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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Dans les pays en voie de développement, les récentes croissances rapides de la
population et leur urbanisation accrue, ont entrainé 1I’augmentation rapide de la demande
d’aliments, particulierement des aliments d’origine animale. Nourrir les villes est donc devenu
un défi pour les gouvernements de ces pays.

Actuellement, le lait constitue un des principaux produits de base de notre régime
alimentaire journalier avec le pain, la semoule, le sucre et le café. Il est un aliment nutritif,
complet et idéal couvrant tous les besoins de 1’organisme, principalement durant les premiers
mois de la vie. Il est consommeé en grandes quantités sous forme de lait de consommation, de
produits laitiers variés ou sous forme cachée dans diverses préparations alimentaires
(conserves, crémes glacées, plats cuits...).

En Algérie, le lait occupe une place importante dans la ration alimentaire de chacun,
notamment les populations a faibles revenus qui recourent généralement a la consommation
de lait parce que, d’une part, en tant que produit trés riche en nutriments il peut suppléer a
d’autres produits colteux tels que la viande, et d'autre part, il est subventionné par I'Etat.
Ainsi, en Algérie en 1990, le lait a compté pour 65,5 % dans la consommation de protéines
d’origine animale, devancant largement la viande (22,4 %) et les ceufs (12,1 %) (Amellal,

1995),

L’ Algérie est I'un des plus grands consommateurs de lait en Afrique avec une moyenne
annuelle de 110 a 115 litres par habitant, créant ainsi une situation de dépendance vis-a-vis de
I’étranger en matiere d’approvisionnement en lait (Kabir, 2015).

Les besoins en lait pour la consommation en Algérie, sont estimés a 3,2 milliards de
litres annuellement alors que la couverture assurée actuellement par la production nationale ne
dépasse pas les 2,3 milliards de litres, le reste des besoins est couvert par I'importation de
poudres de lait (lait sec, lait infantile, farine lactée...) et matiére grasse de lait anhydre servant
au processus de recombinaison dans les unités de transformation des laits et produits laitiers
(Kabir, 2015).

L’ Algérie se place au troisiéme rang mondial en matiére d’importation de lait et de
produits laitiers. En 2006, plus de 500 millions de dollars ont été dépensés pour I'importation
de lait en poudre (Mouffok, 2007 ; Rahal ef al., 2009).

Cette importation est la résultante de nombreuses entraves qui limitent le

développement de 1'élevage bovin dans notre pays. Les aléas climatiques tels que la
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sécheresse et la faible pluviométrie constatées durant ces deux derniéres décennies, I'aridité
du sol, la production fourragere limitée, la mauvaise conduite d’élevage des troupeaux et les
aspects de rationmement et de nutrition généralement mal maitrisés réduisent
considérablement les productions animales. De méme. les pathologies de la reproduction
(métrites, pyométries, rétentions placentaires...), et les intervalles vélage/vélage prolongés
chez les bovins laitiers, ainsi que la présence et la persistance de certaines pathologies
majeures telles que la brucellose et la tuberculose et autres entités pathologiques telles que les
mammites surtout dans leur forme sub-clinique jouent un role déterminant dans la réduction
de la production laitiére. Les diarrhées néonatales, la mortalité des veaux nouveau-nés et les
boiteries, et enfin la faible quantit¢ de lait collecté, intégrée dans I’industriec laitiére
représentent les contraintes et les causes prédominantes qui influencent directement les
caractéristiques quantitatives de la production laitiere en Algérie (Kabir, 2015).

Environ 20% de la production de I’industrie laitiere mondiale est perdue suite a des cas
de mammites modérés a séveéres (Berry et Hillerton, 2002). En effet, la mammite est la
maladie de la vache laitiere qui cause le plus de pertes économiques au producteur car elle
entraine, une diminution de la production laitiere de 15 a 45% par quartier atteint (Bhutto e/
al., 2012), une augmentation des cofits de traitements, du travail journalier et de la mortalité,
I’absence de commercialisation du lait des vaches traitées, 1’abattage précoce des animaux
(Sargeant et al., 2001). Cette pathologie de production présente également diverses
conséquences pour le transformateur (diminution de la teneur en protéines, perturbations des
fermentations microbiennes) et pour le consommateur du lait et de ses dérivés (risques

d’allergies liées aux antibiotiques, par exemple).

Tout animal malade est susceptible de transmettre un agent pathogéne par le lait ou par
la viande. En particulier, les animaux atteints de brucellose fournissent du lait contaminé en
agents infectieux qui sont des Brucella.

La brucellose bovine est une zoonose majeure qui peut avoir un impact important sur la
santé publique, la transmission se faisant généralement par la consommation de lait cru
contaminé (Calvet ef al., 2010).

Malgré les diverses mesures de lutte prises dans de nombreux pays, la brucellose
humaine et animale ne semblent pas régresser dans le monde, mais au contraire elles tendent a
prendre de 1I'importance surtout dans les pays en voie de développement.

En Algérie, la brucellose sévit de maniére enzootique dans les élevages bovins. Afin

d’éradiquer cette zoonose, un programme national de lutte contre la brucellose a été mis en
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place (1995). Celui-ci repose sur le dépistage sérologique par I'épreuve a l'antigéne tamponné
et la réaction de fixation du complément comme test de confirmation, et les animaux positifs

sont éliminés par un abattage sanitaire.

Cependant, la spécificité des tests sérologiques est relative du fait de I’existence de
réactions croisées avec d’autres bactéries ; la sensibilité varie selon le type de technique
utilisée. Le sérodiagnostic est souvent un diagnostic de suspicion.

En 1990, le premier diagnostic direct par PCR pour la détection du genre Brucella a été
mis au point, bas¢ sur la détection du géne omp43 de B. abortus S19 (Fekete et al., 1990).

La technique de PCR en temps réel, qui a 'avantage de présenter une meilleure
spécificité qu'une PCR conventionnelle grace a I"utilisation d’une sonde, est maintenant tres
utilisée pour la détection du genre Brucella (Bogdanovich et al, 2004). La présence de la
séquence d’insertion IS7// est trés spécifique des bactéries du genre Brucella et représente
une cible de choix pour I'identification de cette bactérie.

Les maladies transmises par les aliments constituent une menace considérable pour la
santé humaine. Le lait cru ou non pasteurisé peut contenir des bactéries comme Listeria
monocytogenes (L. monocylogenes) qui peut causer une maladie d'origine alimentaire et
entrainer de graves problémes de santé publique.

Bien que I’exposition a L. monocytogenes soit trés fréquente, la listériose reste une
maladie rare, mais grave lorsqu’elle atteint des personnes a risque, provoquant de la
septicémie, de la méningite, des avortements ou parfois de la mortalité. Des études récentes
réalisées par des chercheurs de 1I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) ont montré qu’en
2010, la listériose a infecté 23 150 patients et le taux de mortalité €tait 23.59%, soit environ
5463 déces (Charline ef al., 2014).

La législation algérienne a rendu obligatoire la recherche de L. monocytogenes dans le
lait et les produits laitiers (Arrété du 25 septembre 2005, JORA N° 3). Il est important
d’utiliser des méthodes rapides et efficaces de détection et d’identification de L.
monocytogenes afin de la détecter le plus to6t possible dans la chaine alimentaire pour
développer ensuite les moyens de prévention appropriés.

La technique de PCR en temps réel qui repose sur I’amplification par PCR d’une
séquence nucléique spécifique de L. monocytogenes a facilité¢ |"utilisation en routine de la
méthode d’amplification génique. Les séquences amplifiées sont variables, elles sont souvent

dérivées des geénes de virulence spécifiques a L. monocytogenes, telle celle de la listériolysine
(hiyA).
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La présente étude a pour objet de détecter la présence des Brucella spp. chez des vaches
laitieres testées auparavant séronégatives et de L. monocytogenes dans le lait cru dans la
région de Batna afin d’évaluer le risque encouru par le consommateur de lait cru dans la

région d’étude.

Notre thése comprend deux parties :
- La premiére partie bibliographique fait le point en quatre chapitres, sur des généralités
concernant les mammites bovines, puis un apercu général sur le lait cru, puis quelques rappels
sur les deux zoonoses alimentaires objets de notre travail, brucellose et listériose;
- La deuxiéme partie expérimentale comprend les objectifs visés par notre ¢tude, le matériel
et les méthodes utilisés pour conduire cette thése et qui ont permis 1’obtention des résultats

qui sont, par la suite, discutés.
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CHAPITRE 1 RAPPELS SUR LES MAMMITES

CHAPITRE I : RAPPELS SUR LES MAMMITES

I. 1. Définition
Une mammite désigne, par définition, une inflammation d’un ou de plusieurs quartiers

de la mamelle due généralement a une infection bactérienne (Hanzen, 2008). Une mammite
peut étre causée aussi par des levures (Candida), des algues microscopiques, ou un
traumatisme de la mamelle, mais ces causes sont beaucoup plus rares (Reyher ef al., 2011).
Elles peuvent également étre dues a des désordres physiologiques ou a des traumatismes
locaux. Les infections mammaires peuvent étre ou non associées a des signes cliniques, on

distingue alors les mammites cliniques des mammites subcliniques (Seegers et al., 1997).

I. 1. 1. Mammites cliniques
Les mammites cliniques sont caractérisées par la présence de symptomes fonctionnels

représentés surtout par des modifications macroscopiquement visibles de la quantité, de la
qualité et de I"aspect du lait, de symptomes locaux inflammatoires observés au niveau de la
mamelle ; douleur, chaleur, tuméfaction etc., et de symptdmes généraux comme
I’hyperthermie, I’anorexie, I’arumination.

En pratique, on considére qu’il y a mammite clinique dés qu’il y a une modification de
I’aspect du lait ou de la sécrétion de la mamelle qui est le critére le plus précoce et le plus
constant. Enfin, selon la gravité et la simultanéité des symptomes, on distingue. par ordre
décroissant de gravité, les mammites cliniques suraigués, aigués et subaigués (Gedilaghine,

2005 ; Hanzen, 2008).

I. 1. 2. Mammites sub-cliniques
Une mammite sub-clinique, par contre, n’engendre aucune modification au niveau de

Iétat général de 'animal. Elle se caractérise par une absence de changements visibles au
niveau de la glande mammaire et dans le lait ainsi qu’une augmentation des cellules
somatiques (c'est-a-dire les cellules épithéliales mammaires mortes et leucocytes) (Bhutto ef
al., 2012). En outre, elle peut se prolonger dans le temps et persister plusieurs mois et devenir
chronique.

Les infections sub-cliniques sont responsables d’environ 80 % de 1’ensemble des pertes
économiques associ¢es aux mammites, liées a une réduction de la production et de la qualité
du lait, ainsi qu’aux couts de traitements et de préventions (Seegers et al., 2003 ; Shim et al.,

2004 ; Petrovski et al., 2006 ; Wallemacq et al., 2010).
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I. 2. Etiologie
La grande majorité des mammites sont d’origine infecticuse. Cependant on note

’existence de mammites d’origine traumatique, physique ou chimique.

L’infection de la mamelle par voie exogeéne est de loin la plus fréquente, bien que des
infections par voie endogene soient décrites, notamment par des mycoplasmes. Il faut noter
aussi ’excrétion possible de micro-organismes dans le lait sans qu’il n’y ait de signes
cliniques de mammite associ¢s, par exemple lors de tuberculose, para-tuberculose,
salmonellose, listériose et brucellose.

La plupart des infections sont d’origine bactérienne. Les mammites mycosiques sont
rares (Noireterre, 2006). Les especes bactériennes impliquées dans les infections mammaires
de la vache sont présentes sur et chez l'animal lui-méme ou dans son environnement
(Lerondelle, 1985 ; Perrin Couilloud, 1992).

Par ailleurs, les bactéries responsables de mammites sont toutes capables de se
multiplier dans le lait, qui est un milieu nutritif suffisamment riche pour assurer leur
développement (Lerondelle, 1985).

Généralement une seule espéce bactérienne est en cause, plus rarement 1’ association de
deux espéces est possible. On considere d’ailleurs que la présence de plus de deux germes
dans un lait de mammite signe une contamination du prélévement.

Traditionnellement on classe les espéces bactériennes responsables de mammites en

deux groupes

I. 2. 1. Especes pathogenes majeures
Elles sont potenticllement responsables de mammites cliniques et regroupent les

streptocoques (Streptococcus uberis, Str. dysgalactiae subsp. dysgalactiae, Str. agalactiae),
les entérocoques (Enterococcus faecalis...), les staphylocoques a coagulase positive (CPS)
(Staphylococcus aureus subsp. aureus), ainsi que les entérobactéries (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae, Enterobacter aerogenes...). Ces trois familles de
germes sont responsables de la majorité des mammites cliniques, a hauteur de 80-90 %.
(Fabre et al., 1997a ; Argente et al., 2005).

Sont plus rarement isolés Arcanobacterium pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, des

mycoplasmes et des bactéries anaérobies.

I. 2. 2. Espéeces pathogénes mineures
Elles sont exceptionnellement responsables de mammites cliniques, mais plutdt de

mammites sub-cliniques. Ce sont essentiellement les staphylocoques a coagulase négative
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(CNS) (S. xplosus, S. chromogenes, S. warneri, S. haemolyticus...). Ce sont les germes de la
flore normale de la peau du trayon et peuvent provoquer une infection (clinique ou sub-
clinique) a la faveur d’un dysfonctionnement du sphincter du trayon (Sears et Mccarthy,
2003).

Mais cette dichotomie entre pathogénes majeurs et pathogénes mineurs tend
actuellement a étre remise en cause devant la part croissante des isolements de staphylocoques

a coagulase négative dans les laits de mammites cliniques (Myllys et al., 1994).

L. 3. Diagnostic
La difficulté n’est pas de reconnaitre une mammite clinique dont les symptomes sont

patents. L enjeu est de reconnaitre une infection mammaire aussi précocement que possible.
La détermination précoce de ces infections permet la mise en place rapide de traitement
augmentant notablement les chances de guérison et évitant ainsi le passage a la chronicité.
Toutefois les infections mammaires peuvent s’ exprimer de facons trés différentes en fonction
du type de germe rencontré et de 1’état physiologique de 1’animal. Un diagnostic étiologique
peut s’avérer utile.

Il existe actuellement plusieurs méthodes de diagnostic des infections intra-mammaires.

Nous allons passer en revue ces différentes techniques (Bouaziz, 2005).

I. 3. 1. Examen clinique
L’examen clinique de la mamelle et des sécrétions mammaires constitue le pilier de la

démarche de diagnostic des mammites. C’est le moyen le plus simple et le moins onéreux
disponible. L’examen clinique de la mamelle s’effectue en trois temps : Examen visuel de la
mamelle, palpation de la mamelle et examen visuel des sécrétions mammaires (Allain, 2011).

* Examen visuel de la mamelle : Il s’agit d’évaluer les caracteéres physiques de la mamelle
afin de détecter des modifications perceptibles a I’examen de 1’animal a distance.

* Palpation de la mamelle : Elle est réalisée sur une mamelle vide aprés la traite. Elle permet
d’observer la qualité de la peau qui recouvre I’organe, la texture et les anomalies perceptibles
dans le conjonctif, la présence de signes inflammatoires (douleur, rougeur, tuméfaction et
chaleur), la présence d’une lymphadénite. Cette palpation permettrait un diagnostic précoce
de certaines affections et le pronostic des infections anciennes ou chroniques (Durel ef al.,
2004)

* Examen macroscopique des sécrétions mammaires : On doit chercher a apprécier les

modifications de la qualité des sécrétions mammaires telles que la couleur (jaune au rouge
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sombre), le gotit et I'odeur (odeur d’ceuf pourri en cas d’infection par les germes pyogénes), la
consistance, la viscosité, et I’homogénéité peuvent aussi étre évaluées.

L’examen clinique de la mamelle et du lait permet de mettre en évidence un processus
inflammatoire qui peut étre induit par une infection. Ce processus inflammatoire est
proportionnel au caractére pathogénique du germe en cause. Ainsi certains germes vont avoir
tendance a provoquer des mammites aigués alors que d’autres germes ne provoquent que des
symptomes plus frustres (Poutrel, 2002).

Alors que la mammite clinique se diagnostique surtout par I"observation des signes
cliniques généraux et locaux associés. Pour ce faire, [’¢jection des premiers jets ou encore la
palpation systématique des quartiers suspects constituent des gestes classiquement pratiqués

pour déceler des modifications du lait ou de la mamelle (Theron, 2014).

I. 3. 2. Examen bactériologique
Les techniques de culture bactériennes classiques représentent la méthode standard par

excellence pour le diagnostic des agents pathogenes responsables et la mise en évidence de la
mammite (Sargeant ef al., 2001; Viguier et al., 2009), mais, pour des raisons de coit, de délai,
de bonne asepsie aussi bien pour le prélévement de ['échantillon que pour son exploitation et
sa difficulté¢ d'interprétation, il ne doit pas étre systématique et il doit étre réservé aux
circonstances ou il s'avére indispensable: flambée de mammites cliniques dans un troupeau,
mammites récidivantes ne rétrocédant pas au traitement, suspicion de mammites a Nocardia

ou a mycoplasmes (Bouchot et al., 1985 ; Poutrel, 1985).

A- Préléevement de lait
A- 1- Technique de prélévement

A la sortie de la mamelle saine, méme avec des précautions d'asepsie rigoureuse, il est
trés rare d'obtenir un lait stérile, il y a presque toujours a l'intérieur de la mamelle des germes
banaux (Poutrel, 1985). Les prélévements s'effectuent au niveau de la mamelle juste avant la
traite. Le lait est collecté dans un flacon stérile aprés un lavage du trayon et des parties basses
de la mamelle avec de I'eau additionnée de 2 a 6 gouttes de Javel concentrée a 32 degré
chlorométrique par litre, essuyage avec une serviette propre puis désinfection de l'orifice du
canal avec de coton imbibé d'alcool a 70°. Le lait des quartiers les plus proches puis des plus
¢loignés est prélevé, en maintenant le tube ouvert incliné pres de l'extrémité du trayon. Les
premiers jets ont été éliminés pour nettoyer le canal du trayon de ses bactéries saprophytes.

Les échantillons de lait sont identifiés et immédiatement transportés dans I'heure qui a suivi la
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réalisation du prélévement au laboratoire dans des conditions strictes de réfrigération a 4°C
(Bouchot ef al., 1985 ; Ben Hassen ef al.. 2003).
A- 2- Transport et conservation des échantillons

Tout prélévement de lait ne pouvant étre transporté au laboratoire dans I'heure qui suit
doit étre réfrigéré immédiatement a 4°C pour étre analysé dans les 24 heures ou congelé a -
18°C (Serieys, 1985a ; Berthelot ef al., 1997 ; Ben Hassen et al., 2003). Par ailleurs, la
congélation est déconseillée car elle réduit le nombre de germes par rapport a la réalité ainsi
qu'elle affecterait particuliérement la croissance de certaines bactéries notamment des
streptocoques et des colibacilles (Bouchot ef al., 1985 ; Poutrel, 1985 ; Faroult, 1998 ; Ben
Hassen et al., 2003 ).

B- Analyse bactériologique
B- 1- Modalités de I'ensemencement

L'échantillon doit étre soigneusement agité car les bactéries se concentrent dans la
créeme du lait. Un aliquote de 0,025 ml de I'échantillon est étalé a I'aide d'une anse calibré sur
une gélose au sang qui permet d'isoler pratiquement toutes les espeéces bactériennes, des
milieux sélectifs qui permettent d'isoler l'espéce bactérienne que l'on a choisi a priori et qui
n'est sans doute pas celle qui est a l'origine de l'infection (Serieys, 1985a ; Lamarche ef al.,
2000 ; Gambo et Agnem-Etchike, 2001). Aprés 24 heures d'incubation a 37°C, on procede a
l'identification des colonies selon les techniques classiques. Le prélevement est considéreé
comme positif lorsque le nombre et la nature des colonies présentent un aspect homogene et
que leur nombre dépasse 250 unités formant colonies (Messadi et al., 1991 ; Monsallier,
1994 ; Hogan et Larry Smith, 2003). D'aprés la Fédération Internationale de Laiterie et de
certains auteurs, on considére comme responsable d'une infection, un micro-organisme isolé
en culture pure ou prédominant au sein des micro-organismes trouvés (Plommet et
Roguinsky, 1968 ; Flinois et David, 1977 ; Fabre ef al., 1997b). Et dans le cas de l'apparition
de deux especes bactériennes simultanément dans la culture :

- Si les deux espeéces appartiennent a la méme catégorie (germes pathogénes majeurs), les
deux sont prises en compte (Fabre et al., 1997b).

- Si I'une de deux espéces fait partir des pathogénes majeurs (comme Staphylococcus aureus)
et l'autre des pathogeénes mineurs (Staphyloque coagulase négative), seule celle de la premiere

catégorie est prise en compte (Fabre ef al., 1997b).
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B- 2- Identification des souches
Selon les méthodes classiquement recommandées, l'identification d'espéce est effectuce
a l'aide des galeries standardisées (API system Bio-Mérieux) (Coullioud et al., 1991 ;

Berthelot ef al., 1997 ; Berry et Hillerton, 2002).

I. 3. 3. Méthodes alternatives
La colonisation de la mamelle, normalement stérile, par une espéce bactérienne conduit

a des modifications plus ou moins importantes de la composition du lait. selon la sévérité de
I’infection (Poutrel, 2002).

Lorsqu'une mamelle ou plus précisément un quartier est infecté, de nombreuses
modifications physiopathologiques (tableau N° 1) surviennent, ce qui rend possible divers
dosages ou dénombrements qui cependant doivent étre évalués du point de vue de leurs
performances pour la détection indirecte des mammites. Au fur et @ mesure des années et de
I’avancée des connaissances scientifiques dans le domaine. plusieurs tests ont ainsi ¢té
proposés qui different de par leur sensibilité, spécificité, valeurs prédictives, simplicité,
rapidité et colt (Kitchen, 1981).

Tableau N° 1: Principales modifications physiopathologiques résultant d’une mammite et
donnant lieu a un type de tests de détection (Kitchen, 1981 ; Hamann et Zecconi, 1998)

Modifications de composition du lait Tests et méthodologie
causées par
Le systéme immunitaire de 1’animal Comptage Cellulaire Somatique :

- Observation directe au microscope

- Analyse automatique de la taille des particules
cellulaires

- Coloration fluorescente des noyaux cellulaires

- Tests d’augmentation de viscosité

- Dosage chimique de I'’ADN

- Dosage de métabolite cellulaire (ATP)

La réduction des capacités de synthése | Dosage du lactose :

de la glande mammaire - Colorimétrie

- Méthode infra-rouge

Les dommages cellulaires et la | Serum Albumine Bovine :
perméabilité des capillaires sanguins | - Immunodiffusion

- Immunoélectrophorese
Na, K. Cl:

- Photométrie de flamme (Na , K ‘)

- Chimie (C1)

- Electrodes spécifiques des ions
- Mesure de conductivité
Enzymes :

- Catalase

- N-acetyl-p-D-glucosaminidase
- LDH
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A- Comptages cellulaires somatiques
A- 1- Types cellulaires présents dans le lait de vache

Comme tout liquide biologique, le lait, méme normal, contient des cellules somatiques
hétérogénes. Elles sont, en effet, essentiellement constituées de globules blancs
(macrophages, polynucléaires neutrophiles et lymphocytes) de la circulation sanguine et de
cellules épithéliales provenant de la desquamation des épithéliums des canaux galactophores,
des acini et lors de I'érosion du tissu glandulaire (Brouillet et Raguet, 1990 ; Badinand, 1994 ;
Le Page, 1999). Les différentes cellules retrouvées dans le lait évoluent en nombre et en
proportion suivant le stade physiologique de ['animal. En ['absence d'infection, les
macrophages constituent le type cellulaire dominant et ce n'est qu'en cas d'infection du
quartier que les polynucléaires neutrophiles affluent dans le lait ou ils deviennent les plus
nombreux. Quant aux autres types cellulaires, ils sont peu représentés, notamment les
lymphocytes et les cellules épithéliales qui sont trés peu nombreuses dans le lait des quartiers
non infectés (Riollet et al., 1999) (tableau N° 2).

Tableau N° 2: Répartition (en%) des différents types cellulaires dans le lait de vache en
I'absence et en présence d'infection mammaire (Lee ef al., 1980).

Type cellulaire Mamelle
Saine infectée
Polynucléaires neutrophiles 0-11 50-90
macrophages 66 - 88 02-2
lymphocytes 10-27 2.8-5.1

Durant la lactation, le comptage cellulaire d'un lait normal, issu des quartiers exempts
d'infection est li¢ a la production de I'animal par un phénoméne de dilution. Il est élevé au
début de lactation (pendant le premier mois) et lors des phases qui précédent le tarissement il
est minimal durant la période allant du deuxiéme au septiéme mois (Brouillet et Raguet,
1990 ; Meissonnier, 1995).

En dehors de I'état sanitaire de la mamelle, des facteurs physiologiques peuvent avoir un
effet sensible non négligeable sur la concentration cellulaire du lait. En particulier, l'effet d'un
stress, augmentation de la température, traite traumatisante, des carences minérales ou
vitaminiques, un effort physique important et I'dge peuvent entrainer des variations sensibles
mais de courte durée de la concentration cellulaire (Brouillet et Raguet, 1990 ; Coulon ef al.,
1996 ; Coulon, 1999 ; Faroult, 2000).

Lors d'infection, il y a un appel leucocytaire important qui se caractérise par une

augmentation de comptage cellulaire et des modifications considérables dans la répartition des
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populations dans le lait. Si bien que les polynucléaires neutrophiles deviennent trés nombreux
et majoritaires (Badinand, 1994 ; Paape ef al., 1999).
A- 2- Méthodes de numération cellulaire

L’infection intra-mammaire se traduit le plus souvent, par une ¢lévation de la
concentration en cellules somatiques (CCS). Le diagnostic est basé sur la mesure directe de la
(CCS) ou indirecte par Californian Mastitis Test (CMT) des cellules présentes dans le lait
(Bouaziz, 2005).

Les cellules présentes dans le lait sont pour la majorité d’entre elles d’origine sanguine.
La numération des cellules sanguines peut étre réalisée directement au microscope apres
¢talement et coloration ou a I'aide d’appareils automatiques de type Coulter Counter ou
Fossomatic ou indirectement par des tests tels les tests de la catalase, le test de Whiteside, le
Californian Mastitis Test, le Brabant Mastitis Test ou par la mesure du taux d’ATP. Ces
méthodes indirectes ne distinguent pas les leucocytes des cellules épithéliales. Un lait normal
peut parfois comporter 50.000 cellules dont 80 % de cellules épithéliales (Hanzen, 2009).

A- 2- 1- Concentration cellulaire somatique du lait (CCS)

e Comptage par la méthode microscopique directe

Le comptage direct au microscope a ¢té¢ délaissé au profit du comptage électronique
plus rapide réalisé sur le lait de mélange des quatre quartiers de chaque vache du troupeau
(CCI : Comptage Cellulaire Individuel), réalisé dans le cadre du controle laitier (prélévements
mensuels) ou dans le cadre d’un plan de prophylaxie des mammites (Hanzen, 2009).

Pour le comptage a ’aide de la cellule de THOMA, le prélevement est d’abord mélangé
avec le liquide de dilution, et le comptage se fait au microscope apres dépdt d’une goutte du
prélévement entre lame et lamelle au grossissement 10, 25 et 40 (Gabli ef al., 2005).

e Comptage avec le Fossomatic (Methode Fluoro-opto-Electronique)

Appelé aussi comptage automatique a Fluorescence, ce comptage utilise le fossomatic
qui est un microscope automatique a fluorescence. Les noyaux des cellules du lait sont rendus
fluorescents par un colorant, le bromure d’éthidium, qui se fixe sur ’ADN (Durel et al..
2004).

Apres coloration, le lait est étalé sous forme d’un film trés fin de 10 microns d’épaisseur
sur le pourtour d’un disque rotatif qui sert de porte objet pour le microscope. Chaque noyau
de cellule somatique contenu dans le lait, excite la lumiére d’une lampe au Xénon, renvoie
une lumiére rouge qui est captée par le microscope lorsque le noyau passe sous ’objectif. Ces

¢missions de lumiere sont transformées en signaux électriques qui sont comptabilisés.
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Les bactéries ont un ADN plus diffus qui émet une lumiére moins intense. L appareil
est calibré pour ne pas enregistrer ces signaux de plus faible intensité (Serieys, 1985b). Ce
systtme permet 1’analyse de 180 prélévements par heure qui au préalable doivent étre
homogénéisés par agitation (Hanzen, 2009).

e Comptage avec le Coulter-Counter

Le Coulter-Counter totalise les impulsions électriques qui résultent du passage de
particules a travers un orifice situé entre deux é€lectrodes. Quand une particule passe par
I"ouverture, la résistance entre les deux électrodes est modifiée, produisant une impulsion
¢électrique proportionnelle au volume de la particule (Durel et a/., 2004). L appareil est calibré
pour dénombrer les cellules qui ont un diamétre supérieur a une valeur minimale fixée (> a 5
microns). Pour rappel, les polynucléaires ont un diametre de 12 a 15 microns, les
macrophages de 25 microns et les lymphocytes de 6 a 15 microns (Serieys, 1985b ; Leray,
1999). Ce systéme suppose au préalable le traitement du lait pendant 16 a 26 heures au moyen
de formaldéhyde pour permettre aux cellules de résister a ["action d’un agent tensio-actif qui
va dissoudre la matiére grasse du lait. Le systéme permet d’analyser 80 échantillons par heure
(Hanzen, 2009).

A- 2- 2- Test de Schalm (California Mastitis Test = CMT)

Ce test développé par Schalm et Noorlander en 1957 s’adresse essentiellement a la
détection des mammites subcliniques directement dans 1’étable. Le California Mastitis Test
encore appelé test de Schalm est le test le plus pratique et le plus répandu dans le monde. Il
s’agit d’un test semi-quantitatif basé lui aussi sur la teneur du lait en cellules somatiques
(Bouaziz, 2005). Ce test est réalisé€ en ajoutant au lait un détergent qui provoque une réaction
de gélification du mélange dans le cas d’un lait mammiteux.

e Principe du test

Le principe théorique du CMT repose sur le phénomene de la lyse des cellules
somatiques lorsqu’elles sont exposées a un détergeant. Whyte et al., (2005) expliquent que,
une fois I’ADN et les histones exposés, le gel se forme par liaisons ioniques entre les histones
chargées positivement et les tétes de molécules détergentes chargées négativement, ainsi que
par la liaison entre elles des queues hydrophobes des molécules détergentes. La viscosité du
complexe obtenu étant proportionnelle a la quantité de matériel nucléaire libéré, elle peut étre
corrélée au comptage des cellules somatiques (CCS) (Viguier ef al., 2009).

e Réalisation du test
Le test est réalisable a 1'étable notamment sur le lait des quartiers juste avant la traite.

Apreés élimination des premiers jets, un peu de lait (2ml environ) est recueilli dans une
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coupelle transparente (chaque coupelle correspond a un quartier) et additionné d'une quantité
a peu pres égale de réactif. Aprés agitation de quelques secondes du plateau pour bien
mélanger réactif et lait, la lecture est effectuée en observant par transparence l'aspect du
précipité (Perrin-Couilloud, 1992). L'interprétation est donnée dans le tableau N° 3.

Tableau N° 3: Grille d’interprétation du California Mastitis Test (CMT) (RCRMB,
2010 ; Guyot et al., 2014).

Grades Description Ecoulement Interprétation
(cellules
x10°*/mL)
Négatif | Mélange liquide sans précipitation | La cellule se vide au 0-200

goutte a goutte
Traces | Le mélange devient légérement La cellule se vide au 150 - 500
visqueux et la viscosité a tendance | goutte a goutte
a disparaitre apres + 10 secondes.

1 Le mélange devient visqueux sans | Le mélange quoique 500 - 1.000
formation de gel au centre et la €paissi se vide
viscosité persiste. graduellement

2 Epaississement immédiat avec La masse gélatineuse | 800 —5.000
début de gélification et adhérence | qui tombe au début
au fond en filaments visqueux. laisse une certaine

quantité de liquide
dans la cellule

3 Formation d'un gel épais (blanc La masse gélatineuse | > 5.000
d’ceuf) au centre de la coupe. Il tombe en un seul coup
n’y a pas d’évidence de liquide et ne laisse aucun
dans la cellule. liquide dans la coupe

B- Corrélation entre comptages cellulaires et bactériologie
Il y a parfois des décalages entre le moment ot la bactérie en cause est présente dans la

mamelle et le moment ou les CCS augmentent, puis reviennent a la normale une fois
I’infection résolue. Certains auteurs ont d’ailleurs montré qu’aprés inoculation chez certaines
vaches, on avait bien une augmentation des CCS, alors que le comptage bactérien était nul au
moment de 1’analyse (Rivas ef al., 2001).

Il n’y a pas de relation linéaire entre la bactériologie et la valeur des CCS lors d’une
infection. La cinétique des comptages cellulaires est de type sinusoidale, concomitante mais
asynchrone de I’excrétion bactérienne. On peut donc avoir un dénombrement bactérien faible
avec des CCS élevées et inversement, pouvant étre a ’origine de discordances apparentes de
résultats. Ainsi, il est tout a fait possible d’avoir une vache avec un dénombrement bactérien
important et des CCS normaux (en début d’infection par exemple) et inversement (en fin

d’infection) (Muldoon et Liska, 1971).
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I. 4. Importance
I. 4. 1. Importance économique

Les mammites constituent le trouble sanitaire le plus fréquent et aux plus fortes
répercussions économiques en €levage bovins laitiers (Poutrel, 1985 ; Seegers ef al., 1997).
Ces répercussions sont liées aux réductions de production laitiére, au lait non commercialisé,
aux pénalités sur le prix de vente ainsi que la baisse de la synthése de la caséine qui pénalise
le rendement des fabrications fromageres, le passage accru dans le lait de protéines d'origine
sanguine (immunoglobulines, sérumalbumine), réduit la stabilité du lait lors des traitements
thermiques. augmentation de la protéolyse par la plasmine qui réduit la stabilité lors de
stockage de certains produits comme le lait (Coullioud ef al., 1991; Messadi ef al., 1991 ;
Hartheiser, 1994 ; Seegers ef al., 1997 ; Fabre ef al., 1999 ; Seegers ef al., 1999 ; Faroult,
2000 ; Mamache ef al., 2011 ; Mamache ef al., 2014).

Par ailleurs, les infections laissent quelquefois des séquelles irréversibles qui se
traduisent notamment par l'improductivité des quartiers atteints et conduisent a des réformes
prématurées (Seegers ef al., 1997 ; Faroult, 2000 ).

La mammite subclinique est encore plus coliteuse car elle s’installe, de fagon plus
silencieuse, avec des risques élevés de contamination et des pertes importantes lies aux
altérations quantitatives et qualitatives de la production laitiere.

L'impact économique est lié aussi aux cotits des actions de traitement, de prophylaxie et
de diagnostics (dépistage a l'aide de numération cellulaire et analyse bactériologique)
(Faroult, 1994 : Coulon et Lescourret, 1997 ; Seegers et al., 1997 ; Fabre ef al., 1999 ; Seegers
et al., 2003 ; Mamache et al., 2011).

I. 4. 2. Importance hygiénique (incidence sur la santé humaine)
Les mammites portent atteinte a I'’hygiéne animale et potentiellement a la santé

publique. Le risque zoonotique lié a la contamination du lait par certains germes fait I’objet de
préoccupations de santé publique (Bradley, 2002 ; Seegers et al., 1997).

En effet, le lait cru est fréquemment contaminé par des souches appartenant a plusieurs
biotypes qui peuvent se trouver simultanément dans le lait. Un certain nombre d'entre elles
sont capables de produire des entérotoxines et des infections. En absence de pasteurisation,
ces souches pathogénes pour I'homme provenant de quartiers infectés peuvent contaminer les
produits laitiers (Bradley, 2002 ; Seegers ef al., 1997 ; Mamache ef al., 2011).

Certaines souches sont trés étudiées :
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- Quelques souches de Staphylococcus aureus produisent des entérotoxines thermostables
pouvant entrainer des toxi-infections alimentaires (nausées, vomissements et diarrhées)
(Perrin Couilloud, 1992 ; Debuyser et Lapeyre, 1994).

- Listéria monocytogenes peut provoquer la listériose, maladie relativement rare mais mortelle
pour I'homme (Sanaa et Menard, 1994).

- E. coli et Campylobacter jejuni sont responsables des troubles digestifs (Bastien, 1994 ;
Seegers et al., 1997).

- Cryptococcus neoformans provoque la cryptococcose chez 'homme (Perrin Couilloud,
1992).

- Streptococcus agalactie a ¢té retrouvé comme cause d'infection chez 'homme, dans des cas
d'endocardite et de méningite (Perrin-Couilloud, 1992).

- L'homme peut étre infecté par la brucellose, la tuberculose et la fievre Q lors de
consommation de lait cru (Perrin-Couilloud, 1992).

Par conséquent, pour produire un lait sain, la vache doit rester saine et la solution réside,
malheureusement parfois, en une antibiothérapie qui n’est pas sans danger. Notons que la
pénicilline et ses dérivés sont largement utilisés dans le traitement des mammites et peuvent
de ce fait contaminer le lait. En effet, hormis I’interférence dans la transformation de certains
produits laitiers, les résidus d’antibiotiques dans le lait sont potentiellement néfastes pour la
sant¢ humaine. Leur présence dans le lait constitue un risque toxicologique pour le
consommateur, notamment en ce qui concerne les pénicillines (allergies, foetotoxicité,
souches résistantes, etc.). C’est le cas des résidus de Pénicilline qui peuvent entrainer des
réactions cutanées chez des personnes suite a des réactions allergiques (Lebret ef al., 1990).

Mais ces derniéres peuvent étre évitées en respectant les délais d’attente.
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CHAPITRE Il : LE LAIT

II. 1. Définition
Selon la réglementation Algérienne, la dénomination « lait » est réservée exclusivement

au produit de la sécrétion mammaire normale, obtenue par une ou plusieurs traites, sans
aucune addition ni soustraction et n’ayant pas ét¢ soumis au traitement thermique (AIM du 18
aolt 1993, N° JORA : 069 du 27-10-1993).
La dénomination « lait » sans indication de I’espéce animale de provenance, est réservée
au lait de vache.
- Tout lait provenance d’une femelle laitiere, autre que le lait de vache, doit étre
désigné par la dénomination « lait » suivie de I’indication de [’espéce animale dont
il provient.

- Le lait destiné a la consommation ou a la fabrication d’un produit laitier, doit
provenir de femelles laitieres en parfait état sanitaire (AIM du 18 aolit 1993, N°
JORA : 069 du 27-10-1993).

Selon le Dictionnaire Médical (2009), Ie lait est un liquide sécrété par les glandes
mammaires apres ’accouchement, qui constitue le premier aliment du nouveau-né ou des
jeunes animaux. Il contient de la caséine, du lactose, des graisses, des sels et de I'eau en
proportions différentes, selon I’espéce animale.

Selon la définition établie par le congres international de la répression des fraudes
alimentaires & Genéve (1908) « Le lait est le produit intégral de la traite totale et
ininterrompue d’une femelle laitiére bien portante, bien nourrie et non surmenée. Il doit étre

recueilli proprement et ne pas contenir du colostrum» (Debry, 2006).

II. 2. Composition et caractéristiques physicochimiques
Le lait de vache est un liquide opaque de couleur blanche, plus ou moins jaunatre selon

la teneur en B-caroténe de sa mati¢re grasse. Sa saveur est douce et son odeur faible mais
identifiable. C’est un liquide légérement visqueux dont la composition et les caractéristiques
physicochimiques varient sensiblement selon les espéces animales et selon les races. Ces
caractéristiques varient ¢galement au cours de la période de lactation ainsi qu’au cours de la
traite (Courtet-Leymarios, 2010).

Aliment complet, le lait est une émulsion de matiéres grasses dans un sérum aqueux qui
contient en suspension des protéines et en solution des glucides, des minéraux, des vitamines

et des enzymes. La composition chimique du lait de vache est présentée dans le tableau N° 4.
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Tableau N° 4: Composition du lait de vache (Alais et Linden, 2004).

Eléments Composition Etat physique des composants
(g
Eau 9205 Eau libre (solvant) + eau liée : 3,7%
Glucides : lactose 49 Solution
Lipides : 35
- matiéres grasses proprement dite 34 Emulsion de globules gras (3 a Sum)
- lécithine (phospholipides) 0,5
- partie insaponifiable (stérols, 0.5
caroténes, tocophénol)
Protides : 34 Suspension micellaire de phospho-
caséinate de calcium (0,08 4 0.12um)
- caséines 27
- protides solubles (globuline, 5.5 Solution colloidale
albumines)
- substances azotées non protéiques 1,5 Solution vraie
Sels : 9 Solution ou état colloidal
- acide citrique 2
- acide phosphorique 2.6
- acide chlorhydrique 1,7
Constituants divers :
(vitamines, Enzymes gaz dissous) Traces
Extrait sec total 127
Extrait sec non gras 92

Les propriétés physico-chimiques du lait sont plus ou moins stables ; elles dépendent

soit de I’ensemble des constitutions comme la densité, soit des substances en solution comme

le point de congélation ou encore des concentrations en ions comme le pH (acidité).

Les principales proprié¢tés physico-chimiques utilisées dans 'industrie laitiére sont la

masse volumique ou la densité, le point de congélation, le point d’ébullition et 1’acidité

(Vignola, 2002). Ceci se résume comme suit :

e Ladensité du lait varie entre 1,028 et 1,035 pour une moyenne de 1,032 a 15°C.

e Le point de congélation peut varier de — 0,530°C a — 0, 575°C avec une moyenne de

— 0,555°C. Un point de congélation supérieur a — 0,530°C permet de soupgonner une

addition d’eau au lait (la vérification se fait a I’aide d’un cryoscope).

e Le point d’¢bullition est a 100,5°C.

e [’acidité estde 15 a 17 °D dans des conditions normales.

L’acidité est mesurée en degré Dornic (°D), 1°D correspond a 0.1 g d'acide lactique par

litre de lait.
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II. 3. Microorganismes du lait cru
Le lait prélevé dans de bonnes conditions d’hygiéne a partir d’un animal sain contient

peu de microorganismes (moins de 10° germes/ml), mais il est tout de suite contaminé par une
multitude de germes. Il constitue un écosysteme favorable pour le développement des
microorganismes. Certains d’entre eux sont utiles, d’autres sont pathogénes pour 1’animal et
I’homme et d’autres sont responsables d’altération de la qualité sensorielle, organoleptique et
nutritionnelle du lait. Les microorganismes du lait sont subdivisés en deux catégories : la flore
du lait et les microorganismes de contamination. Ces derniers sont subdivisés en deux

catégories: les agents d’altération et les agents pathogénes (Boubendir, 2012).

IL 3. 1. La flore du lait
Le lait contient peu de microorganismes lorsqu’il est prélevé dans de bonnes conditions

a partir d’un animal sain (moins de 10° germes/ml). 1l s’agit de germes essentiellement
saprophytes du pis et des canaux galactophores : microcoques mais aussi streptocoques
lactiques (Lactococcus) et lactobacilles. Le lait est protégé par des substances inhibitrices
appelées « lacténines » mais, leur action est de courte durée (1 heure environ) (Guiraud,

1998).

III. 3. 2. Microorganismes de contamination
Selon Guiraud (1998), le lait se contamine par des apports microbiens d’origines

diverses :
- Feces et téguments de 1’animal : coliformes, entérocoques, Clostridium, €ventuellement
Entérobactéries pathogénes (Salmonella, Shigella, Yersinia), etc.
- Sol : Streptomyces, Listeria, bactéries sporulées, spores fongiques, etc.
- Litieres et aliments : flore banale variée, en particulier lactobacilles, Clostridium butyrique
(ensilage).
- Air et eau : flores diverses dont Pseudomonas, bactéries sporulées, etc.
- Equipement de traite et de stockage du lait : microcoques, levures et flore lactique avec
lactobacilles, streptocoques (Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus), Leuconostoc, etc.
- Manipulateurs : staphylocoques dans le cas de traite manuelle, mais aussi germes provenant
d’expectorations, de contamination fécale, etc.
- Vecteurs divers (insectes en particulier) : flore de contamination fécale.

D’autres microorganismes peuvent se trouver dans le lait lorsqu’il est issu d’un animal
malade; ils sont généralement pathogénes et dangereux du point de vue sanitaire. Il peut s’agir

d’agents de mammites : streptocoques pyogenes, corynébactéries pyogénes, staphylocoques,
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etc. Il peut s’agir de germes d’infection générale qui peuvent passer dans le lait en absence
d’anomalies du pis : Salmonella, Brucella et exceptionnellement L. monocytogenes,

Mycobacterium, Bacillus anthracis, Coxiella burnettii et quelques virus (Guiraud, 1998).

II. 4. Place du lait dans la consommation alimentaire algérienne
Le lait a une valeur importante dans la consommation alimentaire algérienne, vu sa

richesse en éléments nutritifs, le lait représente 65.5% des protéines animales, supérieure a
celles de la viande 22,4% et les ceufs 12.1%, ainsi un gramme de protéine obtenu a partir du
lait, cotite huit fois moins cher que la méme quantité obtenue de la viande (Amellal, 1995), ce
qui favorise I’augmentation de la consommation qui est jugée de 110 kg/an (Ferrah, 2000 ;
Dilmi, 2008). L’évolution de cette consommation a bondi de 90 litres a 115 litres
(Bourbouze, 2001), cette forte consommation est plus élevée que celle de la Tunisie qui est de
80 kg (Khaldi et Naili, 2001) et celle du Maroc 32 kg (Arraba et al, 2001), elle reste trés
¢loignée de celle de la France ou elle est estimée de 400 L/habitant/an (Boumghar, 2000).

Le lait cru est un produit hautement nutritif. Cependant sa production doit étre
sévérement controlée en raison des risques éventuels qu’il peut présenter pour la santé
humaine (Labioui ef al, 2009). Le lait, qu’il soit cru ou traité est un excellent milieu de
culture pour plusieurs microorganismes avec pour résultante 1’altération du produit ou les
infections/intoxications chez les consommateurs (Murinda et al., 2004 ; Oliver et al., 2005).

Indépendamment de la rareté des maladies infecticuses transmises par les aliments
associées au lait cru, la menace pour la santé humaine de l'ingestion du lait non pasteurisé ou
des produits laitiers ne devrait pas étre sous-estimée.

Le lait et les produits laitiers de vache, de brebis ou de chévre constituent une
importante source d’infection pour I’homme. Le lait cru ou non pasteurisé peut contenir des
bactéries comme Brucella et Listeria qui peuvent causer des maladies d'origine alimentaire et

entrainer de graves problémes de santé tels que la Brucellose et la Listériose.
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CHAPITRE III : LA BRUCELLOSE, UNE ZOONOSE MAJEURE

II. 1. Historique
La brucellose a des racines historiques lointaines que nous n’aurons sans doute jamais

fini d’explorer. Ainsi, des recherches paléontologiques suggérent qu’en Afrique, un
australopithéque, dont le squelette est vieux de plus de deux millions d’années, était déja
atteint d’une déformation vertébrale brucellique (D’anastasio ef al,, 2011). Avant le début de
I’antiquité, la brucellose infectait des étres humains en Egypte, en Jordanie et en Palestine.
L’expansion de la maladie dans ces pays semble coincider avec ['apparition de la
domestication des moutons et des chévres (D" anastasio et al., 2011 ; Moreno, 2014).

A Herculaneum et Pompéi, villes romaines qui furent recouvertes par une gangue
volcanique suite a [’éruption du Vésuve en 79 apres J-C., "analyse des restes d’un fromage a
permis d’observer (au microscope électronique a balayage) de probables traces de Brucella.
Des fouilles ont révélé que sur une ancienne plage d’Herculaneum, environ 17% des
squelettes retrouvés présentaient des signes de brucellose osseuse (spondylite brucellienne)
(Capasso, 2002 ; D’anastasio ef al., 2011). L analyse d’ADN d’ossements démontre qu’au
moyen age, la brucellose touchait des humains en Albanie, en Espagne et en Norvege.

L’ Amérique était a priori indemne de brucellose au moins jusqu’en 1492 ; et c’est
vraisemblablement I’introduction d’animaux provenant d’Europe qui est a |'origine de
I’apparition de la brucellose sur le continent outre-Atlantique (Moreno. 2014).

La premiere description clinique de la maladie a été publi¢e par Allen Jeffery Martson
en 1859 sous le nom de fievre méditerranéenne (Roux, 1989) et présentait la maladie comme
fébrile et ondulante. Mais, 1’agent causal de la Brucellose, “Micrococcus melitensis™
(Brucella melitensis), a été¢ découvert en 1887 par le chirurgien britannique, le capitaine David
Bruce, sa femme Mary Elizabeth Steele et le docteur microbiologiste Maltais Giuseppe
Caruana-Scicluna a partir des rates de soldats décédés a I'ile méditerranéen de Malte (Wyatt,
2009).

En 1897, Bernhard Bang, un vétérinaire danois, isole un bacille de produits
d'avortements bovins qu’il appella Bacillus abortus (Brucella abortus) (Bang, 1897) ; et
Wright met au point le premier test diagnostique sérologique qui porte son nom : Réaction
d’agglutination de Wright.

En 1905, Fioravanti Temistocle Archimede Laurenzo Giuseppe Sammut, mieux connu

par Themistocles Zammit, un bactériologiste maltais, est le premier a comprendre, d une part,
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que la chévre est un réservoir de Micrococcus melitensis ; d’autre part, que cette bactérie peut
se transmettre de la chévre a ’homme par la consommation de lait. Le caractére zoonotique
de la brucellose est ainsi mis en lumiére (Wyatt, 2005 ; Wyatt, 2011).

En 1914, Traum isole une bactérie semblable a celle isolée par Bang, a partir de feetus
porcin et la nomme Bacillus abortus suis (Traum, 1914). Quatre ans plus tard, une
bactériologiste américaine, Alice Catherine Evans, met en lien B. melitensis et B. abortus, et
propose la création du genre Brucella en 1’honneur des travaux de David Bruce (Maurin,
2007 ; Maurin et Brion, 2009), et propose la pasteurisation du lait comme une mesure
préventive (Evans, 1918). C’est ainsi que le genre Brucella est établi par Louis Meyer et
Wilbur Shaw en 1920 en I"honneur de David Bruce (Meyer et Shaw, 1920).

En 1929, Huddleson développe des méthodes bactériologiques permettant de distinguer
les especes B. melitensis, B. abortus et B. suis.

En 1930, aux Etats Unis, Buck démontre le pouvoir protecteur de la souche non
virulente Brucella abortus S19 sur des bovins qui sera plus tard utilisée comme vaccin pour
prévenir la brucellose bovine (Schurig ef al., 2002). En 1932, Wilson et Miles affirment la
présence d’antigénes de structure lipopolycaccharidique chez Brucella, appelés A et M et
inégalement répartis selon les espéces.

La souche B. abortus 45/20 est testée pour la premiére fois comme vaccin en 1938 par
Mc Ewen et Priestley ; les travaux cumulés de Edwards et collaborateurs et de Taylor et
collaborateurs, en 1945 et 1949 en font la premiére souche vaccinale inactivée mise au point
(Schurig et al., 2002). La premiére souche vaccinale vivante atténuée, B.melitensis Revl, est
développée par Elberg et Faunce en 1957 (Schurig ef al., 2002).

En 1953, Buddle et Boyes identifient en Australie et en Nouvelle Zélande B. ovis
comme agent responsable d’épididymite chez les ovins (Nicoletti, 2002).

La souche B. neotomae est isolée en 1957 par Stoenner et Lockman chez des rongeurs
du désert (Neotoma lepida) dans 1’Utah aux USA (Maurin, 2005). B. canis est reconnue en
1966 par Carmichael et Bruner comme agent responsable d’avortements chez les canidés.

Pour la premiére fois en 1994, I’avortement d’un dauphin en captivité en Californie est
attribué a une infection a Brucella (Ewalt ef al., 1994). Depuis, de nouvelles souches ont été
isolées de divers mammiféres marins : dauphins, marsouins et phoques (Foster ef al., 2002).
Les especes B. ceti (cétacé) et B. pinnipedialis (pinnipédes) sont alors proposées (Foster ef al.,
2007). L espece B. microti est isolée du campagnol (microtus arvalis) en république tcheque
et proposée en 2008 (Hubalek ef al., 2007 ; Scholz ef al., 2008). Enfin, I’espece B. inopinata

est isolée et caractérisée en 2009 aux Etats- Unis (Scholz ef al., 2010).

22



CHAPITRE 111 LA BRUCELLOSE, UNE ZOONOSE MAJEURE

II1. 2. Définition et étiologie
D une fagon générale, la brucellose ou fievre de Malte ou M¢litococcie est une maladie

réputée contagicuse et classée sur la liste unique des maladies animales graves de
I’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE, 2009). Cette maladie infectieuse,
contagieuse et transmissible, se manifeste habituellement chez les animaux, sur le plan
clinique, par des avortements d’ou le nom d’avortement épizootique.

La brucellose est due a une bactérie du genre Brucella qui est un coccobacille de petite
taille : 0,5-0,7 um x 0,6 - 1.5 um (Banai et Corbel, 2010); Ce sont des bactéries Gram
négatives, aérobie, non sporulées, non mobiles et non-capsulées (Bargen e al., 2012). Les
bactéries du genre Brucella sont des bactéries intracellulaires facultatives et sont capables
d’infecter beaucoup d’espéces de mammiféres a travers le monde (Banai et Corbel, 2010 ;
Markey et al., 2013).

Les bactéries du genre Brucella appartiennent a la famille des Brucellaceae, a 1’ordre
des Rhizobiales et a la classe des a2-Proteobacteria (Markey et al., 2013).

A ce jour, douze différentes espéces de Brucella ont été décrites (Whatmore ef al.,
2014 ; Scholz et al., 2016 ). Chaque espéce de Brucella peut infecter différentes espéces
d’hotes, mais chaque espece de Brucella a ses especes hotes préférentiels (figure N° 1) :
Brucella melitensis (ovins et caprins), Brucella abortus (bovins), Brucella suis (suidés),
Brucella ovis (moutons), Brucella canis (chiens), Brucella microti (rongeurs - Microtus
arvalis), Brucella neotomae (Rongeurs - Neotoma lepida), Brucella pinnipedialis
(pinnipédes,), Brucella ceti (cétacés), et Brucella inopinata (originalement isolé¢ chez un
patient humain, mais son hote préférentiel n’est pas connu) (Xavier ef al., 2009 ; Scholz ef al.,
2010; De Jong et Tsolis, 2012). Les deux espéces les plus récemment décrites sont B.
papionis, qu’a été isolée de deux babouins avec rétention placentaire (Whatmore et al., 2014),
et Brucella vulpis qu’a ét¢ isolée a partir des nceuds lymphatiques mandibulaires de deux

renards rouges en Autriche (Scholz ef al., 2016 ).
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; Preferred Main geographical area Pathogenicity
Biovars
Species natural host for man
Sheep, Goats Mediterranean countries
B. melitensis 1.2.3 Wildungulates ﬁ‘“ Middle & Near East High
1,2.3,4 Bovines H Europe, Americas, —
B. abortus 5,6.(7).9 Wildungulates Africa, Asia HESIES
1 Suids n Americas, Asia, Oceania High
2 Suids, Hares ﬂ Central & Western Europe Very low
B. suis 3 Suids USA, China High
4 Reindeer USA, Canada, Russia Moderate
5 Wildrodents P Russia High
B. neofornae Desert wood rat Neotoma lepida j USA Unknown
B. ovis Sheep (males) H Mediterranean countries No
USA, South America
B. canis Dogs H’ Central/Eastern Europe Low
B. ceti Cetaceans A : High / Unknown
B. pinnipedialis Pinnipeds ‘ - High / Unknown
B. microti Commonvole __ g Central Europe Unknown
B, inopinata Unknown " USA/ Oceania Unknown
B. papionis Unknown m Unknown Unknown
B vulpis Unknown M Unknown Unknown

Figure N° 1 : Espéces et biovars de Brucella (Garin-Bastuji, 2014).

La présence ou non de I'antigéne O au sein du lipopolysaccharide (LPS) des Brucella
définit respectivement deux phénotypes de colonies : lisses (S pour smooth) ou rugueuses (R
pour rough) (Mancilla, 2016). Le phénotype S est associé a une virulence plus marquée,
comme chez B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. celi et B. pinnipedialis (Foster
et al., 2007 ; Guzman-Verri et al., 2012). Brucella ovis et Brucella canis, en revanche,
expriment naturellement un LPS tronqué de son antigéne O, leur conférant un phénotype R et

une virulence diminuée (Mancilla, 2016).

III. 3. Importance
III. 3. 1. Importance économique

L importance de la maladie varie selon les pays en fonction des mesures de lutte mises
en ceuvre pour son éradication, et des populations animales locales. La brucellose est
responsable de pertes économiques importantes en élevage en raison de la stérilité, des
avortements des animaux malades et de la baisse de production laitiere du troupeau qu’elle
provoque, elle a également de lourdes répercussions sur les échanges commerciaux
(Bounaadja, 2010). Elle provoque €galement une hausse du taux de mortalité périnatale, de la
mortalité chez les femelles, et une baisse des productions.

L’importance économique que revét cette zoonose oblige I’Algérie a recourir aux

programmes d’abattage-indemnisation par ["arrété interministériel du 3 Chaadbane 1416
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correspondant au 26 décembre 1995 fixant les mesures de prévention et de lutte spécifiques a

la brucellose bovine.

III. 3. 2. Importance hygiénique
La brucellose est une zoonose majeure de répartition mondiale. Par la fréquence et la

gravité des cas humains contractés a partir de 1’animal et des productions, on reconnait deux
populations a trés haut risque : les bergers et leur famille d’une part, les ouvriers des abattoirs
et les vétérinaires d’autre part. C’est la raison pour laquelle, elle est considérée comme une
maladie professionnelle et une zoonose accidentelle. Ainsi, elle fait partie des maladies
réputées contagieuses mentionnées sur la liste des vices rédhibitoires et sur la liste des
maladies prioritaires de I’OIE. L’incidence mondiale de la maladie est estimée a 500.000
cas/an (OMS, 2004), soit une incidence humaine annuelle, en 2001, de 4 a 5.10” cas humains
(Saegerman, 2007). Entre 2003 et 2004, des cas humains ont été recensés en Afrique
notamment au Cameroun, en Ethiopie, au Kenya, au Nigéria, en Tanzanie, en Ouganda, au
Burkina Faso, au Mali, au Congo, en Erythrée, en Namibie, au Swaziland (Bounaadja, 2010).
En 2009, le nombre de nouveaux cas humains déclarés de brucellose dans le monde était de
I’ordre de 500 000 (Calvet ef al., 2010).

Les brucelles sont ainsi classées parmi les pathogénes potentiels du bioterrorisme
(Pappas et al, 2006). En effet, I’inhalation par voie aérienne de dix a cent bactéries
brucelliennes peut suffire & déclencher une infection chez un étre humain (Mailles et Vaillant,
2007 ; Maurin, 2007). Ce qui explique en grande partie que les Etats-Unis assimilent cette
bactérie a « un pathogene potentiellement utilisable a des fins de bioterrorisme » (Carus,
2001 ; Maurin, 2007). Brucella pourrait, de surcroit, étre utilisée comme arme dans le cadre
d’une guerre bactériologique. Des bombes contenant B. suis ont d’ailleurs été produites par
I’US Air Force en 1955 (Maurin, 2007 ; Maurin et Brion, 2009). L utilisation de souches
résistantes aux antibiotiques pourrait augmenter la dangerosité de telles armes.

Le pouvoir infectieux de Brucella est I'un des plus €levés « du monde bactérien ».
Cependant, « le pouvoir létal » de cette bactérie est beaucoup moins grand que celui de
Bacillus anthracis ou que celui de Francisella tularensis (agents pathogénes respectivement a
I’origine de la maladie du charbon et de la tularémie) (Cure et al., 2004 ; Maurin, 2007). Trois
nouveaux deéfis ont relanceé récemment I'intérét médical vétérinaire pour cette maladie: son
expansion dans la faune sauvage, l'inefficacité des certains vaccins disponibles et la

découverte d’un nouveau réservoir chez les mammiféres marins dont I'impact est quasi

inconnu (Maurin, 2005).
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I11. 4. Epidémiologie
La brucellose humaine est généralement transmise par les animaux d’élevage et fait

partie des zoonoses les plus répandues dans le monde. Les espéces les plus impliquées sont
Brucella abortus et B. melitensis cette dernieére €tant responsable des cas les plus graves. La
brucellose humaine est étroitement liée a I'infection animale, qui atteint surtout les ruminants
(bovins, caprins, ovins) et les porcs (Bounaadja, 2010). Il n’y a donc pas de transmission
interhumaine de la maladie.

L’incidence de la brucellose humaine est rapporté a 500.000 nouveau cas chaque année
(Pappas et al., 2006). Le nombre exact des cas humains est cru d’étre trés €levé car beaucoup
de cas sont jamais diagnostiqués ou rapportés (Pappas et al., 2006). Des données publiées
récemment suggerent que I’incidence de la brucellose humaine excéde 800.000 cas par an
avec 95% un niveau d’incertitude de 0.34 — 19,6 millions de cas (Kirk et al., 2015). Prés de
50% de ces cas sont estimés d’étre causés par des aliments contaminés (Havelaar ef al., 2015).
En outre, 40% des cas de brucellose sont estimés résulté en infection chronique et 10% des
cas résulté en orchite de I’homme (Kirk et al., 2015).

Cependant, son incidence et sa prévalence varient largement d’un pays a [’autre, entre
les pays dits développés ot la maladie est devenue rare grace a la mise en ceuvre de politiques
d’assainissement des troupeaux, et ceux moins fortunés qui, en ’absence de programmes de
lutte nationaux, recensent de nombreux cas humains et animaux. En France, le nombre de cas
humains a fortement diminué depuis les années soixante-dix (plus de 800 cas déclarés en
1978 contre 44 en 2000) grace a un programme intense de contrdle des brucelloses animales
et a la généralisation de la pasteurisation du lait destiné a la consommation humaine.
L’évolution de la situation sanitaire des filieres d’élevage s’est accompagnée d’une forte
diminution des risques pour la santé¢ humaine, mais sans aboutir a la disparition totale des cas
humains déclarés. (Mailles et Vaillant, 2007).

La région méditerranéenne est une zone trés sensible aux zoonoses de par sa
biodiversité, sa variabilit¢ environnementale et climatique et de par les mouvements
migratoires de I"'Homme et des animaux. D’ailleurs, la brucellose, dite également fiévre
méditerranéenne, fait partie des zoonoses les plus répandues dans cette région (tout comme la
rage, I'échinococcose kystique, la leishmaniose et les infections alimentaires causées par
exemple par certaines especes de Salmonella ou Escherichia Coli) (Seimenis et al., 2006).
Pourtant dans certains pays méditerranéens, le nombre de cas rapportés est souvent sous-

estime par manque de sensibilisation des médecins.
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En Algérie, il est estimé, en ’absence de dépistage systématique chez les personnes a
risque, un taux de 23,14 cas pour 100 000 habitants pour la seule année 2007 (INSP, 2007)
Par ailleurs, la brucellose sévit jusqu’a présent a 1’état enzootique dans les cheptels bovins,
ovins et caprins, méme sous contrdle d’un programme de lutte pluriannuel, basé¢ sur le
dépistage et I’abattage des animaux positifs. Chez les bovins, le programme de lutte n’est
appliqué que pour les cheptels agrées (identifiés), dont il est diagnostiqué 638 foyers
brucelliques avec 1333 bovins positifs, orientés aux abattoirs dans le cadre de 1’abattage
sanitaire pour la seule année 2009 (DSV, 2010).

Ainsi, I’on devrait s’attendre alors, au moins, a une diminution de I'incidence de la
maladie, dans les élevages soumis au dépistage (identifiés) par rapport aux cheptels non
dépistés. Ayant passé en revue les données relatives a la brucellose chez les ouvriers des
abattoirs et les vaches de réforme. L exposition professionnelle (catégorie non précisée) a la
brucellose est constatée chez 49% des patients brucelliques présentés au service des maladies
infectieuses du CHU d’Oran, pendant la période allant de 2000 & 2007 (Boualem et al. 2009).
Par ailleurs, via une enquéte réalisée a Annaba, Tourab ef al (1990) décélent un taux
d’infection de 6,5% chez les professionnels. Il est admis que la brucellose est une zoonose
professionnelle, dont la transmission est favorisée par un défaut de sécurité et d’hygiéne, la
consommation de lait cru et des sous-produits laitiers non pasteurisés issus d’animaux
contaminés, ainsi que par le contact étroit avec les animaux malades. Le tableau N° 5 montre
la situation nationale de 1’assainissement des bovins laitiers contre la Brucellose (de 2002 a
2007).

Tableau N° 5: Situation nationale de P’assainissement des bovins laitiers contre la
Brucellose (de 2002 a 2007) (DSV, 2007).

Année Nombre de bovins Nombre de cas Nombre de foyers
dépistés (¥)
2002 92958 758 418
2003 89294 796 404
2004 112264 753 437
2005 144313 1275 764
2006 141985 1413 679
2007 146425 1158 559

(*) Tests effectués aux laboratoires de I'INMV : EAT (Epreuve Antigéne Tamponné) et FC
(Fixation de Complément).
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Tableau N° 6 : Prévalence rapportée de la brucellose bovine endémique dans certains pays (Rahman, 2015).

Pays Taille échantillon | Niveau Test utilisé Prév troup (IC Prév bovins (IC Reference
(troupeau/ animal) | d’étude 95%) 95%)
Argentine | ND National BPAT, SAT, 2-ME, | 12.4% (10.89-14.0) | 2.10% (1.90—2.40) | de la Sota et al., 2005
C-ELISA, FPA,
CFT
Bresil 921/10170 Sub-national | RBT et 2-ME 15.9% (13.6-18.5) | 2.32% (2.04-2.63) | Borba et al., 2013
Georgie 5673 Sub-national | RBT 8.5% (7.8-9.3) Mamisashvili ef al., 2013
Algérie 95/1032 Sub-national | RBT 26.3% (17.8-35.4) | 8.2% (6.6-10.1) Aggad et Boukraa, 2006
Cameroun | 146/1377 Sub-national | C-ELISA 20.3% (4.2-77.6) 3.1% (1.8-4.4) Scolamacchia et al., 2010
Egvpte 1966 National RBT 4.98% (4.1-6.0) Samaha ef al., 2008
Ethiopie 903/7196 National RBT, CFT 20.4% (17.8-23.2) | 4.3% (3.6-4.5) Ibrahim ef al., 2010; Mekonnen et al., 2010;
Megersa ef al., 2011; Megersa ef al., 2012;
Adugna et al., 2013
Libye 42 Sub-national 42.1% (20.3-66.5) Ahmed et al., 2010
Niger Sub-national | iELISA 14.9% (12.4-17.8) | 3.2% (2.7-3.9) Boukary et al., 2013
Nigeria 271/4745 Sub-national | ¢cELISA 77.5% (68.6-84.5) | 26.3% (22.1-31.0) | Maietal., 2012
Zambie 179/2537 Sub-national | RBT, cELISA 56.4% (48.8-63.8) 16.3% (14.9-17.8) | Chimana et al., 2010
Iran 600 Sub-national | RBT 3.7% (2.3-5.5) Akbarmehr et Ghivamirad, 2011
Jordanie 62/671 National RBT, iELISA 25.8% (15.5-38.5) 10.1% (7.9-12.7) Al-Majali et al., 2009
Tadjikistan | 443/904 Sub-national | iELISA 4.1% (2.1-6.3) 2.0% (1.2-3.1) Lindahl et al., 2014
Turquie 626 Sub-national | RBT 35.3% (31.6-39.2) Sahin et al. , 2008
Inde 6813 Sub-national | iELISA 13.6% (12.8-14.4) | Trangadia et al., 2010; Trangadia et al., 2012;
Jagapur et al., 2013; Islam et al.., 2013
Pakistan 3699 Sub-national | RBT, iELISA, 14.1% (12.9-15.2) | Abubakar et al., 2012; Igbal et al., 2013; Saleha
cELISA, PAT etal,2014

Légende: IC : intervalle de confidence ; Prev Troup : Prévalence au niveau de troupeau ; Prev bovin : Prévalence au niveau des bovins ; RBT: Rose Bengal
test; CF'T: Complément Fixation Test; BPAT: Buffered Plate Agglutination Test (Test d’agglutination sur plaque tamponnée) ; SAT: Slow (Lent)

Agglutination Test; 2-ME: 2-Mercaptoethanol Test; cELISA: Compétitive ELISA; FPA: Fluorescence Polarisation Assay (Test) ; PAT: Plate Agglutination
Test; ND: not disponible.
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II1. 5. Modes de contamination
La pénétration de la bactérie dans "organisme humain peut s’effectuer par voie orale,

cutanée, conjonctivale ou aérienne (figure N° 2) (Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Mailles et
Vaillant, 2007 ; Maurin et Brion, 2009). Brucella peut survivre jusqu’a deux ans dans le
milieu extérieur si les conditions lui sont favorables (température basse, absence de lumiere),
mais seulement quelques heures en ’absence de matrice organique et sous la lumiére directe
du soleil (Needham et Gwei-Djen, 2000). On distingue deux grands types de contamination :
la contamination par contact direct avec un environnement souillé et la contamination par
ingestion d’aliments (De Massis, 2005 ; Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Mailles et Vaillant.
2007 ; Rapp et al., 2016).

* Contamination par contact direct : Elle s’ceffectue de trois fagons : 1°) par pénétration
cutanée de la bactérie (excoriation) ; 2°) par la muqueuse digestive (manuportage) ; 3°) par
voie aéroportée ou parfois conjonctivale (une simple projection de bactéries contenues dans
des poussieres peut suffire a générer une infection) (Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Mailles et
Vaillant, 2007 ; Rapp et al., 2016)

Suite a un avortement ou a une mise-bas, les produits issus du tractus génital des

femelles (eaux feetales, avorton, placenta, lochies) représentent la matieére virulente
essentielle, et sont trés contaminants, beaucoup plus que I'urine ou les feces (Mailles et
Vaillant, 2007 : Ganiere et al., 2015 ; Laaberki, 2017). Des animaux peuvent étre porteurs
asymptomatiques et excréteurs de la bactérie (notamment les chévres dont le lait peut étre
riche en brucelles) (Freycon, 2015).
* Contamination par ingestion d’aliments: Elle est généralement provoquée par la
consommation de lait cru contaminé, de lait non pasteurisé, de produits qui en sont dérivés ou
de viande peu cuite (Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Mailles et Vaillant, 2007 : Maurin,
2007 ; Rapp et al., 2016).

20 a 60 % des vaches séropositives, sans symptome de brucellose, €liminent la bactérie
dans leur lait (parfois de facon intermittente). Aprés un avortement brucellique, ce taux
s’éleéve a plus de 70 % (ANSES, 2012).

Chez les ruminants domestiques, la quantité¢ de brucelles éliminées dans le lait d’une
femelle contaminée est irréguliére. Certaines femelles séropositives excrétent jusqu’a 10°
bactéries par millilitre de lait ; d’autres en excrétent « moins que le seuil de détection ». Le
niveau d’excrétion semble plus faible chez les bovins que chez les petits ruminants (ovins et

caprins) (ANSES, 2012).
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Les bovins sont généralement contaminés par Brucella abortus, souche modérément
pathogéne pour I’homme, alors que les petits ruminants sont plus souvent infectés par
Brucella melitensis, souche fortement pathogéne pour I'homme. Pour cette raison, la
consommation « accidentelle » de lait bovin contaminé peut étre considérée comme moins
dangereuse que 1’ingestion de lait contaminé provenant d’ovins ou de caprins (ANSES, 2012).
Toutefois, cette considération doit étre relativisée étant donné que Brucella melitensis est
parfois retrouvée dans du lait de vache (ANSES, 2012 ; Mailles ef al., 2012 ; ANSES, 2013).

L’excrétion de brucelles dans le lait s’accompagne fréquemment (mais pas
systématiquement) de la présence d’anticorps dans le lait. La recherche de ces anticorps est
trés pratiquée chez les bovins, beaucoup moins chez les petits ruminants. La probabilité
qu’une infection brucellique soit détectée est donc plus grande chez les bovins laitiers que
chez les petits ruminants (ANSES, 2012). Pour mieux appréhender le risque de contamination
humaine, il est important de noter que les éventuelles brucelles sécrétées dans le lait d’un
animal sont souvent diluées, car mélangées aux laits des autres animaux.

En zone d’endémie, la contamination alimentaire est la plus répandue. Dans les pays
officiellement indemnes de brucellose, comme la France, ¢’est la contamination par contact
direct qui est la plus fréquente. Celle-ci se produit le plus souvent dans des laboratoires
d’analyses, suite a la manipulation de prélévements issus de personnes contaminées a

I"étranger (Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Rapp ef al., 2016).
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Figure N° 2 : Mode de contammatlon de la brucellose humaine (Tabet-Derraz ef al.,
2012)

II1. 6. Pathogénie
Brucella est une bactérie intracellulaire facultative du systéme réticuloendothélial, elle

se multiplie préférentiellement au sein des macrophages, des cellules dendritiques et des
cellules trophoblastiques du placenta (Martirosyan ef al., 2011). Sa virulence dépend

grandement de la souche et de la dose d’inoculation. La pathogénie varie également selon
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’espece hote et I'individu (le statut reproducteur est prépondérant). En conséquence, tous les
degrés d’atteinte intermédiaire sont observés sur le terrain, de 1’absence de signes cliniques a
I'infection aigiie et sévére.

Les Brucella possedent un développement intracellulaire facultatif (Markey ef al.,
2013). Elles ont mis en place des mécanismes de défenses leur permettant de contourner la
réponse immunitaire de ['hdte (Poester er al., 2013). L’infection peut se faire par les
muqueuses respiratoires ou digestives. Les bactéries envahissent alors les cellules épithéliales
comme les cellules M des plaques de Peyer (Poester ef al., 2013). Une fois dans I'organisme,
elles peuvent survivre dans n’importe quelle cellule. Elles échappent a la phagocytose par les
macrophages dans lesquels elles se multiplient sans provoquer leur destruction (Poester ef al.,
2013). En effet, elles empéchent la fusion phagolysosomale et peuvent inhiber 1’ apoptose des
macrophages et se diriger vers un compartiment du réticulum endoplasmique rugueux (RER)
propice a la réplication des Brucella (Poester et al., 2013). Les Brucella, notamment B.
abortus, possédent un fort tropisme pour les cellules trophoblastiques dans lesquelles elles se
multiplient intensément (De Figueiredo et al., 2015). L érythritol, un alcool a quatre carbones
présent naturellement dans les eaux feetales des ruminants, serait une source privilégiée de
carbone pour les Brucella, favorisant ainsi leur croissance au niveau de I'utérus (Poester ef al.,
2013). Ces bactéries entrainent alors des ulcéres de [endométre, des placentites et la
destruction des villosités, causant la mort et I’expulsion du feetus (De Figueiredo et al., 2015).

Ces cocobacilles colonisent également les cotylédons, le chorion, les poumons du feetus
et les fluides feetaux au cours du dernier tiers de gestation chez les ruminants. Le foetus
expulsé présente souvent des Iésions de pleuropneumonie (De Figueiredo ef al., 2015).

L’ internalisation des Brucella dans les cellules de 1’organisme est possible grace aux
protéines bactériennes BvrR (Brucella virulence related regulatory protein) et BvrS (Brucella
virulence related sensory protein) (Carvalho-Nota er al, 2010). Celles-ci permettent
I’expression de protéines de la membrane externe qui facilitent I’internalisation des bactéries
par modification du cystosquelette de la cellule hote (Carvalho-Nota ef al.,, 2010). L’invasion
par la muqueuse digestive n’entraine pas de réaction inflammatoire (Poester ef al., 2013). Les
Brucella présentent des mécanismes inhibant [’activation du systéme immunitaire, la sécrétion
des cytokines ainsi que la présentation des antigénes. Le LPS, malgré son activité
endotoxinique relativement faible, joue un role important. Il prévient I"action du complément
et permet une résistance contre les peptides antimicrobiens comme les défensines et les
lactoferrines (Poester ef al, 2013). En effet, les Brucella possédent une enveloppe

hydrophobe constituée de nombreuses molécules peu chargées négativement (Martirosyan ef
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al., 2011), les rendants insensibles aux peptides antimicrobiens cationiques de I’héte. Les
Brucella ne possédent pas de capsule, de fimbriae ou d’exotoxines (Godfroid ef al., 2014). En
revanche, le systéme de sécrétion de type IV codé par I’opéron virB est indispensable pour la
survie des bactéries dans le milieu intracellulaire (Poester er al., 2013). L’expression de
I’opéron virB est activée en milieu acide (Carvalho-Nota et al, 2010) et entraine la
neutralisation du pH du phagosome, permettant ainsi la survie des bactéries. Enfin, d’autres
génes sont exprimés afin d’empécher la maturation et la fusion du phagosome avec le
lysosome (Carvalho-Nota et al., 2010). Cette derniere est également empéchée par le glucane
cyclique p-1,2, protéine de la membrane externe (Carvalho-Nota ef al, 2010). Les
mécanismes de virulence des Brucella ne sont pas encore tous connus.

La réponse humorale est dirigée principalement contre 1’antigéne majeur de Brucella, a
savoir la chaine O de son lipopolysaccharide. Ces anticorps anti-LPS induisent une lyse
bactérienne, par la voie classique du complément ainsi que par opsono-phagocytose. Une
réponse se développe aussi contre des protéines de la membrane extérieure, du périplasme, et
du cytoplasme, mais plus tardivement. Le LPS de Brucella possede une structure qui module
la réponse immunitaire de 1’hdte et confére une résistance aux activités antimicrobiennes et
agit comme facteur de virulence pour la survie et la réplication intracellulaire (Lapaque et al.,

2005).

II1. 7. Aspects cliniques
III. 7. 1. Chez 'homme

La brucellose humaine se caractérise avant tout par une symptomatologie trés
protéiforme. Son incubation dure de deux semaines a cing mois. Son tableau clinique est
habituellement polymorphe d’ou le sobriquet de « maladie aux cents visages ».

Néanmoins, les formes classiques de la brucellose humaine se traduisent souvent par
une transpiration nocturne abondante a odeur caractéristique, une fievre ondulante, des
douleurs mobiles type myalgies et arthralgies et des symptomes nerveux. Dans sa forme
chronique, le malade est apyrétique, asthénique avec souvent une atteinte ostéo-articulaire
(Chakroun et Bouzouaia, 2007).

Des complications uro-génitales sont également possibles sous forme d’orchite,
d’épididymite ou d’infections ovariennes. Comme chez [’animal, les brucelles peuvent induire
des avortements chez la femme enceinte. Des atteintes viscérales ont été décrites dans la

littérature (Chakroun et Bouzouaia, 2007).
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La seule prévention contre ce passage a la chronicité sera la rapidité et la pertinence du

traitement mis en place. Les brucelloses sont rarement a 1’origine de décés (Dao ef al., 2009).

III. 7. 2. Chez I'animal
La brucellose est essentiellement une maladie de la reproduction. Elle est caractérisée

par I'atteinte de 1’appareil génital, chez les femelles et les males, avec une stérilité possible
dans les 2 cas. L infection se traduit généralement par des avortements chez les femelles. Ils
peuvent avoir lieu quelques semaines a plusieurs mois apres I'infection. Chez les males, la
localisation des Brucella est fréquente dans les testicules et les épididymes ; des orchites ou
orchi-épididymites sont observées, ainsi qu’une excrétion de la bactérie dans le sperme.

La transmission peut se faire directement par absorption d’un aliment contaminé ou par
contact indirect avec un élément de I’environnement contaminé par les matieres virulentes.
Les sources principales de contamination chez les animaux sont surtout d’origine génitale a
partir de 1’avorton, du placenta ou des sécrétions génitales. Le lait, les selles et les aérosols
que ces produits peuvent provoquer sont également des matieres virulentes (Bounaadja,

2010).

I11. 8. Diagnostic
On distingue le diagnostic direct (qui consiste a identifier la bactérie Brucella ou ses

constituants) du diagnostic indirect (qui consiste a identifier des anticorps anti-brucelliques).
Ces tests de diagnostic sont cruciaux, car chez I’homme comme chez 1’animal, le diagnostic

clinique de la brucellose est souvent difficile.

111 8. 1. Diagnostic clinique
On suspectera la brucellose au sein d’un cheptel en cas d’avortements tardifs avec

rétention partielle ou totale du placenta, de stérilit¢ ou de prolongation des intervalles de
mises bas, d’arthrites, de mammites, d’orchites et d’échecs répétitifs a 1'insémination
artificielle (Ouedraogo, 2001). Le diagnostic différentiecl de la brucellose repose sur les
maladies abortives d’origine infecticuse (campylobactériose, salmonellose, fiévre Q,
chlamydiose, listériose, fievre de la Vallée du Rift, etc.) ou d’origine parasitaire
(toxoplasmose, etc.). Il repose également sur des maladies d’origine alimentaire ou
traumatique (Dean et al,, 2013). C’est pourquoi, il est nécessaire d’avoir recours a d’autres
méthodes qui utilisent surtout la bactériologie, et les marqueurs de I’infection (sérologie et

allergologie).
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IIL. 8. 2. Diagnostic bactériologique
L’isolement de la bactérie vivante a partir de tissus ou de fluides biologiques reste la

méthode de référence pour mettre en évidence avec certitude Brucella (Mailles et Vaillant,
2007 : Maurin, 2007 ; Maurin et Brion, 2009).

En brucellose humaine, divers prélévements correspondant a des sites de localisation
de Brucella peuvent étre mis en culture, tels que des prélevements de la moelle osseuse, du
liquide cérébrospinal ou encore de pus ; mais la recherche de Brucella se fait essentiellement
a partir du sang du patient (hémoculture).

En brucellose animale. les sécrétions vaginales, I'enveloppe feetale lors d’avortement,
le sperme, 'urine ou le lait représentent un bon matériel biologique de départ pour la
recherche de Brucella sur des milieux de culture sélectifs. L’addition d’antibiotiques
appropri¢s aux milieux de culture permet d’éliminer d’éventuels contaminants présents dans
les prélévements biologiques. L incubation est faite a 37°C en absence ou en présence de 5%
de CO,.

L’identification de I’espece et du biovar des souches de Brucella mises en évidence est
réalisée dans des laboratoires de référence. Cette étape d’identification est importante pour
comprendre I’épidémiologie de la brucellose.

L.’ isolement et la caractérisation de 1’agent pathogéne présentent des inconvénients : la
réalisation des manipulations est longue ; le pathogéne doit étre manipulé dans une zone
confinée de type 3, par du personnel de laboratoire hautement qualifié ; de plus, la bactérie
représente un risque pour le personnel de laboratoire de par le caractére zoonotique de la
brucellose (Bounaadja, 2010).

Bien que le diagnostic de certitude reste le diagnostic bactériologique, les difficultés
propres de sa mise en ceuvre par un laboratoire de routine font de la sérologie, le recours le

plus utilisé (Bounaadja. 2010).

IIL. 8. 3. Diagnostic sérologique
Les réactions sérologiques utilisées dans le diagnostic de la brucellose sont nombreuses

mais il existe une parenté antigénique avec d’autres germes comme Francisella tularensis.,
Yersinia enterocolitica O9 et Vibrio cholerae, a I'origine de fausses réactions positives
(Godfroid ef al., 2010).

La plupart de ces tests sont préparés a partir d’une suspension inactivée de Brucella
abortus, et permettent de détecter principalement les anticorps dirigés contre le S-LPS
(Maurin, 2007 ; Maurin et Brion, 2009). Si le sérum du patient contient des anticorps anti-

brucelliques, ceux-ci réagissent avec I’antigéne du test, et forment un agglutinat détectable
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(Brock er al., 2007). La technique de détection de ’agglutinat est variable d’un test a I'autre.
Selon les laboratoires, 1’antigéne et la technique utilisés, il existe une grande variabilité dans
la mesure des titres sérologiques (Maurin et Brion, 2009).

La vaccination peut étre responsable de la formation d'anticorps de mémes classes.
L'épreuve sérologique idéale doit établir un diagnostic précoce, identifier les infectés
chroniques et différencier les anticorps de vaccination de ceux d'infection (Serra et Vifas,
2004).

a. Séro-agglutination de Wright (SAW)

La séro-agglutination de Wright est une technique d’agglutination lente en tubes (OIE,
2008). La technique de séro-agglutination demeure la référence préconisée par I’'OMS du fait
de sa standardisation basée sur un sérum étalon international titré a 1000 UI (Maurin, 2007 ;
Maurin et Brion, 2009).

La SAW met principalement en évidence les anticorps agglutinants de type IgM (plus
accessoirement les IgG). Ce test se positive 7 & 15 jours aprés le début des signes cliniques,
mais devient rapidement négatif en cas de guérison (Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Maurin et
Brion, 2009).

Le degré d’agglutination obtenu avec un sérum est exprimé en Ul par millilitre. Au-dela
de 30 UI par ml, un sérum est considéré comme positif (OIE, 2005a). La persistance d’un titre
d’anticorps supérieur ou égal a 100 Ul un an aprés le début des symptomes peut Etre
évocatrice d’un foyer bactérien profond. Des réactions faussement négatives peuvent étre
observées suite a une tularémie ou a une yersiniose (Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Maurin et
Brion, 2009).

b. Test de coloration au Rose Bengale (TRB) ou Epreuve de I’Antigéne Tamponnée
(EAT)

Ce test est une réaction d’agglutination rapide sur lame, sensible et spécifique. Elle est
réalisée au moyen d’une suspension bactérienne (souvent B. abortus) colorée au rose Bengale
en milieu acide tamponné a pH 3,65 (Guzman-Verri ef al., 2012). Ce n’est pas une réaction
quantitative, la positivité est exprimée en croix (de 1 a 4) (Janbon, 2000). Elle permet juste de
détecter les immunoglobulines G.

Cette technique est prescrite pour le dépistage des troupeaux et des animaux individuels
car réputée tres spécifique (Sp >95%) et sensible (Se >90%) (OIE, 2008).

c¢. Epreuve de I’anneau sur le lait ou Ring Test
Le principe consiste a la mise en évidence des anticorps brucelliques dans le lait. Tres

efficace, I’épreuve de 1’anneau sur le lait ou Ring test (RT) est un test facile a réaliser et

35



CHAPITRE 111 LA BRUCELLOSE, UNE ZOONOSE MAJEURE

é¢conomique. Le RT peut étre réalis¢ a grande fréquence (mensuelle) aussi bien pour le
dépistage des troupeaux laitiers infectés que pour la surveillance ininterrompue des troupeaux
assainis. Le Ring test est une réaction d’agglutination qualitative obtenue par interaction des
anticorps contenus dans le lait dirigés contre le LPS bactérien avec un antigéne coloré par
I’hématoxyline. Les agglutinats colorés sont adsorbés sur les globules gras et se regroupent en
surface dans I’anneau de créme. Le Ring Test sur lait de mélange, trés utile chez les bovins,
n’est pas utilisable chez les petits ruminants (Aulakh et a/., 2008).
d. Test Fixation du Complément

Le test de fixation du complément (FC) met en évidence, une fois liés & leur antigéne,
les anticorps (IgG1 et IgM) fixant le complément. Ce test quantitatif est trés sensible
(Bounaadja, 2010), trés spécifique et est une technique trés utilisée comme test de
confirmation (Bula et al., 1987).

e. Epreuve de I’antigéne Buffered Plate Agglutination (BPA)

L’épreuve a 'antigene Buffered Plate Agglutination est une méthode rapide et facile
utilisant un principe d’agglutination rapide sur lame en milieu acide tamponné (pH 3,7) ce qui
permet d’éliminer les agglutinations non spécifiques (Hebano, 2013).

f. Fluorescence Polarisation Assay ou Epreuve de polarisation de la fluorescence
(épreuve de substitution pour les échanges internationaux)

Le test de polarisation de la fluorescence (TPF) est une technique simple qui permet de
mesurer |”interaction antigene-anticorps réalisable au laboratoire ou sur le terrain (Hebano,
2013).

g. Méthode immuno-enzymatique : ELISA (Enzym Linked ImmunoSorbent Assay)

L’ELISA indirect ou iELISA utilise comme antigéne le LPS-S. En plus d’étre
automatisable, rapide, et performant, il est considéré comme le meilleur test de tamisage
utilis¢ dans les programmes de suivi et de contréle de la Brucellose (Percy et al., 1998). 1l
permet de valider des résultats dans des conditions de controle de la qualité et se préte a
I’analyse d’un nombre €levé d’échantillons de lait individuel ou de lait en vrac (Zinsstag,
2003). L’ELISA est sensible mais sa spécificité est plus faible que celles de I’épreuve de Rose
Bengale et de fixation du complément. Il est incapable de différencier certains anticorps post
vaccinaux (B. abortus B19) (Rivera et al., 2003).

Quant-a 'ELISA de compétition, elle est plus spécifique et évite les réactions dues aux
anticorps post-vaccinaux du vaccin B19.

Récemment, certains chercheurs ont mis au point une €preuve immuno- enzymatique a

I’avidine-biotine (ELISA A-B). Elle est considérée comme une €preuve qui fait preuve de
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robustesse et de performance en termes de spécificité et de sensibilité (98.8% et 98.2%)
comparables a celles de I’épreuve ELISA indirect. De plus, son colit est inférieur a celui des
trousses ELISA actuellement commercialisées (Renu-karadhya et al., 2001).

h. Diagnostic allergique ou allergologique

Le diagnostic allergique permet de révéler un état d’hypersensibilité retardé car les
Brucella possédent un pouvoir allergique. Il est spécifique mais peu sensible, utilisable pour
le dépistage des troupeaux non vaccinés, surtout chez les bovins de plus de 12 mois mais
rarement chez les petits ruminants (Fensterbank, 1977).

L’ épreuve cutanée allergique (ECA) se pratique, aprés repérage du lieu d’inoculation et
mesure du pli cutané, par injection intradermique (ID) au milieu de "encolure de 0,1mL de
brucelline. Tout épaississement du pli cutané > 2 mm constaté 72 heures apres injection est
considéré positif. Cette épreuve souffre d'erreurs par défaut (seuls 60 a 80% des bovins
infectés réagissent) mais présente l'avantage d'étre spécifique (spécificité de 100%) (Ganiére
et Dufour, 2009).

Les défauts de sensibilité¢ ou de spécificité des méthodes sérologiques (tableau N°
7) nécessitent souvent 1’association de plusieurs d’entre elles. Aucun de ces tests ne permet a
lui seul de détecter a la fois les patients ou les animaux récemment infectés et ceux qui sont
porteurs latents ou chroniques (Bounaadja, 2010).

Les tests au Rose Bengale et I'ELISA, complétés si besoin par la fixation du
complément restent les épreuves standardisées les plus fiables et les plus utilisées aujourd hui
pour le dépistage de la brucellose (Bounaadja, 2010).

Tableau N° 7: Sensibilité et spécificité des différentes techniques de diagnostic
sérologique (Lefevre et al., 2003 ; Acha et Szyfres, 2005).

Test Sensibilité Spécificité | Immuno Coiit Faisabilité
globuline
EAT +H+ +++ IgM Faible Facile : peut se faire sur le terrain
selon situation + IgG1
épidémiologique IgG2
Ring Test ++ ++ IeG Faible Assez facile, mais selon la taille
du troupeau
Séroagglutinatition | ++ + IgG2 Faible Facile
de Wright
FC +++ e IgG1 Elevé Compliquée
1¢G2
BPA +++ +++ IgG Faible Plus compliqué que EAT pour
résultats équivalents
ELISA ++++ -+ IgG1 Elevé Difficile
Indirecte 1gG2
ELISA de 1+ ++++ IgG1 Elevé Difficile
Compétition IgG2
TPF +t 4+ Moyen Facile, faisable sur le terrain, mais
nécessite du Matériel spécifique
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IIL. 8. 4. Diagnostic moléculaire
Le diagnostic moléculaire le plus utilisé est la PCR. La PCR ou Réaction en Chaine par

Polymérase est une technique qui permet I’amplification exponentielle d’un fragment d’ADN
spécifique, appelé également amplicon, a partir de deux amorces situées de part et d’autre de
ce fragment. Un cycle d’amplification est composé de 3 étapes : la dénaturation de I’ADN
double brin, I"hybridation des amorces et une étape d’élongation.

La PCR est utilisée en paléontologie pour détecter d’infimes quantités d’ ADN. C’est
grace a cette technique que des scientifiques ont identifié des fragments d’ADN de Brucella
sur des ossements humains datant de plusieurs siécles (Moreno. 2014). Elle permet un
diagnostic plus rapide que la mise en culture bactérienne, et a aussi I’avantage de présenter un
plus faible risque de contamination pour les opérateurs, mais est plus coliteuse. En outre, les
tests PCR sont ordinairement insuffisants pour identifier I'espéce de Brucella en cause
(Chakroun et Bouzouaia, 2007 ; Maurin et Brion, 2009 ; Freycon, 2015). En fait, Le génome
de Brucella est composé de deux chromosomes circulaires d’approximativement 2,1 et 1,2
Mpb sauf B. suis biovar 3 qui posseéde un seul chromosome (Markey ef al.,, 2013). Chaque
cellule contiendrait environ 5 fg (fg = femtogramme, 107 g) d’ADN (Queipo-Ortufio et al..
2005), la présence de plasmide n’a jamais été décrite.

Les différentes especes de Brucella sont phylogénétiquement proches puisque le
pourcentage d’homologie est de 90% (Banai et Corbel, 2010 ; Markey ef al., 2013). Cette
homologie rend plus difficile le développement de méthodes moléculaires pour
I’identification spécifique de chaque espéce (Lafléche ef al., 2006).

Depuis quelques années, 1’utilisation de la technique de PCR en temps réel dans le
diagnostic de la brucellose se multiplie. Elle est réalisée a partir de différents échantillons :
sang, lait, sécrétion nasale, rate, sperme, ganglions lymphatiques et feetus avorté (Bounaadja,
2010).

La PCR en temps réel repose sur la détection et la quantification d’un fluorochrome
pendant 1"amplification de la séquence cible, I"amplification est mesurée tout au long de la
réaction. La fluorescence est donc proportionnelle a la quantité de produits d”amplification. I1
existe 2 systémes de détection quantitative des amplicons: la détection par des agents
intercalants (I’intercalant le plus utilisé est le SYBR Green) et la détection par des sondes
fluorescentes. Pour cette dernieére catégorie, il existe présentement quatre technologies
principales : I’hydrolyse de sondes (Tagman assay), 1’hybridation de 2 sondes (HybProbes),
les balises moléculaires (Molecular Beacons) et les amorces scorpion (Scorpion primers).

Selon Wittwer et al., (1997), ces différentes technologies de détection auraient une sensibilité
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équivalente. Cependant, ces technologies présentent des différences au niveau de la spécificité
(Bustin, 2000).

Les meilleures méthodes validées sont basées sur la détection des séquences spécifiques
de Brucella spp., comme les génes 16S-238, la séquence d’insertion /S7/1 ou le géne besp31
codant une protéine de 31-kDa (Baddour et Alkhalifa, 2008).

L’IS711 est depuis longtemps considéré comme un bon marqueur du genre Brucella
permettant également de discriminer les espéces de Brucella et leurs biovars en fonction de

son nombre de copies et de sa répartition dans le géndme (Cloeckaert ef al., 2000).

II1. 9. Lutte contre la brucellose
Chaque cas de la brucellose humaine est directement ou indirectement lié¢ avec des

animaux infectés ou leurs produits. Donc, le contréle de la brucellose humaine dépend en
minimisant/controlant la charge de la maladie chez les animaux et la réduction de la
transmission de I’animal a I'homme (Zinsstag ef al., 2007; Rubach ef al., 2013).

Le traitement de la brucellose animale n’est pas recommandg, et il est a éviter en raison
de son colt onéreux, des risques d’apparition de résistance et de I"absence de garantie de
blanchiment de I’animal traité¢ (OIE, 2004). Par conséquent, les efforts doivent étre plutot
dirigés vers le controle et I'éradication de la maladie (Shey Njila, 2005). En Général, la lutte
repose sur le traitement thermique des aliments, la protection des professionnels a risque, la
vaccination du bétail, I’élimination des animaux infectés et le controle des mouvements
d’animaux (Adamou Harouna, 2014).

La lutte offensive repose sur le dépistage des animaux infectés, leur isolement et leur
¢limination rapide. La lutte défensive concerne surtout la surveillance de routine, le controle a
I’introduction d’un animal et la protection d’un cheptel sain a la contamination de voisinage
(Adamou Harouna, 2014). En effet, lorsque la prévalence de la maladie est élevée,
I’éradication de tous les animaux infectés est quasi irréalisable. La priorité est donc
d’immuniser un grand nombre d’individus contre l’infection ; ce qui, a terme, réduit
I’incidence de la brucellose. Par contre, lorsque la prévalence de la maladie devient faible,
I’éradication de tous les animaux infectés devient réalisable. La priorité n’est plus de vacciner
la population, mais de détecter toutes les sources de contamination, puis de les maitriser. Etant
donné que la vaccination perturbe fortement le dépistage des animaux contaminés, le fait
d’arréter la vaccination permet une identification et une éradication plus rapides des sources
infectieuses restantes ; ce qui peut conduire a la disparition de la brucellose sur un territoire

(Jouan, 2016).
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La source quasi exclusive de contamination humaine est animale. C’est pourquoi, la
meilleure prévention de la brucellose humaine repose sur la pasteurisation qui est suffisante
pour détruire la bactérie, et empéche la propagation de la maladie par le lait (Hars et al.,
2013).

* La pasteurisation

S*appliquant au lait ou a d’autres liquides, la pasteurisation détruit, de fagon certaine, un
grand nombre de micro-organismes pathogénes dont Brucella, Mycobacterium bovis,
Salmonella et Staphylococcus. De plus, la pasteurisation retarde la croissance des micro-
organismes, et augmente la durée de conservation des produits (Brock et al., 2007).

L’efficacité de la pasteurisation sur la destruction de Brucella a ¢t€¢ mise en évidence en
1921. Cette découverte a permis de réduire le risque de transmission de la maladie a I"homme
par des moyens techniques relativement simples a mettre en ceuvre. Dans les régions
fortement touchées par la brucellose animale (Afrique. Moyen-Orient...), la pasteurisation du
lait a un trés fort impact sur I’épidémiologie humaine (Moreno, 2014).

La pasteurisation consiste a chauffer un produit au-dessus d’une certaine température
durant un certain temps. Les techniques de pasteurisation ont progressivement évolué vers une
baisse de la durée de chauffe et une élévation de la température. On parle de pasteurisation
basse pour 30 minutes de chauffe a 63°C, de pasteurisation haute pour 5 a 20 secondes a
72°C/85°C, et de stérilisation lorsque la température atteint 140°C (Brock et al., 2007).

Dans du lait, Brucella abortus ne résiste pas plus de 15 secondes a une température de
71 °C (contre 24 heures a 30 °C et 18 mois a 0 °C) (Mailles et Vaillant, 2007). Cependant,
sans doute pour des raisons organoleptiques, la pasteurisation est contraire au cahier des

charges de fabrication du fromage Reblochon (JORF, 2015).
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CHAPITRE 1V: Listeria monocytogenes, AGENT PATHOGENE
ZOONOTIQUE

IV. 1. Historique
Le nom Listeria lui a été¢ donné par Pirie en 1940 en ["honneur du chirurgien John

Lister. La listériose est caractérisée par une ¢lévation anormale du taux de monocytes d’ou
son nom de monocytogenes (Kaismoune, 2009).

Hulphers, vétérinaire Suédois, fut le premier auteur a avoir décrit cette infection chez un
lapin atteint de méningite en 1911 (EI Mouhtadi, 2014).

La premiére observation de listériose humaine documentée remonte a 1918 lorsque
Dumont et Cotoni ont isolé en France une bactérie du liquide céphalo-rachidien d'un soldat
atteint d'une méningite. En 1929, au Danemark, une bactérie similaire a été isolée par Nyfeldt
de trois malades atteints de mononucléose, décrite sous le nom de Bacterium monocytogenes
hominis (Desneux, 2015).

En 1926 par Murray -Webb et Swann, lors d’une épizootie chez des lapins et des
cobayes qui présentaient une mononucléose sanguine et des Iésions de nécrose au niveau du
foie. Ils lui donnérent alors le nom de Bacterium monocytogenes (E1 Mouhtadi, 2014).

D’autres chercheurs isolérent la méme bactérie dans des circonstances différentes a
partir de 1926, parmi lesquelles :

- Prie, chez la gerbille en Afrique, décrite sous le nom de Listerella hepatolytica en 1927.

- Burn, démontre le réle de la bactérie dans ’infection périnatale en 1933 (Kaismoune, 2009).
- Sohier et al., ont mis en évidence, a partir d’un sang de beeuf cuit, une seule souche de
Listeria qui se différencie de L. monocytogenes par la réduction des nitrates et ['ont décrite
sous le nom de L. denitrificans en 1948.

Toutefois, cette derniére a été¢ définitivement exclue du genre Listeria lors de la récente
révision de la taxonomie. Cette bactérie corynéforme a été transférée dans le nouveau genre
Jonesia dont elle constitue I'unique espece (Rocourt ef al., 1987).

- A partir de 1951, Reiss, Potel et Krebs décrivirent la forme septicémique du nouveau-né, et
les travaux du Seeliger ont montré que L. monocylogenes joue un role assez important aussi
bien en pathologie humaine qu’en pathologie animale (Boubendir, 2012).

- En 1960, les infections humaines a Listeria ont été diagnostiquées.

- En 1981, la premiére mise en évidence de la transmission alimentaire de la listériose

humaine (Gillespie et Hawkey, 2006).
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IV. 2, Taxonomie
Le genre Listeria appartient au groupe des bactéries présentant un pourcentage G+C

inférieur a 50%. Il comprend actuellement 17 especes. 1l est constitué de bactéries a Gram
positif appartenant au phylum des Firmicutes, a la classe des Bacilli, a I’ordre des Bacillales
et a la famille des Listeriaceae (Desneux, 2015).

Historiquement, la caractérisation génomique et moléculaire du genre Listeria a
principalement porté sur le pathogéne humain L. monocytogenes ainsi que sur un nombre
restreint d’especes génétiquement proches de L. monocytogenes : L. ivanovii (pathogéne des
animaux), L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri. Ces cing espéces ainsi qu’une espece plus
récemment décrite, L. marthii (isolée de sols et d’eaux) (Graves et al., 2010) sont capables de
se développer dans des vertébrés supérieurs. Toutes sont connues comme étant des Listeria
stricto-sensu (Chiara ef al., 2015).

Onze autres espeéces, non pathogenes, sont plus €loignées de L. monocytogenes. Celles-
ci comprennent notamment une espéce isolée en 1971 de la végétation, L. grayi (Welshimer et
Meredith, 1972), dont l'appartenance au genre Listeria a ét€ remise en question sur la base des
caractéres phénotypiques (variation dans la structure antigénique) et génotypiques (CG% plus
¢levé et faible homologie de I'ADN). Les 10 autres espéces ont été récemment découvertes ou
appartenaient au genre Brochothrix (Weller ef al., 2015). L. fleischmannii, subdivisée en deux
sous-especes L. fleischmannii subsp. fleischmannii et L. fleischmannii subsp. Coloradenisis
(isolées de fromage et d'environnements agricoles), L. floridensis et L. aquatica (isolées d’eau
de surface) (den Bakker ef al., 2014), sont génétiquement proches de L. grayi (Weller ef al.,
2015). L. rocourtiae (isolée de végétaux) (Leclercq et al., 2010), L. cornellensis, L. riparia et
L. grandensis (isolées du milieu agricole et de l'eau) (den Bakker er al, 2014), L.
weihenstephanensis (isolée de végétation aquatique) (Halter ef al, 2013; den Bakker ef al.,
2014), L. booriae (isolée de fruits de mer) (Weller er al, 2015) et L. newyorkensis (isolée
d’une usine de transformation du lait) (Weller ef al., 2015) constituent le clade basal du genre

(Chiara et al., 2015).

IV. 3. Réservoirs de L. monocytogenes
L. monocylogenes est peu exigeante et capable de croitre dans des conditions

défavorables. Cette bactérie ubiquitaire et tellurique est trés largement répandue dans
I’environnement. Elle est trés résistante dans le milieu extérieur et peut rester pendant 1 a 2
ans dans le sol, les fruits et les légumes, les viandes, les saucisses, le lait et les produits

laitiers, les feces, la paille (Farber et Paterkin, 1991 ; Guerini ef al., 2007). On la retrouve
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notamment dans les eaux de diverses origines (rivieres, lacs, eaux d’égouts), sur les végétaux
et plus précisément dans les ensilages. L’ensilage est une méthode de conservation du
fourrage par voie humide passant par la fermentation lactique anaérobie, donc il est possible
de retrouver L. monocyfogenes dans les ensilages de mauvaise qualité qui sont souvent a
I’origine de la contamination des ruminants. Elle a aussi ét¢ isolée dans de trés nombreuses
espéces animales (animaux d’élevages) qui sont généralement des porteurs intestinaux
asymptomatiques comme dans certains cas chez ’homme. Les bovins, les ovins, les porcins et
les volailles sont les principales espéces concernées. Ces espeéces animales peuvent
développer des formes cliniques similaires a celles observées chez I’homme. Finalement, on
retrouve L. monocytogenes dans les produits alimentaires et les produits industriels destinés a

la consommation (Catteau, 2000).

IV. 4. Définition et étiologie de la listériose
L. monocytogenes est une bactérie saprophyte a Gram positif, largement répandue dans

la nature. Cette bactérie responsable d'infections sporadiques sévéres chez 'homme et les
animaux est invasive, capable de traverser le placenta et de pénétrer le systéme nerveux
central (méningoencéphalites).

La listériose est une infection alimentaire due a L. monocytogenes. Elle touche,
principalement dans les pays industrialisés, les populations a risque comme les femmes
enceintes, les nouveau-nés, les personnes agées et les personnes dont les défenses
immunitaires sont perturbées a la suite d'un traitement ou d'une maladie (Van Kessel e al.,
2004). Les produits laitiers les plus fréquemment contaminés par L. monocytogenes sont les
fromages a pate molle et au lait cru. La présence de L. monocytogenes dans le lait cru et le lait
en vrac a ¢té rapportée par plusieurs auteurs (Moshtaghi et Mohamadpour, 2007 ; Van Kessel
et al., 2004).

L. monocytogenes est un psychrotrophe ubiquitaire capable de survivre dans des
conditions de stress froid et salin. Elle est rencontrée dans I'industrie de la transformation et le
traitement des aliments (Elmnasser ef al., 2006). Usuellement, la présence des espéces de
Listeria dans un aliment est un indicateur d’une hygiéne pauvre (Cocolin ef al., 2002 ; Jemmi,
et Stephan, 2006). Le traitement par la chaleur réduit significativement la concentration de L.
monocytogenes, donc le lait pasteuris€é ne représente pas un risque important pour la santé

humaine (Sanaa ef al., 1993).
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L. monocytogenes est aérobie-anaérobie facultative chimio-organo-hétérotrophe. Elle
est catalase positive (ce caractére distingue les espéces de Listeria des Streptocoques) et

oxydase négative (Ryan et Ray, 2004).

IV. 5. Caractéres bactériologiques
IV.5. 1. Caracteres morphologiques

Les cellules de Listeria sont des batonnets Gram' courts et réguliers, de 0.4-0.5 um de
diamétre et 0,5-2 um de longueur, avec des extrémités arrondies. Quelques cellules peuvent
étre incurvées. La longueur de la cellule n’est pas corrélée avec la cinétique de croissance
(Zaika et Fanelli, 2003). Les cellules sont isolées ou regroupées en courtes chainettes. Bien
quune capsule a ¢té observée dans des conditions particulicres de culture, certains
microbiologistes pensent que L. monocytogenes devrait étre considérée comme une espéce
bactérienne non capsulée. La bactérie ne forme pas de spores. Elle est mobile quand elle est
cultivée a 20-25°C grice a la présence des flagelles péritriches, et immobile ou faiblement
mobile a 37°C en raison du manque d’expression flagelline a cette température (Way et al.,

2004).

IV. 5. 2. Caractéres culturaux
Lorsqu’elle est cultivée sur une gélose nutritive, L. monocytogenes forme des colonies

de 1 a 2 mm de diametre, translucides aux bords réguliers, apparaissant bleu/vert lors d'un
éclairage oblique. Elle se développe dans une gamme de pH allant de 4 a 9. Cette bactérie
mésophile dont la croissance optimale se situe entre 30 et 37°C, peut se développer a des
températures proches de 0°C. L. monocytogenes tolére une concentration en NaCl de 10%

(Low et Donachie, 1997).

IV. 5. 3. Caracteres biochimiques
Les caracteres d'identification de L. monocytogenes sont regroupés dans le tableau N° 8.

Tableau N° 8 : Caractéres biochimiques d'identification de L. monocytogenes d’aprées
Don Warbuton et al., (2012)

Test Résultats Test Résultats

hémolyse B + Production d’acide a partir de
CAMP test mannitol - a

: > 0
Staphylococcus aureus + D-ribose - = + 90% des
Rhodococcus equi \4 glucose 1 phosphate - souches sont
H2S - D- xylose -
: = = +
m'dole : L- rhamnose : - 90% des
nitrate réductase - a-methyl-D-mannoside +
—— ; souches  sont
gélatinase - naoativec
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IV. 6. Caracteéres sérologiques
L’espéce L. monocytogenes est divisée 13 sérotypes (tableau N° 9) dont I’identification

est fondée sur la recherche d’antigénes somatiques (O) et flagellaires (H). Douze antigénes O,
thermostables, trés variables entre les sérotypes, ont été décrits. Les variations observées
parmi les antigénes O sont associées a la biochimie des acides téichoiques du peptidoglycane
(den Bakker et al, 2014). Quatre antigénes H, thermolabiles, sont considérés comme
conservés dans la majorité des sérotypes de L. monocytogenes (den Bakker ef al., 2014).

Depuis 2005, le Centre National de Référence (CNR) des Listeria, de Paris, utilise une
méthode PCR par réaction multiplex sur 5 génes qui permet de classer les souches en 5
sérogroupes : Ila (sérotypesl/2a et 3a), IIb (sérotypes 1/2b et 3b), Ilc (sérotypes 1/2¢c et 3c),
IVDb (sérotypes 4b, 4d et 4¢) et L (autres sérotypes) (Doumith ef al., 2004a).

Tableau N° 9 : Structure antigénique des sérotypes de L. monocytogenes d’aprés Farber
et Peterkin (1991)

sérotypes antigéne O antigéne H
1/2a I IT (111) AB
1/2b [ IT (I1I) ABC
1/2¢ [ 11 (I1I) BD
3a 11 (1) TV AB
3b IT (I00) TV ABC
3¢ IT (TIT) TV (XTI) (XIII) BD
4a (I (v) VII IX (XII) (XTI) ABC
4ab Im  vvivil IXX ABC
4b (Iry vvlI ABC
4c Imn v vI ABC
4d Im (v) vl VII ABC
de Im Vvl (VI (IX) ABC
7 (III) XII XIII ABC

Les parentheses indiquent que ’antigéne n’est pas systématiquement exprime.

En raison du faible pouvoir discriminant de la sérotypie, d’autres méthodes de typage
ont été favorisées. Les souches de L. monocytogenes ont dans un premier temps été
différenciées par lysotypie (Audurier et Martin, 1989). Depuis les années 1990, des méthodes
d'empreintes moléculaires telles que le ribotypage., la RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) et la PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) se sont développées
(Wiedmann ef al., 1997 ; Boscher et al., 2012).

IV. 7. Caractéres génomiques
Le premier séquencage du génome entier de L. monocytogenes et son analyse ont été

réalisés en 2001 par un consortium de 10 laboratoires européens (Glaser ef al., 2001) sur la

souche EGD-e (sérotype 1/2a) initialement isolée de lapins atteints de listériose par Murray et
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al. (1926). 11 existe actuellement 63 souches de L. monocytogenes dont le génome a fait
’objet d’un séquengage complet. La comparaison de 34 génomes étudiés par deux équipes
américaines (Deng el al., 2010; den Bakker ef al, 2013) montre que le génome de L.
monocytogenes comprend 1.81 a 3,14 mégabases (Mb) et posseéde 2710 a 3253 génes.

Le génome de la souche EGD-e, utilisé comme génome de référence, comporte 2, 94
Mb avec un GC% moyen de 39%. Il possede 2 853 genes codant des protéines dont 35%
d’entre-elles ont des fonctionnalités inconnues. Il comprend de nombreux génes permettant
une colonisation d’habitats diversifiés, tels que des génes codant des protéines de surface, des
transporteurs, des protéines sécrétées et des régulateurs transcriptionnels. Glaser ef al. (2001)
ont mis en évidence des génes codants 86 protéines secrétées et 68 lipoprotéines. Certaines de
ces protéines sont impliquées dans la virulence de L. monocytogenes a I'exemple de la
listériolysine O (LLO), des phospholipases PlcA, PlcB et de I'internaline InlC. D’autres
protéines jouent un role dans la dégradation de la mati¢re organique telle que des lipases et les
chitinases. Parmi les 331 génes codant des transporteurs, 26% sont impliqués dans le transport
de glucides par un systeme phosphotransférase dépendant du phosphoenolpyruvate (PTS). Ce
nombre é€levé de geénes souligne 1'aptitude de la souche EGD-e a utiliser des sources de
carbone variées en fonction des ressources disponibles dans son environnement, notamment
lors de son adaptation a I’environnement tellurique (Leisner ef al., 2008, Piveteau ef al., 2011)
ou lors des étapes de la vie intracellulaire (Chico-Calero ef al., 2002). Le génome de la souche
EGD-e comprend 209 régulateurs de transcription qui représentent 7,9% du génome total.
Cette forte proportion, proche de celle de Pseudomonas aeruginosa (8,4%), bactérie
¢galement ubiquiste, n’est pas surprenante dans la mesure ou ['adaptation de L.
monocytogenes a différents environnements nécessite des systemes de régulation. Ces
régulateurs comprennent notamment 5 facteurs Sigma qui interviennent lors de I'initiation de
la transcription de génes en fonction des stimuli environnementaux. La souche EGD-e ne
contient pas d'ADN extra-chromosomique. Toutefois, les études de Lebrun ef al. (1994) et
Kuenne ef al. (2010) ont montré qu’un tiers des souches de L. monocytogenes (principalement
isolées de produits alimentaires) portait des plasmides porteurs de génes de résistance aux
antibiotiques, aux métaux lourds et aux stress oxydatifs.

I1 a été identifié chez L. monocytogenes des petits ARNs non codants (ARNnc) qui sont
exprimeés a partir des régions intergéniques du génome, souvent en réponse a un stress ou a
des modifications du milieu environnant. Ils peuvent réguler sélectivement I'expression d'un
ou plusieurs génes en modulant la traduction et/ou la stabilité des ARNm correspondants. Des

analyses transtriptomiques de L. monocytogenes ont ainsi permis de mettre en évidence 210
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ARNnc régulateurs qui seraient impliqués dans ’adaptation au stress oxydatif, au manque de
fer, aux basses températures ainsi qu'a la vie intracellulaire (Nielsen ef al., 2008; den Bakker

et al, 2010; Kuenne ef al., 2013).

IV. 8. Epidémiologie

L. monocytogenes est une souche pathogene de I'homme et de [’animal.
L. monocytogenes est la seule espéce du genre Listeria a étre considérée comme pathogene
chez I’homme. Cependant, bien que L. ivanovii est considérée comme non pathogéne pour
I’homme, il est a noter que 8 cas de listériose dus a cette espéce ont ¢té rapportés (Cummins ef
al., 1994 ; Lessing ef al., 1994 ; Snapir et al., 2006).

La listériose est une infection essentiellement animale, accidentellement humaine. Elle
sévit de fagon sporadique chez les animaux, mais peut évoluer de fagon endémique dans
certains élevages en fonction des techniques d’élevage. Elle semble étre présente surtout dans
les zones tempérées, mais on peut la rencontrer dans le monde entier. On parle de géonose ou
sapronose (ou saprozoonose) : la contamination des animaux s’effectue le plus généralement
par ingestion des végétaux (AFSSA, 2000).

Les animaux de rente sont porteurs de L. monocytogenes (Nightingale ef al., 2004 ;
Nightingale ef al., 2005). L’incidence de L. monocytogenes est supérieure dans les fermes de
bovins que dans les fermes de petits ruminants, respectivement 24% et 6% (Nightingale ef al.,
2004). De plus, la prévalence du pathogéne varie suivant les saisons. Elle est plus élevée
durant la période hivernale. Ce phénomene peut étre expliqué par I’accroissement des risques
de contamination pendant la stabulation des animaux (Nightingale ef al., 2005). L utilisation
des ensilages durant I’hiver pourrait également expliquer [’augmentation des cas de
contamination sur cette période. Le suivi de I’excrétion de L. monocytogenes dans une
exploitation laitiére a en effet montré que jusqu’a 94% des vaches avaient excrété au moins
une fois L. monocytogenes durant la période d’étude (Ho ef al., 2007). De plus, le portage
intestinal de L. monocytogenes et sa présence dans les feces ont été démontrés pour de
nombreuses espéces animales (Wesley, 1999).

Ce portage animal de L. monocytogenes dans I’environnement agricole peut conduire a
la contamination des productions animales comme le lait cru (Hunt et al., 2012) ou la viande
(Mohammed ef al., 2010, Morild et al., 2011, Dmowska ef al., 2013). La contamination des
matiéres premiéres agricoles est une voie d’entrée du pathogéne vers le secteur

agroalimentaire.
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La listériose humaine se présente généralement sous forme de cas sporadiques, plus
rarement de cas groupés et peut étre parfois responsable d’épidémies. Les listérioses
sporadiques sont souvent considérées comme un probléme spécifique des pays industrialisés
de I'hémisphere Nord.

L’augmentation de [I’incidence des listérioses dans les pays industrialisés de
'hémisphere Nord pourrait s’expliquer par le vieillissement de la population, 1’augmentation
du nombre de personnes immunodéprimées (cancéreux, malades greffés...), I’'évolution des
habitudes alimentaires privilégiant les plats préparés, la consommation importante d’aliments
a risques (fromage au lait cru, charcuterie) et l'augmentation des dates limites de
consommation.

En comparaison avec d’autres pathogénes responsables d’infections d’origine
alimentaire, la listériose a une incidence faible, mais conduit a une fréquence d’hospitalisation

et un taux de mortalité élevés (Desneux, 2015).

IV. 9. Modes de transmission
Les principales voies de contamination des animaux (en particulier les animaux de

rente) sont I’ensilage (Vazquez-Boland et al., 1992, Welchman ef al., 1997) et les animaux
eux-mémes. Les animaux porteurs excrétant L. monocytogenes contribuent a la dispersion du
pathogéne dans le sol et la nourriture du bétail, créant ainsi un cycle continu fécal-oral
(Nightingale ef al., 2004, Ho et al., 2007).

La contamination des matiéres premieres végétales et animales est une voie importante
d’entrée de L. monocytogenes dans les entreprises agroalimentaires (Fox er al, 2011,
Gelbicova et Karpiskova, 2012). Ceci pose des problémes sanitaires puisque la présence de L.
monocytogenes dans les industries agroalimentaires entraine la contamination d’une part non
négligeable des denrées alimentaires (Cox ef al., 1997). L aliment est le principal vecteur de
la maladie listériose.

Le mode de transmission le plus classique de la listériose chez I"'Homme est 1'ingestion
de denrées alimentaires contaminées. La capacité de L. monocytogenes a survivre dans des
conditions de stress osmotique, salin et acide, et son aptitude a se multiplier a des
températures basses lui permettent de survivre dans une large gamme d’aliments (Rocourt ef
al., 2003, Koch et al., 2010, Jamali et al., 2013). Les aliments les plus a risque pour la
transmission de la listériose sont les aliments dont la durée de conservation est longue et dont

la consommation peut se faire en [’état (pas de cuisson nécessaire) (Porto-Fett ef al., 2013). Se

48



CHAPITRE 1V Listeria monocytogenes, AGENT PATHOGENE ZOONOTIQUE

retrouvent notamment dans cette catégorie les fromages fabriqués a partir de lait cru, les
produits de charcuterie, les légumes crus, les produits de la mer et les plats préparés.

Un autre mode de transmission beaucoup plus rare est le contact direct avec un animal
contaminé (McLauchlin et Low, 1994). Enfin la transmission peut également se faire de la

mere au foetus ou au nouveau-né par passage de la bactérie du sang de la mére au placenta ou

lors de I’accouchement (Smith et al., 2009, Tahery et al., 2009, Mokta ef al., 2010).

IV. 10. Pathogénie

L'entrée de la bactérie dans I'organisme de I’hote s'opére par le franchissement de la
barriere intestinale. Le passage de la muqueuse a I'échelle cellulaire est réalisé par
l'envahissement des entérocytes et/ou des cellules M des plaques de Peyer. Les bactéries se
retrouvent ensuite dans les cellules phagocytaires de la lamina propria ot elles survivent et se
multiplient. Aprés avoir traversé la barriére intestinale, vie la circulation sanguine ou
lymphatique, L. monocytogenes rejoint le foie et la rate ou elle se multiplie. Par la circulation
sanguine, L. monocytogenes atteint ensuite le cerveau et le placenta (figure N°3) (Lecuit
2007; Cossart et Toledo-Arana, 2008).

L’infection cellulaire par L. monocytogenes se déroule en cing étapes au cours
desquelles différents facteurs de virulence vont intervenir. Ces cing étapes sont
I’internalisation, la lyse membranaire du phagosome et la réplication dans le cytosol, la
polymérisation de I’actine, le passage de cellule a cellule, la lyse de la double membrane du

phagosome.
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Figure N° 3 : Le cycle d'infection de L. monocytogenes chez I'homme (Moroni, 2007).

IV. 11. Facteurs de virulence (figure N° 4)

La premiére étape de I'infection consiste en une internalisation dans les entérocytes et

fait intervenir plusieurs facteurs de virulence.
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= InlA code pour |'internaline, une protéine que I’on retrouve a la surface des bactéries et dans
le milieu extracellulaire (Gaillard ef al., 1991). Son role est essentiel pour la pénétration dans
les entérocytes (Morillon et Garnotel, 2008).

= IniB est le second membre de la famille des internalines qui a été cloné et séquencé. Il code
pour une protéine de 630 acides aminés.

La deuxieme étape de I’infection est la lyse du phagosome ou les facteurs de virulence

sont la lystériolysine O spécifique de L. monocytogenes et la phospholipase.
= La lystériolysine O : le géne Aly code pour la lystériolysine O (LLO) c’est le premier
facteur de virulence identifi¢ chez L. monocytogenes. C’est une hémolysine de structure
protéique appartenant a la famille des hémolysines thiols-activées. Son importance dans la vie
de la bactérie a été¢ démontrée par une expérience réalisée par Bielecki au cours de laquelle
Bacillus subtilis, une bactérie exclusivement extracellulaire et non pathogene, était
transformée avec le géne Aly. Aprés transformation, elle était capable a la suite de son
internalisation dans des cellules phagocytaires de détruire la membrane du phagosome et de se
diriger vers le cytoplasme pour se multiplier (Bielecki ef al., 1990). Les souches cliniques
sont hémolytiques et sont aisément identifiables sur des boites de gélose au sang par un halo
clair autour des colonies, alors que les souches non-hémolytiques isolées de ["environnement
ou des porteurs sains sont avirulentes lorsqu’on les teste chez les souris. La LLO est une
toxine stable en pH acide ; a pH neutre elle se déplie et se trouve neutralisée. Ceci permet la
sortie de la vacuole sans endommager la membrane (Morillon et Garnotel, 2008).
* La Phospholipase C: en amont du géne Ay on rencontre le géne PlcA qui code pour une
phospholipase C. Cette enzyme extracellulaire de 36,3 kDa est capable d'hydrolyser le
phosphatidylinositol et les groupements glycosylphosphatidylinositols. La phospholipase C
(PI-PLC) interviendrait dans le processus d’échappement de la vacuole de phagocytose
(Camilli et al., 1993).

La troisieme étape est la polymérisation de I'actine. Au cours de cette étape de
réplication, I'actine F de la surface de L. monocytogenes se polymérise en actine G. Grace a
cette polymérisation la bactérie peut se propulser a I'intérieur et hors de la cellule. Elle est
associée a une trainée d’actine appelée « cométe d’actine ». Le géne Act4 code pour la
protéine ActA. c’est une protéine de surface de 639 acides aminés qui n’interagirait pas
directement avec I’actine. Mais elle interagit avec des protéines cellulaires comme la proline
et contribue au processus de nucléation de I’actine (Kocks ef al., 1992 ; Domann et al., 1992 ;

Cossart et Kocks, 1994).
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La quatrieme étape de I'invasion cellulaire : les mouvements intracellulaires sont
provoqués par la protéine ActA lors de I'étape du passage de cellule a cellule. Les mutants
ActA-négatif sont incapables de passer de cellule en cellule et de donner les plages de lyses
observées lorsqu’on cultive les souches virulentes et qui témoignent de leur capacité de
diffusion intercellulaire. Ce mécanisme apparait important pour la virulence et la survie
intracellulaire de L. monoctogenes car elle est a I’abri du systéme immunitaire a 1"intérieur de
la cellule. Les mutants ActA-négatif s’avérent avirulents pour les animaux de laboratoires
(Kocks et al., 1992).

La cinquiéme é&tape se réalise par la lyse de la double membrane du phagosome. En
effet, les bactéries qui pénétrent dans les cellules adjacentes sont entourées d’une membrane
interne qui est la membrane cytoplasmique de la cellule infectée d’origine et d’'une membrane
externe qui est la membrane cytoplasmique de la nouvelle cellule qui regoit la bactérie (De
Chastellier et Berche, 1994). L’échappement a cette vacuole a double membrane implique la
LLO, la phosphatidyl-choline phospholipase C (PC-PLC) codée par le géne plcB.

T InlA
iniB

Figure N° 4: Etapes de I’infection de la cellule par L. monocytogenes et les facteurs de
virulence impliqués 1) internalisation 2) lyse membranaire 3) polymérisation de 1’actine 4)
passage de cellule a cellule. 5) lyse de la double membrane du phagosome (Morillon et
Garnotel, 2008)

IV. 12. Signes cliniques
La listériose est une maladie humaine et animale touchant les animaux sauvages et

domestiques. Le pouvoir pathogéne de L. monocytogenes est principalement di a sa capacité
de parasitisme intracellulaire (e Monnier et Leclercq, 2009). La bactérie est en effet capable
de pénétrer les cellules non phagocytaires, de survivre dans les macrophages et de franchir les
barrieres comme l'épithélium intestinal, la barriére hémato-encéphalique et la barriére de

l'unité-foeto-placentaire (Cossart et Toledo-Arana, 2008).
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Chez les petits animaux, la maladie est caractérisée par une monocytose avec la
présence d’abces hépatiques et cardiaques. Chez les ruminants, L. monocytogenes provoque
des septicémies, des encéphalites et des avortements (Low et Donachie, 1997). Des mammites
ont également ¢t¢ associées a l'infection a L. monocytogenes chez les ruminants (OIE,
2005b).

La listériose humaine touche préférentiellement les personnes agées et les personnes
immunodéprimées. Quatre sérovars (1/2a, 1/2b, 1/2¢, 4b) sont responsables de plus de 95%
des listérioses (Doumith ef al., 2004b). Les infections peuvent étre asymptomatiques ou se
traduire par un état pseudo-grippal avec des courbatures, maux de téte, fievre et troubles
digestifs non spécifiques d’une listériose. Lorsqu’elles sont aigués, elles sont fréquemment
associées a une atteinte du systéme nerveux central et des méninges mais elles peuvent
¢galement étre a 1'origine de septicémies, de conjonctivites, de sinusites, de rhinites et
d’atteintes pleuropulmonaires.

Chez les femmes enceintes la listériose peut provoquer une infection intrautérine

accompagnée d'une mortalité €levée du foetus ou du nouveau-né (Desneux, 2015).

IV. 13. Techniques de recherche de L. monocytogenes
Depuis le début des années 1980, le role des aliments et particulierement du lait de

vache a été mis en évidence dans la contamination de I'industrie laitiére et par conséquent
dans la contamination humaine lors de flambées épidémiques de listériose. A cet effet,
plusieurs méthodes de détection ont été proposées et développées de fagon a isoler le plus
rapidement possible les groupes génomiques de Listeria monocytogenes, responsable des

principaux cas de listériose (Lebres, 2006).

IV. 13. 1. Méthodes bactériologiques
L. monocytogenes est une bactérie de I’environnement, ce qui la rend peu exigeante en

élément nutritif et facilite son isolement des prélévements biologiques. (Gasanov et al., 2005).
Leur isolement et identification dans les aliments, I’environnement ou les prélévements
vétérinaires nécessitent ['utilisation d’agents sélectifs et de procédures d’enrichissement de
facon a limiter les micro-organismes contaminants a un niveau raisonnable et a permettre
ainsi la multiplication de L. monocytogenes a un niveau suffisant pour assurer la détection de
I’organisme. (OIE, 2005b). Dans les essais de culture traditionnelle, il est trés difficile de
détecter et d’énumérer L. monocytogenes dans les aliments surtout quand celle-ci est

largement surpassée en nombre par les autres Listeria spp. spécialement L. innocua. Par
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conséquent, la détection de Listeria spp. est souvent utilisée comme indication de la présence
de L. monocytogenes (Cocolin ef al., 2002).

D’autres géloses utilisables pour 1'isolement sont disponible, il s’agit : des géloses
Oxford (OXA), Oxford modifié¢e (MOX) PALCAM (PAL) (Modeste Tabi, 2014). Les
milieux PALCAM et Oxford permettent, grace a une association du chlorure de lithium et
d’antibiotiques d’inhiber la microflore de contamination, et de reconnaitre les colonies de
Listeria par I'hydrolyse de l'esculine en glucose et en esculétine. Les tests d’identification se
fait préférentiellement avec la galerie API Listeria.

L.’évolution des méthodes de recherche de L. monocytogenes a été trés rapide. En 1986,
cette recherche nécessitait 2 a 3 semaines. Aujourd’hui, elle peut se faire sans ditficultés
majeures a 1’aide d’une méthode normalisée et reconnue Norme Frangaise (NF), Norme
Européenne (EN) et Norme Internationale (ISO : International Standard Organization) en 4 a
5 jours (ISO 11290-1 : Détection ; ISO 11290-2 : Dénombrement). C’est une méthode lourde,
en plusieurs étapes, avec enrichissement primaire et secondaire en bouillon de Fraser et
isolements sur milieux sélectifs, PALCAM et Oxford, aprés chaque étape d’enrichissement.
La méthode AFNOR (Association Francaise de Normalisation) de routine pour la détection de
L. monocytogenes correspond a la norme NF V 08 055 (AFSSA, 2000).

La recherche de L. monocytogenes par la Méthode AFNOR V08 055 nécessite plusieurs
étapes et est réglementée dans le JORADP dans I’Arrété du 21 Chaabane 1426 correspondant
au 25 septembre 2005 rendant obligatoire la méthode de recherche de L. monocytogenes dans
le lait et les produits laitiers.

L.a norme AFNOR V08 055 (déc 1993) est une méthode de routine de recherche de
L. monocytogenes . détection, identification. Méthode relativement lourde, elle comprend les
étapes suivantes :

- enrichissement primaire sur bouillon FRASER au 1/2 (24 h a 30°C)

- isolement sur gélose PALCAM ou OXFORD (37°C, 24 ou 48 heures)

- enrichissement secondaire sur bouillon FRASER incubé 24 et 48 h a 37°C

- isolement sur gélose PALCAM ou OXFORD (37°C, 24 ou 48 heures)

- Les colonies caractéristiques sont identifiées a ’aide de la méthode traditionnelle ou au

moyen de galeries miniaturisées (la galerie API Listeria est bien adaptée) (Kaismoune, 2009).

IV. 13. 2. Méthodes sérologiques
Les épreuves sérologiques ne sont pas traditionnellement utilisées pour le diagnostic de

la listériose. Elles sont majoritairement peu fiables, manquant de sensibilité et de spécificité.

53



CHAPITRE 1V Listeria monocytogenes, AGENT PATHOGENE ZOONOTIQUE

D’une part, des réactions croisées considérables avec les déterminants antigéniques d’autres
organismes Gram-positif ont été observés. D’autre part, Beaucoup d’individus sains sont
porteurs au niveau intestinal (2 a4 6 %) et une prévalence d’anticorps anti-L. monocytogenes
dans le sérum a été retrouvée jusqu’a 53 % chez I’homme. Les taux de portage pour |’animal
sont similaires a ceux des humains, avec des différences en fonction de I’espéce et un taux un
peu plus élevé durant la saison de stabulation comparé a celui des animaux au patiirage (Husu,

1990 ; Tida ef al., 1991).

IV. 13. 3. Méthodes d’identification par biologie moléculaire
Plusieurs méthodes de détection de L. monocytogenes ont ét€¢ mises en €vidences, mais

la culture conventionnelle reste une méthode de référence selon les normes internationales.
Cependant, la culture prend beaucoup de temps entre 3 et 5 jours, pour cela des méthodes
alternatives faciles, rapides ont été améliorées afin de mieux répondre aux besoins en
réduisant le temps de détection. Parmi ces méthodes, les techniques basées sur la PCR
(Polymerase Chain Reaction).

La grande majorité des tests de PCR utilisés pour 1'identification de L. monocytogenes
utilisent les amorces de la séquence du géne hly4 qui code pour la listérioloysine O (LLO).
hlyA fait partie des génes de virulence de Listeria (Liu et al., 2004). La listériolysine O (ou
LLO) a éte le premier facteur de virulence identifié chez L. monocytogenes (Gaillard et al.,
1986). Cette protéine est une hémolysine de 60 kDa qui appartient a la famille des cytolysines
cholestérol dépendantes. Les hémolysines sont des protéines cytolytiques extracellulaires qui
agissent en formant des pores, détruisant ainsi la barriére semi-permeéable de la membrane
cellulaire (Farber, 1991; Portnoy ef al., 1992). Le phénoméne hémolytique est un marqueur
fondamental de différenciation et d'identification de Listeria spp. (Rodriguez et al., 1986;
Flenders et Donnelly, 1994). La listeriolysine O est détectée par I’amplification du géne hlyA.

L’application de la PCR en temps réel a aussi ét¢ développée en tant que méthode
quantitative de détection spécifique pour L. monocytogenes, (Hough, 2002) et a montré un
bon potentiel pour I'analyse en routine. Pour la PCR en temps réel, la spécificité et la
sensibilité sont meilleures, la durée de réalisation de [’analyse est plus courte et c’est le germe

recherché ou le groupe de bactéries a caractériser qui commandent le systéme utilisé (Roux et

Rolain, 2014).
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IV. 14. Lutte contre L. monocytogenes
IV. 14. 1. Traitement

Le traitement consiste en une antibiothérapie, qui doit étre administrée précocement. L.
monocylogenes est une bactérie habituellement sensible aux antibiotiques avec moins de 15%
de souches résistantes (Carlier, 2000). Les résistances concernent les tétracyclines et les
macrolides (Charpentier et Courvalin, 1999). Les pénicillines (pénicillines G, ampicilline), les
aminosides (gentamicyne), ainsi que I’association triméthoprime-sulfaméthoxazole sont les
antibiotiques utilisés seuls ou en association.

Le traitement peut rencontrer certains problemes qui sont susceptibles de le rendre
inefficace. Il s’agit : de la localisation intracellulaire facultative de L. monocytogenes et de
I’émergence de certaines souches multirésistantes (Morvan ef al., 2010).

La durée du traitement doit étre de 3 4 4 semaines afin d’éviter les rechutes. En dépit de
I"antibiothérapie les séquelles neurologiques sont fréquentes (AFSSA, 2000).

En ce qui concerne, les vaches ayant avortées, et dans le but de minimiser au maximum
les foyers infectieux, il est vivement conseiller aujourd’hui de les abattre, car elles restent

excrétrices de Listeria pendant trés longtemps, jusqu’a 6 mois et plus (Lebres, 2006).

IV. 14. 2. Prophylaxie
La prophylaxie des infections a Listeria et notamment des anadémies de listériose

humaine est avant tout une prophylaxie sanitaire qui nécessite un controle de tous les échelons
de la filiere agro-alimentaire. Cette prévention est toutefois trés délicate car les Listeria spp.
sont des germes ubiquistes dont I'éradication est illusoire (Kaismoune, 2009).

Les procédés de pasteurisations permettent de réduire considérablement les quantités de
L. monocytogenes dans les aliments étant donné qu’elle ne produit pas de spore, mais des
phénomeénes de thermorésistantes ont été observes lors de I’exposition a une température de
65 C pendant 20 minutes (Larpent, 2000). L. monocytogenes n’est pas une bactérie
naturellement thermorésistante, on peut la détruire rapidement & 60°C (Bréand ef al., 1998).
Sa thermo-tolérance serait donc probablement influencée par des prétraitements thermiques.
En effet, un préchauffage a 47,5°C pendant 3 heures peut entrainer la résistance ultérieure a
une température de 65°C (Pagan ef al., 1997). Une protection thermique peut aussi étre
observée dans des aliments trés gras ou tres sucrés (Juneja ef al., 1998 ; Pan et al, 2010).

La prophylaxie médicale (vaccination et/ou antibioprophylaxie) n'est pas utilisée.

a. Prophylaxie dans les élevages
Dans les €levages, plusieurs points forts sont a maitriser :
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* [’animal lui-méme : la prophylaxie passe nécessairement par le dépistage systématique en
vue de détecter les vaches excrétrices. Cette recherche doit s'effectuer avec un rythme annuel
ou semestriel et devra étre réalisée a I'échelon individuel ou collectif. La réforme des femelles
excrétrices est une nécessité (Kaismoune, 2009).

+ L’alimentation : les ensilages constituent les principaux foyers d’entretien et de
multiplication des Listeria, ils doivent €tre correctement préparés et conserveés. Un soin
particulier doit étre apporté au tassement et a l'absence de mottes de terre. Certains auteurs
préconisent l'ensemencement des ensilages avec des souches de Lactococcus lactis ou de
Lactobacillus plantarum qui inhibent la croissance des Listeria (El Mouhtadi, 2014).

* L'hygiéne des locaux et en particulier I’hygiéne de la salle et du matériel de traite. Les
désinfectants classiques (détergent acide anionique, ammonium quaternaire, iode,
hypochlorite) sont actifs sur L. monocytogenes (El Mouhtadi, 2014).

* Le lait stocké a la ferme doit étre conservé a une température ne dépassant pas 4 ° C et une
recherche systématique de Listeria sp. doit étre entreprise en vue de détecter les vaches
excrétrices. Cette recherche peut s'effectuer avec un rythme annuel ou semestriel et €tre
réalisée a I'échelon individuel ou, pourles grands effectifs, sur des €chantillons successifs de
taille de plus en plus réduite. La réforme des femelles excrétrices est une nécessité

(Kaismoune, 2009).

b. Prophylaxie dans les industries
L. monocytogenes est introduite dans le milieu industriel par les matiéres premieres

contaminées, par les équipements de manutention contaminés, par les chaussures et les
vétements du personnel et par les individus porteurs sains.

Par conséquent, la prophylaxie de la listériose sera fondée sur :

- la sélection rigoureuse des matiéres premieres,

- traitement antimicrobien des matiéres premiéres par ionisation, irradiation, systéme
lactoperoxydase, utilisation d'antimicrobiens biologiques et traitement par des acides
organiques tels que l'acide lactique, l'acide citrique ou l'acide acétique.

- le strict respect des plans de nettoyage et de désinfection,

- le strict respect des bonnes pratiques de fabrication.

- L’hygiéne de l'abattage est cruciale.

- Respect de la chaine du froid et réduction des dates limites de consommation (El Mouhtadi,

2014).
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¢. Prophylaxie chez 'homme
La prophylaxie de la listériose humaine est avant tout, une prophylaxie sanitaire fondée

sur une ¢ducation sanitaire exemplaire et irréprochable.

L hygi¢ne corporelle et vestimentaire, individuelle et collective, des manipulateurs doit
étre rigoureuse. La formation et la sensibilisation du personnel sont particuliérement
importantes.

La médecine du travail préconise dans ce sens, en plus de la visite médicale
d’embauche, deux controles annuels avec dépistage systématique des porteurs sains et insiste
beaucoup sur la formation et I’éducation sanitaire (Oteng-Gyang, 1984 ; OMS/FAO, 1999).

Par ailleurs, la vaccination et/ou antibioprophylaxie n'est pas utilisée et, selon un avis du
Conseil Supérieur d'Hygiéne Publique de France (approuvé le 29 juin 1999), il n’y a pas lieu
de recommander une antibioprophylaxie systématique en cas de consommation d’un aliment
contaminé par L. monocytogenes (Anonyme, 1999).

En conclusion, la prophylaxie de la listériose humaine est basée essentiellement sur
I’information des populations a risque et sur I’éducation sanitaire.

Les meilleurs conseils que I'on puisse donner aux consommateurs, sont ceux dictés par
le Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire (N° 4 du 25 janvier 2000) a savoir :

* Eviter la consommation de lait cru et de produits a base de lait cru,

* Cuire soigneusement les aliments crus d'origine animale,

* Laver soigneusement les légumes crus et les herbes aromatiques,

* Dans le cas de repas qui ne sont pas pris en collectivité, les restes alimentaires et les plats
cuisinés doivent étre réchauffés soigneusement avant consommation immédiate,

» Conserver les aliments crus, séparément des aliments cuits ou préts a étre consommgs,

* Se laver les mains, nettoyer les ustensiles de cuisine apres la manipulation d'aliments non
cuits,

* Nettoyer fréquemment et désinfecter ensuite avec de I'eau de Javel son réfrigérateur,

* S’assurer que la température du réfrigérateur est suffisamment basse : 4°C,

* Respecter les dates limites de consommation,

*» Eviter les crolites des fromages (Kaismoune, 2009).
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PROBLEMATIQUE

Au cours des derniéres décennies, il a été constaté une incidence croissante des maladies
d’origine alimentaire dans le monde et en particulier en Algérie, celles-ci sont lices a la
présence de différents microorganismes dans les aliments. Ces maladies constituent le
probléme de santé publique le plus répandu et générent un lourd fardeau économique et social

représentant ainsi une source de souffrances humaines.

Le produit phare de la liste des produits de large consommation reste le lait; plus
particuliérement le lait cru de vache en raison de sa riche composition nutritionnelle : matiéres
grasses, matieres azotées, lactose, sels minéraux, vitamines et eau (Guiraud, 2003); cependant
il n’est pas sans risque pour le consommateur car il constitue le foyer par excellence pour la
communauté bactérienne. Cela va conduire a un fait évident : la microbiodiversité observée

dans ce produit (Gerrit, 2003).

Le lait et les produits laitiers sont parmi les aliments les plus controlés depuis la ferme
jusqu’au point de vente. Ils sont soumis a une chaine de vérifications dont 'objectif est de
garantir la sécurité du consommateur. Elle regroupe un ensemble de reégles de travail et de
contrdles institu¢ tant par les pouvoirs publics que par la profession laitiere. La qualité du
produit a la ferme est surtout liée a I’hygiéne, que ce soit des locaux, du matériel, du

personnel, de la traite, mais aussi a la surveillance sanitaire des animaux et a une alimentation

de qualité (AFSSA, 2000).

Cependant malgré tous leurs avantages, le lait et les produits laitiers peuvent étre des
causes de maladies. La brucellose est un des exemples classiques de zoonose alimentaire
transmise par le lait. C’est une maladie infectieuse, contagieuse, commune a de nombreuses
espéces animales et a I’homme, due a des coccobacilles immobiles, Gram négatif appartenant
au genre Brucella. Les trois principales espéces de Brucella (B. melitensis, B. abortus, B. suis)
peuvent contaminer I’homme et étre excrétées dans le lait des animaux infectés (Blétry et al.,
2009). Chez les animaux atteints de brucellose, il y a excrétion continue ou intermittente des
Brucella dans le lait lors des lactations successives. Chez les animaux, la brucellose bovine,
essentiellement due a Brucella abortus reste la plus répandue en Afrique (McDermott et

Arimi, 2002).
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La listériose est une infection alimentaire due a Listeria monocytogenes. La présence de
L. monocytogenes dans le lait cru et le lait en vrac a été rapportée par plusieurs auteurs (Van
Kessel et al., 2004 ; Hamdi et al., 2007 ; Moshtaghi et Mohamadpour, 2007). Les produits
laitiers les plus fréquemment contaminés par L. monocytogenes sont les fromages a pate molle

et au lait cru.

La consommation de produits laitiers de mauvaise qualité peut mettre en danger la santé

des consommateurs et méme causer des problémes de santé publique.

Il existe de trés nombreux types de risques, mais dans le cadre de cette étude, nous nous
intéresserons aux risques provoques par les dangers liés aux denrées alimentaires d’origine
animale (DAOA) et plus particulierement au risque microbiologique lié a la consommation du

lait cru.
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OBJECTIFS

L'objectif de ce travail consiste & ¢tudier deux bactéries pathogénes Listeria et Brucella
en tant que contaminants alimentaires, aboutissant chez I'homme respectivement a deux

zoonoses : la Listériose et la Brucellose.

Cette étude se base sur la détection de la présence des Brucella spp. chez des vaches
laitiéres testées auparavant séronégatives et de L. monocytogenes dans le lait cru dans la
région de Batna par ["utilisation de la technique PCR en temps réel, afin d’évaluer le danger

encouru pour le consommateur de lait cru dans la région d’étude.

La détection d’échantillons positifs par PCR, alors qu’ils étaient testés négatifs par
sérologie, signifie qu’il existe des insuffisances actuellement dans le programme d’éradication
de la brucellose et que les techniques de sérologie utilisées actuellement par nos laboratoires

doivent étre actualisées.

L’intérét de la recherche de L. monocytogenes est confirmé par I'importance que lui
accorde le Journal Officiel de la République Algérienne Démocratique et Populaire N° 3,
arrété du 21 Chadbane 1426 correspondant au 25 septembre 2005 rendant obligatoire la

recherche de L. monocytogenes dans le lait et les produits laitiers.

Le danger de la transmission de Brucella spp. au consommateur doit étre évité selon
I"article N° 19, de I’arrété interministériel du 3 Chaabane 1416 correspondant au 26 décembre
1995 fixant les mesures de prévention et de lutte spécifiques a la brucellose bovine qui stipule
que : “Le lait de vache ne peut étre utilisé et vendu a I’état cru sauf a destination d’un atelier
de pasteurisation ou apres que 1’exploitation soit reconnue indemne. En cas d’usage sur place,

il ne doit étre utilisé qu’apres ébullition™.
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I. MATERIELS ET METHODES

I. 1. Matériels
L. 1. 1. Echantillonnage

A- Animaux

Nous avons commencé notre travail par des enquétes réalisées dans plusieurs
exploitations de la région afin de déterminer un échantillon de fermes a la fois représentatif de
la Wilaya mais aussi ayant un niveau de gestion permettant un suivi a moyen terme. Notre
choix s’est arrété sur trois fermes, deux situées dans la région de Djerma (fermes 01 et 02) et
une (03) dans la région de Ain-Yagout. Ces exploitations ont été retenues sur la base des

critéres suivants :

- L’autorisation des €leveurs de procéder a des prélévements.

- Les ¢levages bovins laitiers testés, disposent d’un agrément sanitaire délivré par les
services vétérinaires de la Direction des Services Agricoles de la Wilaya (exemple
d’agrément et de rapport d’essai du laboratoire vétérinaire régional de Constantine
dans I’annexe N 1).

- La présence de vaches laitieres saines dans chaque élevage (indemnes de mammites
et de maladies contagieuses, notamment de brucellose et tuberculose).

- Les élevages bovins laitiers retenus disposent d’un effectif relativement important

(Minimum : 20 vaches).

Les prélevements ont été effectués dans trois €levages situés dans la région de Batna, a
I’Est de I’Algérie, qui comptaient entre 21 et 32 vaches, dgées de 3 a 8 ans, et composés des

races suivantes : Pie-noir Frisonne-Holstein et Pie-rouge Montbéliarde importées d’Europe.

- L’exploitation N°1 compte 21 vaches, il s’agit d’une ferme privée située dans la
commune de Djerma, Daira d’El-Madher, Wilaya de Batna.

- L’exploitation N°2 compte 25 vaches, il s’agit d’une ferme privée de 32 vaches,
située dans la commune de Djerma, Daira d’El-Madher, Wilaya de Batna.

- L’exploitation N°3 compte 19 vaches, il s’agit d’une ferme privée de 28 vaches,

située dans la commune de Ain Yagout, Daira de Ain Yagout, Wilaya de Batna.
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Le mode d’élevage dans la zone d’étude est de type stabulation libre. Durant la journée,
les vaches sont conduites dans un enclos fermé ou elles regoivent une ration a base de sorgho
ou de mais en vert. A 1’étable, les vaches sont nourries au foin d’avoine et au concentré. Leur
abreuvement est assuré par un réservoir d’eau potable provenant de puits artésiens locaux

fréquemment désinfectés.
La traite de lait se fait de fagon mécanique dans toutes les exploitations.
B- Laitcru

65 prélevements ont €té effectués aseptiquement a partir de lait individuel issu des
quatre quartiers de la mamelle de chaque vache en lactation, au moment de la traite du matin,

au début du mois de juillet 2017.

I. 1. 2. Matériels de laboratoire

A. Matériels utilisés pour I'extraction d’ADN

e Poste Sécurité¢ Microbiologique classe II : Stérile — VBH (Photo N° 1 : Annexe N°
2).

e Microtubes 1,5 ml Eppendorf.

e Solution de PBS (PBS = Phosphate Buffered Saline ou tampon phosphate salin).

e (lace pilée.

e Centrifugeuse de bureau (centri—boule) (Photo N° 2 : Annexe N° 2).

e Solution d’éthanol absolu AnalaR NORMAPUR pour analyses.

e Solution d’Isopropanol (Propanol molecular biology grade).

e Eau sans nucléase (RNase/DNase free).

e Gants non poudré jetables.

e Parafilm.
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e Pipettes a volume variable (réglable).

e Pointes de pipettes a filtre.

e Vortex (IKA Vortex GENIUS 3) (Photo N° 12 : Annexe N° 2).
e Centrifugeuse de paillasse (Eppendorf mini spin plus).

e Bain marie (Julabo SW 22) (Photo N° 11 : Annexe N° 2).

e 2 Kits d’extraction d’ADN de 50 tests (BioExtract® Column : Cat. N° BEC050)

livré avec les composants suivants (Photo N° 18 : Annexe N° 2) :

- BioExtract® Mini Spin Column
- Collection tubes

- Buffer LA

- Buffer LB (concentré)

- Protéinase K

- Carrier RNA (poly A)

- Buffer W1 (concentré)

- Buffer W2 (concentré)

- Buffer EL

B. Matériels utilisés pour la quantification de 'ADN

e NanoDrop 8000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) (photo N° 33 : Annexe N°2).
e Microordinateur doté du logiciel ND 8000 2.3.2.

e Micropipette.

¢ Pointes de pipettes a filtre.

e FEchantillon a blanc : solution d’élution EL du kit d’extraction.

C. Matériels utilisés pour la PCR en temps réel

e Poste Sécurité Microbiologique classe II : Stérile — VBH.

e Plaques optiques de 96 puits avec code barre (Ref : 4306737) (photo N° 38 : Annexe
N°2).

e Films Optiques Adhesifs Starter Kit (Ref : 4311971) (photo N° 39 : Annexe N°2).
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e Thermocycleur ABI PRISM® 7500 (Applied Biosystems) (photo N° 40 : Annexe
N°2).

e (ants non poudrés jetables.

e Pipette (réglable).

e Pointes de pipettes avec filtres.

e (lace pilée.

o Vortex (IKA Vortex GENIUS 3).

e (entrifugeuse de bureau pour les tubes de 2 ml (Eppendorf mini spin plus).

e Centrifugeuse des plaques optiques (Eppendorf Centifuge 5430 R).

e [Eau sans nucléase (RNase/DNase free).

e 2 Kits de BactoReal" Kit Brucella spp. de 100 tests, référence DVEB02113 livré

avec les composants suivants (photo N° 41 : Annexe N°2) :

- Brucella spp Mix Assay (bouchon vert) qui contient Amorces et sondes (FAM) pour la

détection de Brucella spp

- Mix CR-3 Mix Assay (bouchon jaune) qui contient Amorces et sondes (CyS5) pour la
détection de IPC

- Positive control Brucella spp (bouchon rouge) qui contient environ 10 000 copies
cible/ul comme un Controle-DNA

- DNA reaction mix (bouchon blanc) : Mix réactionnel d’ADN contient de uracil-N

glycosylase (UNG)

- Water (bouchon bleu) : eau

e 2 Kits de BactoReal® Kit Listeria monocytogenes de 100 tests, référence

DVEBO00813 livré avec les composants suivants :

- Listeria monocytogenes Mix Assay (bouchon vert) qui contient Amorces et sondes

(FAM) pour la détection de Listeria monocytogenes
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- Mix CR-3 Mix Assay (bouchon jaune) qui contient Amorces et sondes (Cy5) pour la

détection de IPC

- Positive control Listeria monocytogenes (bouchon rouge) qui contient environ 10 000

copies cible/ul comme un Contréle-DNA

- DNA reaction mix (bouchon blanc) : Mix réactionnel d’ADN contient de uracil-N

glycosylase (UNG)

- Water (bouchon bleu) : eau
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I. 2. Méthodes

I. 2. 1. Prélévements de lait

Le lait des quartiers individuels est collecté, dans des flacons en plastique stériles a
double emballage (Photo N°4 : Annexe N°2) et hermétiquement fermés, directement apres
nettovage de la mamelle et expulsion des premiers jets de lait. Au cours du prélevement, le
flacon est maintenu aussi horizontalement que possible de I'extrémité du trayon. Le trayeur
portait des gants et se désinfectait les mains régulierement entre chaque vache afin de se
préter au mieux aux bonnes pratiques de traite. Tous les prélevements ont été identifiés et
acheminés a +4°C dans une glaciére, au laboratoire de microbiologie du Centre de Recherche
en Biotechnologic (CRBt) situé a Constantine pour des extractions de I’ADN immédiatement

lors de la réception.
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I. 2. 2. Extraction de I'’ADN génomique directement sur des échantillons de lait

A- Préparation de I'”ADN bactérien

» Prétraitement du lait

Sous hotte PSM, le lait subit un prétraitement comme suit : un tube de 1,5 ml par
échantillon & extraire est annoté avec le nom correspondant (Photo N° 5 : Annexe N°2), une
prise d’essai (Photo N° 6 : Annexe N°2) de 800 pl de lait est centrifugée pendant 5 minutes a
10 000 g, le surnageant est ensuite ¢liminé (Photos N° 7, 8 et 9 : Annexe N°2) et le culot est
re-suspendu dans 300 pl de PBS (Photo N° 10 : Annexe N°2). : Durant ’extraction, le lait est

maintenu dans la glace pilée (Photo N° 3 : Annexe N°2).

» Extraction de PADN

L’extraction de I’ADN est réalisée grace a un kit utilisant un protocole basé sur une
réaction d’adsorption de "acide nucléique sur une matrice de silice disposée en colonne, en

présence de sels chaotropiques.

Avant d’entamer 1’extraction de I’ADN, le “carrier RNA* est reconstitu¢ et aliquoté a —

20°C (Photo N° 13 : Annexe N°2), et les tampons LB, W1 et W2 sont préparés comme suit :

- 310 ul de Buffer EL sont ajoutés dans le flacon “carrier RNA®.

- 8 ml d”isopropanol pur (100%) sont ajoutés dans le flacon Buffer LB.

- 25 ml d’éthanol pur (96 — 100%) sont ajoutés dans le flacon Buffer W1.
- 40 ml d’éthanol pur (96 — 100%) sont ajoutés dans le flacon Buffer W2.

Le protocole d’extraction suit les recommandations du fabricant (Figure N° 5), avec

quelques modifications.

La solution de lyse LA-carrier est préparée avec un volume de 10% supérieur a celui
requis pour le nombre total d’échantillons a purifier afin de compenser les erreurs de
pipetages et est aliquoté a — 20°C (Photo N° 15 : Annexe N°2). Le volume de solution de lyse

LA-carrier en excés doit étre jeté. Les volumes sont ajustés en fonction du nombre
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d’échantillons : les volumes indiqués pour 1 échantillon sont multipliés par le nombre

d’échantillon a traiter puis sont multipliés par 1,1.

Les volumes indiqués pour 1 échantillon sont 1ul de carrier RNA (1pg/pl) est ajouté a

100 ul de Buffer LA (Photo N° 14 : Annexe N°2).

[’ extraction est réalisée en quatre étapes :

e Lyvse et ajustement des conditions d’adsorption

20 ul de protéinase K (Photo N° 16 : Annexe N°2) sont déposés dans un tube de 1.5
ml; puis 200 pl d’échantillon (Photo N° 17 : Annexe N°2) sont ajoutés a la protéinase K ; et
enfin, 100 pl de solution de lyse LA-carrier sont ajoutés. Le mélange est vortexé puis incubé
pendant 15 min a température ambiante. Aprés incubation, le mélange est centrifugé
brievement par une centri-boule, puis 350 ul de Buffer LB sont ajoutés au mélange puis

vortexé et centrifugé brievement.

e Adsorption sur la membrane de silice

La totalité du volume est transférée délicatement dans la colonne BioExtract” Mini Spin
Column qui est placée dans un tube collecteur de 2 ml (Photo N° 19 : Annexe N°2), puis
centrifugée a 6 000g pendant 1 min. La colonne BioExtract” Mini Spin Column est mise

dans un nouveau tube collecteur et le tube collecteur contenant le filtrat est jeté.

e Lavage et séchage de la membrane de silice

600 pl de Buffer W1 (Photo N° 20 : Annexe N°2) sont transférés dans la colonne qui est
alors centrifugée a 6 000 x g pendant 1 min. Le tube collecteur est de nouveau changé, puis
600 pl de Buffer W2 (Photo N° 21 : Annexe N°2) sont ajoutés a la colonne puis centrifugés a
6 000 x g aussi pendant 1 min, et a nouveau le tube collecteur est changé. Une centrifugation

a 20 000 x g pendant 2 min est réalisée pour sécher la membrane (Photo N° 22 : Annexe N°2).
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e Elution des acides nucléiques

La colonne BioExtract® Mini Spin Column est mise dans un nouveau tube de 1,5 ml et
le tube collecteur contenant le filtrat est jeté. 50 ul de Buffer EL sont ajoutés délicatement au
centre de la membrane (Photo N° 23 : Annexe N°2). Apres incubation a température ambiante
pendant 1 min, il est procédé a une centrifugation a 20 000 x g pendant 1 min (Photo N° 24 :
Annexe N°2), puis la colonne est jetée (Photo N°25 : Annexe N°2) et le tube de 1.5 ml
(Photo N° 26 : Annexe N°2) est fermé par un parafilm (Photo N°27 : Annexe N°2) et

conservé a — 20°C.

Au cours de "extraction, un échantillon “contréle négatif™ a été inclus afin de valider
I’absence d’inter-contamination des échantillons lors de ['extraction. L’échantillon est

remplacé par de I’eau (RNase/DNase free) et traité en paralléle des échantillons.
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1 20 ul de protéinase K
200 ul d'échantillon

— 100 ul de solution de lyse LA-carrier
Lyse et Ajustement des (Pour 1:100 ) Buiter LA /14l carrier RNA /3 1 IPC exogéne)
conditions d’adsorption _'
/ Température ambiante (TA)
- 15 min

350 pl de Buffer LB

2
Chargerla colonne BioExtract' Mini Spin
Column délicatement
Adsorption sur la '
membrane de silice
£~ 6000xg
1 min
3
1*' Lavage 600 pl W1 7= 6000xgqg
= 1 min
Lavages
274 Lavage 600 ul W2 F= 6000xg
- 1 min
Séchage de la membrane
de silice . - - ™ 20000 x g
2 min
4 50-100 ul de Buffer EL* (TA)
délicatement
Elution des acides TA
nucléiques 1 min

2= 20 000 x g
) 1 min

Figure N° 5 : Protocole simplifié d’extraction de ’ADN

» Optimisation du protocole d’extraction de ’ADN

Pour certains échantillons, notamment ceux qui sont de concentration d’ADN
inférieures a 10 ng/pl, I"extraction a été réalisée de nouveau aprés optimisation du protocole,

afin d’augmenter la concentration de I’ ADN extrait.
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L’ optimisation a concerné d’abord le prétraitement du lait, par 1’augmentation de la
quantité de la prise d essai a 1200 pl de lait qui sont centrifugés pendant 7 minutes a 10 000 g,

puis le surnageant est éliminé et le culot est re-suspendu dans 450 pl de PBS.

Puis, le mélange contenant 20 ul de protéinase K, 200 pl d’échantillon et 100 ul de

solution de lyse LA-carrier est vortexé et incubé pendant 40 min a température ambiante.

Lors de I’étape de 1'élution, la quantit¢ de Buffer EL utilisée est diminuée a 30 pl au

licu de 50 pl auparavant.

Apres la derniere centrifugation, 1ul d’ARNase est ajouté aux tubes de 1,5 ml (photo N°
28 : Annexe N°2), puis incubé pendant 30 min dans un bain marie a 37°C (photo N° 29 :
Annexe N°2). Aprés centrifugation a 2 000 x g pendant 2 min les tubes sont fermés avec un

parafilm et conservés a —20 °C avant leur utilisation (photo N° 31 : Annexe N°2).

Les échantillons ayant une concentration d’ADN supérieure a 10 ng/ul, et dont le

rapport de la DO A260/A280 est plus de 2, sont soumis uniquement a I’action de 1I’ARNase.

B- Quantification et controle de la pureté de I’ADN extrait obtenue par spectrophotométrie

La quantité et la qualité d’ADN extrait (photo N° 30 : Annexe N°2) ont ét¢ mesurées
par spectrophotométrie avec le NanoDrop 8000, par la mesure de I’absorbance de
I’échantillon en lumiére ultraviolette a 230, 260 et 280 nm. La concentration d’ADN est

déterminée par une mesure effectuée a 260 nm contre un échantillon appelé « blanc ».

Les protéines et les acides nucléiques absorbent la lumiere dans la plage des ultraviolets

dans des longueurs d’onde comprises entre 210 et 300 nm.
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* L’absorbance maximale de solutions ADN est fixée a 260 nm (DO, 60). Une unité

d’absorbance a 260 nm correspond a :

- Une solution d ADN double brin a 50 pg/ml
- Une solution d'ADN simple brin a 37 pg/ml

La quantit¢ d’ADN total contenu dans I’¢échantillon sera alors égale a 50 x DO, ug/ml pour

I'ADN double brin ou a 37 x DO, pg/ml pour I'ADN simple brin.

* L absorbance maximale de solutions a base de protéines est de 280 nm (Dozgﬂ)’ alors

que les solvants ou les sels chaotropiques (utilisés dans 1’extraction des acides nucléiques)

absorbent idéalement dans I’'UV a 230 nm (DO, ) (Manchester, 1996).

Deés lors, les solutions d”ADN absorbent partiellement la lumiére a 280 nm, tandis que
les solutions de protéines 1’absorbent partiellement a 260 nm. Le ratio entre les valeurs a 260
nm et a 280 nm (A4260/4280) (DO) fournit une estimation du degré de pureté d'une solution
d'ADN. Ainsi, le rapport A260nm/A280nm constitue un moyen d'apprécier une éventuelle

contamination de la solution d'ADN :

- Un rapport compris entre 1.8 et 2 correspond a une solution pure d'ADN :
- Un rapport inférieur a 1,7 est le signe d'une contamination par des protéines ;

- Un rapport supérieur a 2 est le signe d'une contamination par ' ARN (Hammani, 2017).

La spectrophotométrie UV des extraits d’ADN a été réalisée grace a un NanoDrop reli¢

a un microordinateur doté du logiciel ND 8000 2.3.2 (photo N° 32 : Annexe N°2).
Avant de mesurer la quantité d’ADN extraite, les surfaces supérieures et inférieures de

spectrophotomeétre sont nettoyées par pipetage de 2 a 3 pl d'eau déminéralisée propre sur la

surface inférieure optique.
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Le bras du levier est abaissé, pour assurer que le piédestal supérieur vient en contact
avec l'eau déminéralisée. Puis, le bras du levier est soulevé et les surfaces optiques sont

essuyées avec un papier absorbant (photo N° 35 : Annexe N°2).

Aprés ouverture du logiciel NanoDrop, l'application des acides nucléiques est
sélectionnée. Un petit volume est utilisé, grace a une pipette calibrée pour effectuer un essai a
blanc (photo N° 34 : Annexe N°2) en déposant 1 pl de tampon EL sur la surface inférieure
optique. Le bras du levier est abaissé et sélectionner 1’application des acides nucléiques,

’option “Vierge” dans le logiciel d'application.

Une fois l'essai a blanc terminé, les deux surfaces optiques sont nettoyées avec un

papier absorbant.

La constante 50 est choisie pour calculer la concentration d’ADN double brin de

I'échantillon a tester.

1 pl d'échantillon d’ADN est déposé sur la partie inférieure du piédestal optique (photo
N° 36 : Annexe N°2) puis le bras du levier est abaissé (photo N° 37 : Annexe N°2), car la
mesure est indépendante du volume, I'échantillon a seulement besoin de combler le fossé

entre les deux surfaces optiques pour une mesure a prendre.

Sélectionner la fonction "mesure" dans le logiciel d'application. Les mesures
d’absorbance, la quantité de I’ADN et les différents rapports de densités optiques sont
directement obtenus grace au logiciel ND 8000 2.3.2. Entre deux échantillons, les 2 surfaces

de mesures sont soigneusement essuyées a 1’aide de papier absorbant.
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I. 2. 3. PCR en temps réel

Cette expérience consiste en la détection de L. monocytogenes et des Brucella spp.
directement dans des échantillons de lait cru par une méthode de biologie moléculaire, au
moyen de la technique d’amplification des génes ou PCR en temps réel. Cette méthode
présente des avantages de sensibilité, spécificité et rapidité par rapport a la PCR

conventionnelle. Les principales étapes de cette expérience sont :

A- Amplification du géne IS771 par PCR en temps réel : pour la détection de Brucella spp.
B- Amplification du gene hly4 par PCR en temps réel : pour la détection de L.

monocylogenes.

A- Amplification du géne I1S711 par PCR en temps réel {(détection de Brucella spp.)

Afin d'éviter des difficultés d'analyse bactériologique, des techniques de biologie
moléculaire, souvent basées sur I'amplification par la Réaction de Polymérisation en Chaine
(PCR), sont utilisées avec succes dans l'identification et le typage des Brucella (Yu et Nielsen,

2010).

* Description du kit utilisé

Nous avons choisi de travailler avec la technologie des sondes fluorescentes en utilisant
le Kit BactoReal® Brucella spp. qui détecte une insertion de la séquence IS7// des espéces :
Brucella melitensis, B. abortus, B. canis, B. ovis et B. suis. 1S711 est caractéristique de
Brucella spp. et apparait en nombre variable (5-38 copies) (kit manufacturers BactoReal® Kit

Brucella spp., 2014).

Ce Kit a été développé et validé par ABI PRISM® 7500 (Fast) instrument (Applied
Biosystems. France), il permet la détection rapide et sensible de ’ADN de Brucella spp. a

partir d’échantillons purifiés de lait.

Un controle positif interne au systéme pour la détection en Cy5 (667 nm) permet de
mettre en évidence les inhibitions de la PCR entrainant des résultats faux négatifs lors de

I"interprétation des résultats due a I’inhibition de la PCR en temps réel.
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Avant de commencer la PCR en temps réel, la hotte et les Pipettes sont décontaminées
régulierement avec de 1’alcool. Puis tous les composants du kit sont décongelés a température

ambiante. Une fois décongelés, les composants sont agités et centrifugés brievement.

Les cycles répétés de congélation/décongélation sont évités et les composants du kit

sont protégés de la lumiére.

*Préparation de mélange réactionnel :
Le mélange réactionnel de 20 pl est composé de :

e 5 ul d'échantillon (ou ADN génomique) contenant de I'ADN de matrice (photo
N 44, 45 : Annexe N°2),

e ctde 15ul de Master Mix (photo N° 42 : Annexe N°2), composé de 3.0 ul d’eau
(Water), 10 pul de DNA Mix reaction (Mix réactionnel d’ADN), 1ul de Brucella
Mix Assay (Amorces et sondes (FAM) pour la détection de Brucella spp) et 1pl
de CR-3 Mix Assay (Amorces et sondes (Cy5) pour la détection de IPC).

I1 faut s’assurer d’avoir au moins un controle négatif (eau sans nucléase), un controle
positif (Controle-DNA (environ 10 000 copies cible/ul) et une extraction négative (extraction

de I’eau a la place de 1"échantillon) inclus par PCR, pour valider |’ interprétation des résultats.

* Pour le Controéle Négatif: 5 ul d’eau sont utilisés sans nucléase a la place de I’échantillon.
* Pour le Contrdle Positif: 1 pl de Brucella abortus est utilis¢ comme contréle positif + 4 pl

H20.

* une dilution au 1 :10 du contréle positif est utilisée et définie comme une seconde valeur
standard (environ 1000 copies cibles/ul), afin de comparer nos résultats méme avec une

quantité faible d’ADN.

Les échantillons positifs (prélevements, controles et amplicons) sont stockés et extraits
du congélateur séparément des autres réactifs et sont ajoutés au mix réactionnel en dernier

pour éviter toute contamination.
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Selon les recommandations du fabricant toutes les analyses PCR sont faites en
duplicate afin d’optimiser la probabilité de détecter des pathogénes et faciliter I’ interprétation

de résultats.

La plaque ainsi préparée est couverte par un film optique adhésif (photo N° 46, 47) et
positionnée dans une centrifugeuse (photo N°48) pour une bréve centrifugation pour faire
descendre toutes les gouttelettes se trouvant sur la paroi des puits de la plaque, puis
positionnée dans un thermocycleur (photo N°51) préalablement chauffé¢ a 50°C. Le

thermocycleur est programmé pour une PCR en temps réel comme suite :

- désignation d’une nouvelle expérience ;
- définition du matériel et méthodes ;
- définition des amorces et sondes utilisées ;

- programmation des échantillons et contrdles (photo N° 49).

* Programmation du profil de température (photo N° 50)

La réaction a été effectuée a une température de dénaturation préliminaire de I'ADN en
20 sec a 95°C, suivie de 45 cycles consistant en 5 sec a 95°C pour la dénaturation de 'ADN,
et 1 min a 60°C pour I’extension d'amorce a médiation de polymérase.

* Finalement, le démarrage de thermocycleur est obtenu par un clic sur le Botton "Run”.

Les paramétres pour une quantification sont :
e Détecteurs:
o FAM-TAMRA pour la détection de Brucella
o Cy5-NONE pour la détection du contréle positif interne (Mix CR-3)

e Référence Passive: ROX

Selon le fabricant, pour valider une interprétation (tableau N° 10), les critéres suivant doivent
étre remplis:
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Tableau N° 10 : Les critéres pour valider une interprétation de la détection de Brucella
(fabricant du Kit BactoReal “Kit Brucella spp., 2014),

Ct/Cp (FAM) Ct/Cp Interprétation
Brucella cible IPC cible
Controle négatif Négatif 36.0+2 Validé
Controle positif (non dilué, 1 ul/PCR) 30.0-33.0 36.0+2 Validé
Ou : Controle positif (dilué au 1:10, 1ul/PCR) | 33.0-36.0 36.0+2 Validé
Contréle négatif d*extraction Neégatif 36.0+2 Validé
Echantillon négatif Neégatif 36.0+2 Validé
Echantillon positif Positif Positif/Négatif | Validé

Ct = Cycle Threshold : Valeur a laquelle la courbe PCR croise le seuil.

Un échantillon est considéré comme positif si le seuil du cycle (Ct) est <40 (Al Dahouk

et al., 2007) en deux séries d’examen.

Lorsque I’analyse est terminée, les résultats sont soit :

1. Signal dans FAM :

— L"ADN de Brucella spp a été amplifié. L échantillon doit étre interprété comme positif.

— La présence d’amplification pour Brucella spp peut entrainer une réduction ou une absence

du signal de fluorescence du controle positif interne (compétition de la PCR).

2. Pas de signal dans FAM :

— Aucun ADN de Brucella spp détecté dans I’échantillon. L’échantillon doit étre interprété

comme négatif.
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B- Amplification du géne hlyA par PCR en temps réel (la détection de L. monocytogenes)

Nous avons choisi de travailler avec la méme marque du Kit en utilisant BactoReal®
Kit Listeria monocytogenes (référence DVEBO00813) qui détecte le géne hlyd de L.
monocytogenes a I’aide d’une sonde spécifique marquée par le fluorophore FAM (530 nm)

(kit manufacturer’s BactoReal® Kit Listeria monocytogenes, 2015).

Ce Kit a été développé et validé aussi sur ABI PRISM® 7500 (Fast) instrument
(Applied Biosystems), il permet la détection rapide et sensible de I’ADN de L. monocytogenes

a partir d’échantillons purifiés de lait.

Un contrdle positif interne au systéme pour la détection dans Cy5S (667 nm) exclut

I’interprétation de faux négatifs causée par I’inhibition de la PCR en temps réel.

La méthode pour I"amplification du géne AlyA de L. monocytogenes par PCR en temps
réel est la méme que celle utilisée pour I"amplification du géne IS711 de Brucella spp par

PCR en temps réel.

L’ADN utilisé pour la préparation du mélange réactionnel dans le cas de L.

monocylogenes est le méme ADN extrait auparavant, parce qu’on préléve seulement Sul de
I’ADN.

La méme méthode de préparation du mélange réactionnel, de désignation d’une
nouvelle expérience, de définition du matériel et méthodes, de définition des amorces et
sondes utilisées, de programmation des échantillons et controles, de programmation du profil

thermique et de démarrage de routine sont utilisés.
La seule différence réside dans le tableau d’interprétation des résultats PCR

(tableau N° 11) ou le Ct de contrdle positif non dilué¢ est 28.0 — 31.0 au lieu de 30.0 — 33.0 et
le Ct de contrdle positif dilu€ est 31.0 — 34.0 au lieu de 33.0 — 36.0.
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Tableau N° 11 : Les critéres pour valider une interprétation de la détection de Listeria
monocytogenes (fabricant du Kit BactoReal " Kit Listeria monocytogenes, 2015),

Ct/Cp (FAM) Ct/Cp Interprétation

L, IPC cible

monocylogenes

cible
Controle négatif Négatif 36.0+2 Validé
Controle positif (non dilué, 1 ul/PCR) 28.0-31.0 36.0+2 Validé
Ou : Contréole positif (dilu¢ au 1:10, 1pl/PCR) | 31.0-34.0 36.0£2 Validé
Controle négatif d*extraction Négatif 36.0+2 Validé
Echantillon négatif Négatif 36.0+2 Validé
Echantillon positif Positif Positif/Négatif | Validé

La méme procédure d’interprétation des résultats par rapport au signal dans FAM est utilisée.
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II. RESULTATS

II. 1. Quantification et controle de la purete de I’ADN extrait obtenue par
spectrophotometrie

Les résultats des mesures d’absorbance, la quantit¢é de I’ADN total extrait des
¢chantillons de lait cru et les différents rapports de densités optiques sont présentés dans le

tableau N° 12 (Annexe N° 3).
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Figure N° 6 : Résultat type de lecture sur NanoDrop de I’échantillon N°55

Les résultats montrent des niveaux de concentration d’ADN extrait et de sa
contamination variables (Figures 7, 8 et 9), et permettent une meilleure lecture des résultats

figurant dans le tableau N° 12 (Annexe N° 3).
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Figure N° 7 : Répartition des concentrations en ADN totaux extraits a partir des
échantillons de lait

Les résultats obtenus (Figure N° 7) montrent que 33% des €chantillons contiennent une
faible quantité d’ADN, correspondant a une concentration d’ADN inférieure a 10 ng/ul. Un
pourcentage similaire d’échantillons soit 29% présentent des concentrations en ADN
comprises entre 10 et 20 ng/ul et 20 a 50 ng/ul. Seuls 6% des échantillons présentent une
concentration en ADN comprise entre 50 et 100 ng/ul, et enfin 3% uniquement des

¢chantillons présentent une concentration en ADN supérieure a 100 ng/pl.
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Figure N° 8 : Répartition des ratios D026 OIDOZ i représentant le niveau de contamination

des extraits d’ADN par les protéines

Les résultats montrent que seuls 23% des échantillons présentent des extraits d’ADN
pures (Figure N° 8), c'est-a-dire non contaminés par les protéines. 11% des échantillons sont

faiblement contaminés par les protéines, ce sont ceux présentant un Ratio DO2 60/DO280

compris entre 1,5 et 1,8. 11% des échantillons sont contaminés par les protéines, leur Ratio

DO, eo/Dozs varie entre 1 et 1,5. Il est & signaler que le niveau de contamination des extraits

0
d’ADN par les protéines est faible pour la totalité des échantillons puisque leur Ratio
DO, /DO, est= 1.

Par contre, le niveau de contamination des extraits d’ADN par I’ARN est généralement
fort. Ainsi, 26% des échantillons sont faiblement contaminés par I’ARN, leur Ratio

DO2 60/D0280 est compris entre 2 et 2,5 ; et 29% des échantillons sont fortement contaminés

par 'ARN, ceux présentant un Ratio DO, oo/DOzsu supérieur a 2.5 (Figure N° 8).
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Figure N° 9 : Répartition des ratios DO, B
des extraits d’ADN par les sels chaotropiques

/DOm présentant le niveau de contamination

Presque tous les échantillons ont montré un ratio DO2sp/DO23¢ inférieur a 1,8 ;: ce qui
confirme le niveau de contamination des extraits d’ADN par les sels chaotropiques. Un seul
¢chantillon est pur, 3% ont un faible niveau de contamination, leur ratio DO»4/DOs13, est
compris entre 1 et 1.8 ; et 20% sont fortement contaminés avec un ratio DO6y/DO739 compris

entre 0 et 0,1 (Figure N° 9).
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II. 2. Amplification du géne IS711 par PCR en temps réel (Détection de
Brucella spp.)

Tous les extraits d”ADN ont fait I’objet d"une amplification génique d’ADN, que ce soit
les prélévements avec un ratio DO»4p/DOag inférieur a 1.8 ; supérieur a 2 ou ceux présentant
une concentration d’ADN inférieure a 10 ng/pl. La limite de détection la plus faible obtenue
par la technique de PCR en Temps Reéel IS7/7 a 2 fg d’ADN a partir des ADN de B. abortus
est rapportée par 1’étude de Bounaadja (2010).

3,08%

H Echantillons positifs

H Echantillons négatifs

Figure N° 10 : Résultats obtenus aprés amplification du géne IS7/1 par PCR en temps
réel

Les résultats (Figure N° 10) montrent que sur les 65 échantillons d’ADN testés, 2
(3,08 %) étaient positifs pour l'infection a Brucella tandis que 63 (96,92 %) étaient négatifs

pour la brucellose, sur la base du test de PCR en temps réel utilisé.

Les échantillons positifs sont les échantillons N° 1 et N° 13.
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Figure N° 11 : Courbes logarithmiques d’amplification de I’'un des 2 échantillons positifs
et des deux contrdles positifs (Signal FAM seulement)
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Figure N° 12 : Courbe logarithmique d’amplification de I’un des 2 échantillons positifs
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L axe de fluorescence est logarithmique et le bruit de fond a été préalablement soustrait

des données par le logiciel, le Ct Threshold pour le signal FAM est de 0,050905.

Les résultats montrent une multiplication de Target 1 (Signal FAM), ce qui signifie que
I’ADN de Brucella spp a ¢té amplifié et I’échantillon est interprété positif. Cependant le Ct
est de 37.97 ce qui suggére que la présence de Brucella spp. est en faible quantité (Figures

Ne 11 et 12).
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Figure N° 13 : Courbes logarithmiques d’amplification de I’échantillon positif, contréles
positifs, négatifs et échantillons négatifs inclus (Signal FAM seulement)
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Figure N° 14 : Courbe logarithmique d’amplification de I’échantillon positif (controles
positifs, négatifs et échantillons négatifs inclus)

Les résultats (Figures N° 13 et 14) montrent une multiplication de Target 1 (FAM) pour
les contrdles positifs (non dilué et dilué), ainsi que pour I’échantillon positif. Pour les autres
¢chantillons la multiplication de Target 1 n’est pas détectable (en-dessous de la valeur seuil).
Les courbes au-dessus de la valeur seuil correspondent a des multiplications de Target 2

(Cy5) de CPL
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Figure N° 15 : Différentes valeurs de Ct des deux échantillons positifs et des controles
positifs et négatifs

Pour les deux échantillons positifs, le Target 2 (CPI) est de 31 au lieu de 36,0 + 2 ce qui
représente une réduction du signal de fluorescence du contrdle positif interne (compétition de

la PCR) lors de la présence d”amplification pour Brucella spp.

Les valeurs Ct de I’amplification de I'IS7/7 par la PCR en temps réel des échantillons

positifs obtenues étaient de 37,97 et de 40,48 (Figure N° 15).
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II. 3. Amplification du géne hlyA par PCR en temps réel (Détection de L.
monocytogenes)

De la méme maniére que pour la PCR en temps réel IS7/71/, tous les extraits d”’ADN ont
fait I’objet d’une amplification du géne Aly A. Les résultats obtenus sont négatifs pour tous les
¢chantillons testés, la prévalence de L. monocytogenes dans les 65 échantillons collectés dans

cette étude est de 0%.
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Figure N° 16 : Courbes linéaires d’amplification des échantillons, des contréles positifs et
négatifs (signal FAM et Cy5)
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Figure N° 17 : Courbes logarithmiques d’amplification des échantillons, des contréles
positifs et négatifs (signal FAM et Cy5)

Les résultats (Figures N° 16 et 17) montrent une multiplication de Target 1 (Signal
FAM) seulement pour les controles positifs (dilués et non dilués) ce qui signifie que I’ADN
de L. monocytogenes de contrdle positif a €t€¢ amplifié. Cependant les échantillons ne
présentent aucune multiplication de Target 1 (Signal FAM), signifiant qu'aucun ADN de L.
monocytogenes n’a été détecté dans I'échantillon. Les échantillons sont interprétés comme

négatifs.

Par contre, il est observé une multiplication de Target 2 (Signal Cy5) pour tous les
¢chantillons, ce qui signifie que le signal positif du contrdle positif interne exclut la possibilité

d’une inhibition de la PCR (Figures N° 16 et 17).

L’axe de fluorescence est logarithmique et le bruit de fond (valeur seuil) a été
préalablement soustrait des données par le logiciel, le Ct Threshold, le signal FAM est de
0,279851.

Le Ct Threshold pour le signal CyS5 est de 0,042584.
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I11. DISCUSSION

III. 1. Quantification et contrdole de la pureté de I'’ADN extrait obtenue par
spectrophotométrie

Les quantités d’ADN extrait a partir des échantillons de lait étaient faibles (< 50 ng/pl)
pour 59 des 65 échantillons testés. Ces faibles concentrations d’ADN s’expliqueraient
probablement par les faibles charges bactériennes des prélevements. Bien que 21 échantillons
contiennent une quantité d’ADN tres faible < 10 ng/ul, cette quantité reste cependant
détectable par le Nanodrop qui présente un seuil de détection d’ADN de 2 ng/pul (Lemonnier,
2015).

La quantit¢ d’ADN du premier €chantillon positif pour la détection de Brucella spp.
(Echantillon n°1) était de 19,76 ng/pl. celle du deuxiéme échantillon positif (Echantillon
n°13) était de 27,51 ng/pl, notre étude présente done un seuil de détection plus intéressant que
le seuil détectable par le Nanodrop, ce qui permet de bénéficier d’un nombre élevé de copies
de la séquence IS7/] dans le génome, bien qu'une copie d’ADN de Brucella correspond a

environ 5 fg (Queipo-Ortuiio et al., 2005),

Ces deux quantités d”’ADN (19,76 ng/ul et 27,51 ng/ul) sont supérieures aux limites de
détection plus faibles relevées dans des études précédentes ; 1'une de 2 fg d’ADN de B.
abortus dans I"étude de Bounaadja (2010) qui utilise la PCR en temps réel IS7/1/, et I’autre de
7,5 fg d’ADN de B. abortus avec une PCR en temps réel mise au point par Newby et al.,
(2003).

La pureté des extraits d’ADN jugée a travers les ratios de densité optique, est qualifiée
de trés bonne pour la contamination par les protéines, mais relativement mauvaise pour la
contamination par les ARN. En matiére de contamination par les sels chaotropiques (utilisés
pour I’extraction), la pureté est qualifiée de trés mauvaise. Ces résultats, sont similaires a ceux

observeés par d’autres auteurs tels que ceux de Pagneux, (2011) et Boudaoud, (2015).
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III. 2. Amplification du géne IS711 par PCR en temps réel (Détection de
Brucella spp.)

Brucella a toujours été présente en Algérie et les principaux plans de lutte contre cette
maladie reposaient principalement sur la détection de bovins infectés par des techniques
sérologiques, suivie de l'abattage de ces animaux, depuis le lancement du programme de lutte
contre cette maladie (1995). Cependant, pour réussir l'isolement, la concentration bactérienne
doit étre supérieure a 1000 UFC/g ou ml, mais l'infection peut étre acquise avec 100 UFC
(Martinez ef al., 2008a ; Martinez ef al., 2008b ; Szulowski ef al., 2013). En raison de la trés
faible dose infectieuse, Brucella est une infection facilement acquise au laboratoire, et des
laboratoires de biosécurité de niveau 3 sont recommandés pour la culture de toutes les
zoonoses a Brucella spp. qui infectent le bétail (Schwarz ef al., 2015). L’examen sérologique
est important dans le diagnostic de routine de la maladie. Cependant, aucun des tests
sérologiques n'a la capacité de différencier avec 100% les anticorps induits par une
vaccination récente contre la brucellose et les anticorps induits par une infection naturelle
(OIE, 2016 ; Godfroid ef al., 2010). Une autre lacune avec la sérologie est la difficulté¢ de
distinguer entre les réactions sérologiques dues a l'infection a Brucella et celles dues a des
bactéries a réaction croisée comme Yersinia enterocolitica O : 9 (OIE, 2016 ; Godfroid et al.,

2010).

Des méthodes de détection d'ADN telles que la Réaction en Chaine de Polymérase
(PCR), (PCR nichée, PCR en temps réel, PCR multiplex) et la technique LAMP (test
d’amplification isotherme par médiateur de boucle) sont maintenant utilisées pour la
recherche et la confirmation de la détection de la brucellose chez les bovins (Soleimani ef al.,
2013 ; Dhama ef al., 2014, Gupta ef al., 2014). La détection de Brucella au niveau de l'espece
a l'aide de tests PCR en temps réel est également possible a partir d'échantillons cliniques

d'origine humaine et animale (Ali ef al., 2014).

Dans la présente étude, nous étudions la présence d'ADN de Brucella dans des
échantillons de lait, nous avons choisi d'analyser tous les échantillons avec des amorces
ciblant la séquence d'insertion /57717, car elle est spécifique et est une méthode trés sensible

pour la détection certaine du genre Brucella (Bounaadja et al., 2009).
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Cette étude a révélé que sur les 65 échantillons de lait de vaches séronégatives, 3.08%
(n = 2) étaient positifs par qPCR pour I'ADN de Brucella avec des valeurs Ct comprises entre
37,97 et 40,48. Les résultats obtenus dans cette étude confirment que bien que I'excrétion
bactérienne du lait était faible, elle reste cependant suffisante pour induire une infection. La
consommation de produits laitiers non pasteurisés provenant d'animaux infectés par Brucella
est la voie d'infection humaine la plus fréquente en général. Ainsi, |'utilisation de la

pasteurisation du lait réduit la transmission de Brucella aux humains (Rubach er al., 2013).

La prévalence de la contamination des laits crus par des Brucella spp. dans cette étude
¢tait inféricure a celles des études antéricures obtenues réalisées par Raies Ul Islam ef al. al.,
(2013), Lindahl Rajala ef al., (2017) et Hini¢ et al., (2009). Ces mémes auteurs ont noté des
taux de contamination similaires de cas positifs parmi leurs troupeaux examinés avec 11,23%,

11.8% et 11,1% respectivement.

Les différences enregistrées entre les résultats de la sérologie et ceux de la PCR
observés dans la présente étude indiquent que le nombre réel de bovins infectés par Brucella
dans la zone d'é¢tude est sous-estimé par le dépistage sérologique. Des résultats sérologiques
faussement négatifs ont été rapportés précédemment (Mailles ef al., 2012 ; Al Dahouk et al.,
2003 ; Godfroid ef al., 2002) et I"une des explications avancées serait la diminution des titres
d'anticorps avec le temps (Godfroid ef al., 2010). Ainsi, les animaux testés séronégatifs dans
la présente étude, mais qui ont ¢té testés positifs par gPCR, auraient pu étre exposés a
Brucella et étre devenus séronégatifs aprés entrée de la maladie dans la phase chronique. De
méme, si I'on échantillonne & un stade précoce de l'infection, c'est-a-dire dans les 14 premiers
jours, la réponse immunitaire humorale n'a pas encore induit de niveaux détectables
d'anticorps dans 'hote (Gardner ef al., 2000). De plus, les individus infectés in utero ou au
début de la période postnatale peuvent étre infectés de maniére latente et donc ne jamais
devenir séropositifs (Corbel, 2006). On estime qu'environ 3,5% des vaches infectées donnent
des descendants infectés latents (Saegerman ef al, 2010). En outre, MacMillan (1990) a
rapporté que l'antigéne RBT pourrait se détériorer lors des cycles répétes entre le réfrigérateur
et la température ambiante pendant ['utilisation. Ces tests sérologiques ont leurs limites,

surtout apres que la maladie soit entrée dans la phase chronique, car l'aspect le plus important
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de I'écologie de Brucella est leur capacité a établir une niche réplicative intracellulaire et a

rester protégée des réponses immunitaires de I'hote (Bargen ef al., 2012).

Cela pourrait expliquer en partie la différence entre la sérologie et les résultats de qQPCR
observés dans la présente étude. Hypothétiquement, la différence entre la sérologie et les
résultats de qPCR pourrait étre provoquée par une vaccination précédente contre la brucellose
comme rapporté dans une étude en Egypte ou les bovins vaccinés avec RB51 étaient testés
négatifs par la sérologie mais positifs par gPCR (Gwida ef al., 2016). Mais ce n’est pas le
cas dans la présente étude, ou les échantillons de lait ont été prélevés sur des vaches laitieres
soumises au programme national de contrdle de 1995 selon lequel les bovins ne sont pas

vaccinés contre la brucellose.

Dans cette €tude, le seuil de positivité Ct correspond a 37,97 et 40,48. Ce résultat est en
accord avec les résultats présentés par Bounaadja et al .. (2009) qui ont fixé le seuil de
positivité Ct a 40 pour la PCR en temps réel IS7/] qui correspond a une sensibilité de

diagnostic de 72,6% et une spécificité de 99,4%.
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II. 3. Amplification du géne hlyA par PCR en temps réel (Détection de L.
monocytogenes).

L. monocytogenes est un agent pathogéne d'origine alimentaire responsable de la
listériose chez I'homme, en raison de sa présence dans les aliments crus et préts a consommer
qui sont conservés a la température de réfrigération (Filiousis et al., 2009; Pesavento ef al.,
2010 ; Shi et al., 2015). L. monocytogenes est la seule espéce du genre Listeria a éEtre
considérée comme pathogeéne chez I'homme (Snapir ef al.. 2006). Elle a été impliquée dans
l'infection d'origine des échantillons de l'environnement tels que le sol, I'eau, le fumier et la

végétation (Strawn et al., 2013).

Les principales voies de contamination des animaux (en particulier les animaux de
rente) sont I'ensilage (Welchman er al., 1997) et les animaux eux-mémes. Les animaux
porteurs excrétant L. monocytogenes contribuent a la dispersion du pathogene dans le sol et la

nourriture du bétail, créant ainsi un cycle continu de transmission féco-oral (Ho et al., 2007).

Dans la grande majorité des cas humains, l'infection est le résultat de la consommation
d'aliments contaminés (Fenlon er al., 1996). Le lait constitue un des principaux vecteurs de
transmission des Listeria ; plus particulierement le lait cru de vaches en raison de sa large
consommation. Un lait cru contaminé utilisé en fabrication fromagére, particuliérement ceux a
pate molle, a crotite fleurie ou a croite lavée, favorise la multiplication de Lisferia au cours de
I’affinage. L. monocytogenes peut étre isolée a partir des fromages a pate molle ou semi
molle, a pate persillée, a pate pressée ou a pate fraiche (Copes er al, 2000; Millet ef al.,

2006).

La listeria est tuée, comme toutes les autres bactéries par la pasteurisation. Mais une
contamination peut ensuite survenir a tout moment, par l'environnement ou par contact avec
un autre aliment contaminé : il faut savoir que la Listeria se multiplie entre 4° et 45° et est

capable de survivre aux températures de congélation (Kaismoune, 2009).
Les recherches menées sur la microbiologie du lait cru indiquent que la contamination

par L. monocytogenes varie en général entre 0 et 45,3% depuis la collecte du lait jusqu’au

consommateur (Prasad et Gupta, 1990). Cette fréquence est également liée au type de saison.
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En Algérie, I’ Arrété interministériel du 2 Moharram 1438 correspondant au 4 Octobre
2016 fixant les critéres microbiologiques des denrées alimentaires, fixe les limites
microbiologiques de L. monocytogenes des laits et des produits laitiers et notamment des laits

crus et des sous-produits laitiers a base de lait cru & 100 UFC/ml (JORA, 2017).

La méthode traditionnelle de détection de cet agent pathogéne d'origine alimentaire
prend du temps; consistant en des étapes d'enrichissement, de repiquage sur des milieux
sélectifs et d'incubation pendant une période de 48 a 72h. De nos jours, la méthode
moléculaire par PCR a été donc la plus largement utilisée dans diverses études parce qu'il
s'agit d'une procédure rapide avec une sensibilité et une spécificité pour la détection rapide et
l'identification de bactéries pathogenes spécifiques de différentes sources (Sayed et al., 2009;

Dharmendra ef al., 2013 et Jamali et al., 2013).

Plusieurs systémes de réaction en chaine de la polymérase (PCR) pour la détection de L.
monocytogenes ont €té décrits, ciblant principalement les génes de virulence tels que ceux
codant pour inLA et hly4 (Dharmendra ef al., 2013). En 2006, Burtun et Blais ont étudi€ la
fréquence du geéne HlyA dans L. monocytogenes isolé des aliments, ainsi que les échantillons
environnementaux et cliniques par la méthode PCR. La présence ou l'absence de certains
genes de virulence sont de bons indicateurs du niveau de virulence des souches de Listeria
(liu et al., 2007). Le géne hlyA est utilisé comme cible de la PCR car il est spécifique de

l'espéce a identifier L. monocytogenes (Day et Basavanna, 2015).

Dans la présente étude, nous avons étudié la présence d'ADN de L. monocytogenes dans
les échantillons de lait, pour ce faire, nous avons choisi d'analyser les échantillons avec des
amorces ciblant le géne de virulence hlyA, codant pour le facteur de virulence, la

lystériolysine O (LLO).
Cette étude a révélé des résultats négatifs pour la détection de L. monocytogenes dans

tous les 65 échantillons de lait analysés, la prévalence de L. monocytogenes dans les 65

échantillons collectés dans cette étude était de 0%.
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L'absence de L. monocytogenes dans nos échantillons de lait cru analysés est en accord
avec les résultats réalisés par Al Kassaa et al., (2016). Des études effectuées en Italie et en

Suisse ont montré également des résultats négatifs (Ha e al., 2002; Jemmi et Stephan, 2006).

Nos résultats sont inférieurs a ceux d’autres études réalisées dans d’autres pays comme
la Turquie et la Corée, ou la prévalence était de 6% pour le premier cité (Vardar-Unlii e al.,
1998), et de 2% pour le second (Ha et al., 2002; Jemmi & Stephan, 2006). En Europe, la
prévalence de la listériose a augmenté de 19% entre 2008 et 2009 (EFSA, 2011). Cette
augmentation était principalement survenue chez les personnes de plus de 65 ans (58%)
(Goulet ef al, 2008). En 2009, 73 cas ont ¢té¢ rapportés en Suéde (SVA., The National
Veterinary Institute, 2011). En France, le taux d'incidence était estimé a cinq cas par million
d'habitants en 2009 (Institut de veille sanitaire, 2009). En Espagne, la prévalence était 2,9%
en 2001 (Soriano ef al., 2001). La prévalence de la listériose est de 6,5% aux Etats Unis (Van
Kessel, 2004), 13 % au Brésil, 12 % au Canada (Jemmi & Stephan, 2006) et 2,2% en Iran
(Moshtaghi et Mohamadpour, 2007).

Aux Etats-Unis, des enquétes ont indiqué que L. monocytogenes était présente dans
environ 4% des échantillons de lait cru examinés, ainsi que dans des laits non pasteurisés et
des fromages préparés a partir de produits laitiers non pasteurisés (Washington ef al., 2006).
En 2000, Waak ef al., ont étudié l'incidence des especes de Listeria dans le lait entier cru
provenant des cuves a lait de ferme et du lait cru de stockage d'une laiterie suédoise. L.
monocytogenes et L. innocua ont ¢té retrouvées dans 1,0% et 2.3 % des 294 échantillons de

lait de réservoir de ferme (Waak et al., 2002).

En Algérie, peu d’études ont été réalisées pour estimer la prévalence de Listeria spp.

dans le lait cru de bovin :

- Bellouni (1990) a décrit 11 souches de Listeria, dont 2 L. monocytogenes a partir de
87 placentas de bovins, et 1 souche de L. innocua a partir de 16 fromages analysés.
- Lebres et Mouffok, (2000), ont décrit 10 souches de Listeria dont 7 L. monocytogenes

a partir de 419 échantillons de denrées alimentaires autres que le lait.
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- Lebres ef al, (2004) ont décrit 28 souches de Listeria dont 10 L. monocytogenes a

partir de laits crus. Le méme auteur a décrit un taux de 3,20% de Listeria dont un taux

de 1,90% de L. monocytogenes a partir de laits crus (Lebres, 2006).

- L étude réalisée par Hamdi er al., (2007) a révélé une prévalence de 2.61 % de L.
monocytogenes dans 153 échantillons de laits de ferme récoltés dans les régions d’Alger et
Blida.

- Boubendir (2012), a noté que six échantillons de lait étaient contaminés par Listeria
spp. sur 104 échantillons de laits crus analysés; soit un taux de contamination de 5,77 %.

- Dans une autre étude, réalisée sur des aliments autres que le lait cru de vaches, menée
par Bouayad et Hamdi, (2012) sur des produits préts a consommer, dans la région d’Alger, ils
ont observe la présence de Listeria spp. dans 21 échantillons sur un total de 227. Parmi les 21
échantillons Listeria-positifs, ils notent 06 cas de L. monocytogenes, 11 de L. innocua, 03 de

L. ivanivii et 01 de L. welshimeri.

D’autre part, des cas de la listériose humaine en Algérie ont été décrits par quelques auteurs:

- Le premier cas clinique de listériose humaine a été décrit par Benallégue ef al., (1967).
- Naim (1987) a observé 1 cas humain a I’'Hopital Central de I’Armée d’Alger.
- Ramdani-Bouguessa et Rahal (2000), 2 cas de listériose néonatale.

- Naim (Hopital Central de 1I’Armée d’Alger - 2000) a observé 1 cas humain.

Méme si L. monocytogenes cause relativement peu de cas de maladie humaine en
Algérie et dans le monde, elle reste cependant un probleme majeur de santé publique, car elle
est trés répandue et est présente chez de nombreux animaux, produits alimentaires, matiéres
premiéres et environnement. La transmission classique de L. monocytogenes se fait via la
consommation d’aliments contaminés par ce germe. Les aliments les plus a risques sont ceux
a base de lait cru, la charcuterie, les légumes crus, ainsi que les plats préparés sans recuisson
(Porto-Fett ef al., 2013). En comparaison avec d’autres pathogenes responsables d’infections
d’origine alimentaire, la listériose a une incidence faible, mais conduit a une fréquence
d’hospitalisation et un taux de mortalité élevés. Un dernier rapport du Centre de contréle et de
prévention des maladies (CDC) a estimé a 1 455 le nombre d'hospitalisations et 255 décés par
an aux Etats-Unis (Scallan ef al., 2011). En effet, environ 25 & 30% des personnes atteintes de

listériose déceédent, ce qui en fait une des plus fréquente cause de déces dii a une
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contamination alimentaire. Pour cette catégorie de maladie, elle est la deuxiéme cause de

mortalité juste aprés la salmonellose en France (Vaillant ef al., 2005).

L'absence de L. monocytogenes dans nos ¢chantillons de lait cru analysés et dans ceux
ayant des résultats similaires cités ci-dessus peut étre due a des conditions défavorables pour
sa colonisation et sa multiplication. Un ensilage bien acide conservé peut étre un des facteurs
qui explique I’absence de L. monocytogenes chez les bovins (Bemrah ef al., 1998). En effet,
selon les analyses statistiques de Vilar et al., (2007), la relation entre la mauvaise qualité de
I’ensilage (due au pH élevé) et la présence de L. monocytogenes dans ['ensilage sont
confirmées. Ils notent des taux d’isolement de 29.5 % contre 6,2 % pour un pH au-dessus ou
en dessous de 4.5 respectivement. Ces observations sont aussi confirmées par de nombreux
auteurs qui ont montré une augmentation du portage des Listeria spp. en hiver et au printemps
(d’octobre a juin, suivant les pays), époques ou les animaux, suivant les techniques d’élevage,
sont nourris avec de I’ensilage le plus souvent. Le portage de Listeria spp. existe dans la
plupart des troupeaux (vaches), avec un taux variant entre 0.5 a 10 % des animaux, suivant les

saisons (AFSSA, 2000).

Jaradat et al., affirment, dans leur travail, que la majorité¢ des cas de contamination
animale par L. monocytogenes apparait dans les régions géographiques froides telles que les
pays Nord-Ameéricains et les pays Nord-Européens (Jaradat ef al., 2002). Ce phénomene peut
étre expliqué par ’accroissement des risques de contamination pendant la stabulation des
animaux (Nightingale er al, 2005). L’utilisation des ensilages durant 1’hiver pourrait

¢galement expliquer [’augmentation des cas de contamination sur cette période.

[.’absence de L. monocytogenes dans nos échantillons peut étre due a la période de
prélevement des échantillons, prélevés durant 1’été d’une fagon aseptique évitant ainsi la
contamination du lait par des listeria de I’environnement, a la présence de bactériocines
secrétées par des bactéries lactiques appartenant a la flore intestinale des bovins, ou bien a la

bonne santé des bovins sélectionnés.

Plusicurs recherches conduites ont confirmé ['effet inhibiteur des bactériocines
produites par les souches d’Enterococcus contre la croissance et le développement des

Listeria (Elotmani et al., 2002 ; Laukova et Marekova, 2002 ; Achemchem et al., 2004).
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La listériose de [I’homme est présente dans les pays industrialisés mais il semble qu’elle
est quasiment absente des pays en développement. Outre les différences existant dans les
moyens de diagnostic et de surveillance sanitaire, cette répartition géographique s’expliquerait
par une meilleure hygiéne et par la généralisation de la chaine du froid dans les pays
développés. En effet, de maniére paradoxale, il semble que ce soit la bonne hygiéne des
procédes de fabrication et le développement de la chaine du froid qui soient a I’origine d’une
augmentation des cas de listériose observée depuis une quarantaine d’années (FAO/OMS,

2002).

L’augmentation de I'incidence des listérioses humaines dans les pays Nord-Américains
et Nord-Européens pourrait s’ expliquer par le vieillissement de la population, 1’augmentation
du nombre de personnes immunodéprimées (cancéreux, malades greffés...), I'évolution des
habitudes alimentaires privilégiant les plats préparés, la consommation importante d’aliments
a risques (fromage au lait cru, charcuterie) et l'augmentation des dates limites de

consommation (Desneux, 2015).
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CONCLUSION

En plus de satisfaire les besoins de la population par le biais de 1'importation de lait en
poudre, 1" Algérie doit assurer la fourniture d’un lait cru de bonne qualité hygiénique pour
préserver la santé du consommateur.

A I'état sain, la séerétion lactée produite dans la mamelle est stérile. La présence de
germes dans le lait est généralement un signe d"une infection de la glande.

Les mammites constituent une entrave a 1’essor de la production laitiére. Elles revétent
une importance hygiénique et surtout économique certaine. Elles entrainent aussi bien des
altérations quantitatives que qualitatives du lait. De méme, la présence des germes pathogénes
constitue une véritable menace pour la santé publique. Les cotts du traitement, la chute de
production et les réformes anticipées des vaches entrainent de lourdes pertes économiques

pour le producteur.

L’ objectif de cette étude est de détecter la présence des Brucella spp. chez des vaches
laitieres testées auparavant séronégatives et de Listeria monocytogenes dans le lait cru dans la
région de Batna.

Les résultats obtenus ont révélé la présence des Brucella spp. dans 2 des 65 échantillons

analysés soit une prévalence des Brucella spp. de 3,08%.

Notre étude a confirmé que la technique de PCR en temps réel IS71] est un outil
intéressant pour la détection de Brucella dans le lait cru, car elle permet d’éviter les faux
positifs liés aux souches apparentées génétiquement. Cette technique permet également la
détection de toutes les especes et biovars de Brucella testées.

Disposer d’une telle technique de PCR en temps réel suffisamment sensible pouvant
étre utilisée comme outil de diagnostic de la brucellose dans les conditions du terrain est une
avancée technologique décisive puisque la sérologie basée principalement sur I’antigéne LPS
présente un défaut principal de spécificité, majoritairement avec Yersinia enterocolitica O :
9 ; et que la bactériologie, bien que nécessaire pour I’isolement de la souche impliquée dans
I’infection demeure une méthode longue et lourde.

Notre travail a ¢galement montré 1’absence de L. monocytogenes dans les échantillons

de lait cru analysés, la prévalence de L. monocytogenes dans les 65 échantillons analysés dans
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cette étude est de 0%. La méthode utilisée est la détection du géne hlyA spécifique d’espéce,

par la technique PCR en temps réel, qui est une méthode rapide, sensible et spécifique.

L.’absence de L. monocytogenes dans les échantillons pourrait étre liée a la bonne santé
des bovins sélectionnés, ou bien au fait que les prélevements aient été réalisés de fagon
aseptique, ce qui a permis d’éviter la contamination du lait par des listeria de
I’environnement. En fait, on considére que L. monocytogenes est trés répandue dans les pays
industrialisés, et rare en Afrique du nord et en Algérie, ceci serait di & un manque de moyens
de diagnostic et de systéme de surveillance de cette bactérie.

L.’augmentation de la présence de L. monocytogenes dans les aliments et I’augmentation
des sujets a risque posent un vrai probléme de santé publique. Une surveillance réguliere des
produits alimentaires susceptibles d’étre a l'origine d’une contamination, semble étre
nécessaire pour assurer la qualité et la salubrité des aliments.

La listériose est un probléme majeur de santé publique, elle a des retombées négatives
sur plusieurs secteurs sociaux et économiques.

En conclusion, la prévention de la brucellose et de la listériose doivent faire I’objet d’un
effort communautaire associant les responsables de la médecine vétérinaire et de la santé
publique. L utilisation systématique de techniques moléculaires telles que la technique de
PCR en temps réel permettrait de dépister tous les animaux pouvant étre a ["origine d’une

contamination humaine et leur élimination des circuits de consommation.
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RESUME

Résumé
Brucella spp. et Listeria monocytogenes sont des bactéries capables de se multiplier

dans des compartiments intracellulaires. L’éradication des infections provoquées par ces

bactéries exige la réalisation d’un bon diagnostic de laboratoire.

Dans le cadre de cette thése, nous nous sommes intéressés a évaluer la présence de L.
monocytogenes et Brucella spp. dans le lait cru de vaches Brucella-séronégatives par ['usage

de la technique de PCR, qui permet un diagnostic rapide, sensible et spécifique.

Dans le but de détecter la présence des Brucella spp. dans le lait cru, la PCR en temps
réel a été utilisée en ciblant le géne [S771 (séquence répétée du génome). La PCR en temps
réel se révele plus rapide et plus sensible que les tests sérologiques, et la cible IS7/1/ offre une
meilleure sensibilité. Les résultats obtenus ont réveéle la présence des Brucella spp. dans deux

échantillons des 65 échantillons analysés, soit une prévalence de 3,08%.

La listériose est une anthropozoonose due a L. monocytogenes, seule espeéce pathogene
pour ["’homme. Cette infection de transmission essentiellement alimentaire, se contracte par
les denrées alimentaires destinées a étre consommeées directement sans subir une cuisson ou
une autre transformation efficace. Les aliments les plus fréquemment incriminés dans les
¢pidémies de listériose sont des produits alimentaires préts a consommer comme certaines
viandes ou les produits laitiers non pasteurisés. stockés pendant une longue durée, méme a
I"état réfrigéré. C’est d’ailleurs pour cette raison que L. monocytogenes est utilisée comme

indicateur d’hygiéne dans toutes les étapes de la chaine de transformation alimentaire.

Compte tenu de ["'importance de cette espece et I'impact sanitaire qu’elle représente, ce
sujet vise a évaluer la présence de L. monocytogenes dans le lait cru par la détection de gene
hivA par la méthode de la PCR en temps réel. Les résultats obtenus étaient négatifs pour tous
les échantillons analysés, la prévalence de L. monocytogenes dans les 65 échantillons

collectés dans cette étude est de 0%.

Mots clés : Lait cru, PCR en temps réel, Brucella, Géne 1S711, Listeria monocytogenes, Géne

hlyA,

146



uaidla

by LA Jah o)l A& 8l e 3 06 Brucella spp. s Listeria monocytogenes s »Sdll
A_pé‘)nnua_.gmﬁwlad‘}mh L sl aaﬂwu:ﬂ'ld_,;\ahdhaﬁu'l

DAY sl 8 Brucella spp..s Listeria monocytogenes 25> axils () saiga (ad ¢ dag kYl sda b
Asily dilaie B Sl

oaoal Uadll @k ydlly il gl el Al e g 12 e Sy Brucello spp.osis 6 sisg

Ops ilagiul JMA e Al 8l 8 PR aladdul o3 ¢z Ul culall 3 Brucella spp. s o <aiSl)

i g ¢ liadl) ol JLEAYI e Dulin S5 ¢ sl g8 PCR Aial) <l 3 (agind) o Sie Jubid)iS717

& de 65 On Osibe JBrucella spp. S5y 08 CidS lgle Jpeanll o3 A @il Juadl duilials711
APAREN

2 aaal andll & il s8¢ Listeria monocytogenes 4w @) <iligysrg Y1 e)a saListeriosis

O30 8 pdlie OGO sanad) 40130 S gal) Gask e JsY) AEal 8 Adel) LlE ) el JEmm o

3oals ekl &l jicalll (i ye 38 3 1S KN 40V ) LAY Aladl) dadad) o okl ¢ gl

e e S 1 ¢ gl A5 (S ) G chatia ] sl 8 galll s (B SRS

Adu ol jo s (B Alall sl (35S [steria monocytogenes pxdiv cund) gly | &g s yo 4
AdeY) jeas

Listeria 355 auii I & sagall 13 Cargs ¢ aling 3l aall S5 <l il o g gill 130 daal T ki

| sl ¢l 3 pCR AL sl ddaud 1 Gpall (e RS 35k e 7 Ul caulsll & monocytogenes

Listeria monocytogenes il Gl Ul ¢ Lellad &3 Sl Gliall anead dple GilS gle J gaall &5 3
S0 s Al yall oda & Lgmaas o3 ) 651 iliall 8 [isteria monocytogenes

¢ 15711¢pa) ¢ PCR Sasiall Cigl b Brucella spp. osiad saadl adSlly ¢ o sUall culall: dpatial) cilalsl
< hlyA (s ¢ Listeria monocytogenes ( Bas (e <aiSll

147



ABSTRACT

Abstract

Listeria monocytogenes and Brucella spp. are bacteria capable of multiplying in
intracellular compartments. The eradication of infections caused by these bacteria requires the
achievement of a good laboratory diagnosis.

In this thesis, we are interested in evaluating the presence of Listeria monocytogenes
and Brucella spp. in raw milk from Brucella-seronegative cows through the use of a rapid,
sensitive and specific diagnosis.

The genus Brucella includes 12 species infecting animals and accidentally humans. For
the purpose of detecting the presence of Brucella spp. in raw milk, real-time PCR was used by
targeting the IS7// gene (repeated sequence of the genome). Real-time PCR is faster and
more sensitive than serological tests, and the IS7/7 target offers better sensitivity. The results
obtained revealed the presence of Brucella spp. in tow samples of 65 samples analyzed, so the
prevalence of Brucella spp. in the 65 samples collected in this study is 3,08%.

Listeriosis is an anthropozoonosis caused by Listeria monocytogenes, the only
pathogenic species in humans. This primarily food-borne transmission infection is contracted
by foodstuffs intended to be consumed directly without undergoing cooking or other effective
processing. The foods most frequently implicated in listeriosis outbreaks are ready-to-eat
foods such as certain unpasteurized meats or dairy products (raw milk case) stored for a long
time, even if refrigerated at 4 ° C. It is for this reason that Listeria monocytogenes is used as
an indicator of hygiene in all stages of the food processing chain.

Given the importance of this species and the health impact it represents, this subject
aims to evaluate the presence of Listeria monocytogenes in raw milk by the detection of hlyA
gene by the real-time PCR method. The results obtained were negative for all the samples
analyzed, so the prevalence of Listeria monocytogenes in the 65 samples collected in this
study is 0%.

Keywords: Raw milk, Specific detection of Brucella genus, Real-time PCR, IS71] gene,
Specific detection of Listeria monocytogenes, Gene hlyA,
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ANNEXES

Annexe N° 1

a. Agrément et rapport d’essai du laboratoire vétérinaire régional de Constantine pour
I’exploitation N°1

—

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUL ET POPULAIRE

MINISTERE DE L'AGRICULTURE ET DU DEVELOPPEMENT RURAL ET DE LA PECHE
WILAYA DE..icceniiinnceeiennsn e BATNA i,

DIRECTION DES SERVICES AGRICOLES DE LA WILAYA DE BATNA

INSPECTION VETERTINAIRE DE LA WILAYA

NS5 039, 0ce0s /IVW/2016

AGREMENT SANITAIRE D'UN ELEVAGE BOVIN

TYPE DE L’EXPLOITATION [_n_) @

La durée de validité est de 0 6 mois

Je soussigné (e) docteur...~....N°A.V.N......90150 ............................
Grade ...DOCTEUR VETERINAIRE ...Avoir inspecté ce jour le ......28/11/2016.............
L’¢établissement d’élevage bovin appartenamt a ..... Sl ..........
Adresse...cicaeiiiians . DJERMAL, ... sevsanee R T L T T T T Ty I Tevu—

Statut social de "établissement (1)...cooiiiiuannnn. . Assureé a

....................... police N®............
ATTESTE QUE +*

d’élevage ,sa capacité estlde ....../ oo ificaio .o bovins,
2)-Les bovins sont vaceinés dontre la rage, les diarrhécs néonatales et la fi¢vre a
3)- Cet élevage est indemne de maladies contagieuses, notamant la brucellose et la tuberculose.
4)- Ces animaux sont indemnes de leugose (2) et indemne de mammites (3).
5)- Le nombre de bovins dépistés:/ 2 /1_/ en lettre.......VINGT ET UN
6)- Le nombre de vaches en production laitiére:/_ 0_/ 2 /1_/ en lettre......... VINGT ET UN.......

1)-Cet établissement d’e’lesze est conforme en matiére d’hygiéne et de normes
teuse.

En foi de quoi ,cet établissement est agrée sous le N° :

/0 /5/ 1/8/5/1/3/S/M_/0/0/3/9_/

Fait 4...BATNA.....le 28/12/2016....

Le directeur des services agricoles

- ] L, v
NB/ Ce présent agrément peut 8rre modifié, suspendin annulé dans Ie ¢as ou le statut saniiaire devient défavorabie iLgedr @re nussi sunulé lors de toutes  fraudes coastatées sur la
quentitd et Aa gualité du lait

(1] ¢ privé(p), oifice(0) , frrme pilote(F) cnopdrative(C) socidrd(<)

@ i powr Texploltstion A et B3] pour Fexploltstion A
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/" ™ | INSTTHD 0 NATHONAL [ LA METHECING VETERIN VEKE

fohorvatoire Vitérinaive Réginonal do € pnsrisrine

RAPPORT D’ESSAL

N°Dossiers 3463 Date de réception: 29/11 "nl(v
Référence : 1629/LVRC/ZU16

Vétérinaire

Date de I'échantillonnage: 28/11/2016

ANNEXES

Nom: prénom.: (D

AVN: 0090150 Tel/Fax:

| Adresse: SDA EL MADHER / BATNA

| Propri¢taire |

;-\'nmi I_’ 19!1’1'— 7 - .

~

| Ritison Sociale: Eleveur N7 Aumncm /
| TelV/Fax: ~ Adresse: DJRRMA/ BATNA o -
| Prélevement et échantillon
' Nombre ¢ 21 ; Origipe : Contrdle local
| P.:‘l_‘."\ H sk P‘H[ %
' Wilava : BATNA Commune :DJERVA
Lieu:

ILe résultat du bulletin d*analyse ne concerne que les échantillons soumis & "analyse (Norme EN 17025)

Buctériologie Sérologie

Identifiant: 00200; Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:/: Sexe: Race:

~ Maladie Agent | Technique ~ Résultat Observation |
[Brucellose | Brucella |CAT (Rose Négative ‘ !
| - Bengale ) |

Identifiant: 0146; Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:/: Sexe:r; Racey/

| Maladie | A_gcu_t__ | Technique  Résultat Obscrvation
| Brucellose | Brucelln EAT ( Rose Négative
l | BLngﬂls._ ) | I

Identifiant: 1292; Espece: Bovine: Nature: Sang total: Age:/: Sexe:: Race:

Maladie Agent ' Technique Rcmlt-xF‘" . Obscrvation
M. 7 Facrs ==
| Brucellose Brucella | EAT ( Rose .\-::j__'ui}:/ "_{d\ N
Bengale ) " 2N\

/ e
Ce document ne peut &tre utiliseé, reproduit on communigué 511!: 11{!‘11;“
wMail: Ivr_constantine/@ inmv.edudz  NTTECphone: 03 13”“4\ 'C"

174 !
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ANNEXES

N Dossier 3463

Identifiant: 9704: Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:/; Sexe:: Race:/
P ¢ e

Maladie | Agent Technigue Reésultat Observation
Brucellose | Brucella EAT ( Rose Négative
| Bengale)

| U fidentifiant: 9884: Fspéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:/: Sexe:: Race:/

[ Maladie Agent Technique Résultat Observation
’F]ruc;:llosc Brucella EAT (Rose Négative
Bengale ) |

P } UL_% doa S&U“‘g,\'ina-.—.“

L.‘-lll,,.-—

-

B i

Ce document ne peut étre urilisé, reproduit ou communigué sans autarisation du laboratoire
@Mail: Ivr constantine@inmv.edu.dz  NOTéléphone:031801153 NoFax:031801153

14 111272016
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ANNEXES

b. Agrément et rapport d’essai du laboratoire vétérinaire régional de Constantine pour
I"exploitation N°2
——

ET POPULAIRE
LOPPEMENT RURAL T DE LA PECHE

REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIOQU
MINISTERE DE L'AGRICULTURE ET DU DE
WILAYA DE.ooonereennrsercrnene- BATN A i e
DIRECTION DES SERVICES AGRICOLES DE LA WILAYA DE BATNA
INSPECTION VETERTINAIRE DE LA WILAYA

NO :...045....../IVW/2016

AGREMENT SANITAIRE D'UN ELEVAGE BOVIN
TYPE DE L'EXPLOITATION Bla

La durée de validité est de 0 6 mois

Jesoussigné(e)docteur..._....N"A-V.N ...... 90150 enrernrnrenenanns
Grade ...DOCTEUR VETERINAIRE ...Avoir inspecté ce jourle......04/12/2016
L>établissement d’élevage bovin appartenant a
Adresse..coovarsionannes DIERIMA cuesitininransassnnesrrssssnnsasssssssssnsasnsse seasssananare

Statut social de ’établissement (1) coviiiiinninnes ASSUrE A .oivcivnnsmrione - police N®...iivvieess

ATTESTE OQUE -~

d’élevage ,sa dapacité est de ...... foivivnans f RS /.useesnbovins.
2)-Les bovins so 'tvaccinés contre la rage, les diarrhées néonatales etia fidvre aphteuse.
3)- Cet élevage est indemne de maladies contagieuses, notamant la brucellose et la tuberculose.
4)- Ces animaux sont indemnes de leufose (2) et indemne de mammites (3).
5)- Le nombre de bovins dépistés:/ 3 /2 / enlettre...... TRENTE DEUX....... Race «ooivennnnse
6)- Le nombre de vaches en production laitiere:/ 0_/_3_/1_/ en lettre..... ... TRENTE ET UN...

1)-Cet établissengent d’élevage est conforme en mati¢re d’hygi¢ne et Y normes

En foi de quoi ,cet établissement est agrée sous le N®:

/0 /5 1/ 8/5/1/3/S/A_(0/0/4/5

Fait 4...BATNA.....le 28/12/2010....

e S &
N/ Ce présent agrément peu! Etre modifié, suspendu, anaulé dans le cas eu le statut saniteire devient défavorahle ilpeut-#tre sussi annuld 1ors de toutes frauces constatées sur le

quantité et fla qualité du it
(1) :prive(F), office(0), ferme pilate(F) conpérativeiC] societe(s)

{2) : pour lexplaitation Aer & A3)pour Fexploitation A
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ANNEXES

— NT Dosgier (3684

VA INSIITUT NATIONAL DE EA MEDECINE VETERINAIRY

s Labovarmire Vitérinaire Régional de Constantine
o
\\Z
RAPPORT IPESS A
S .-.n,--l.'f_zb s

N¥Dossier: 3084 Date de réception: 11/12/2016
Référenee : 1707/ LVRC/2016 Date de I'échantilionnage: 03/12/2016

Veétérinaire

o el > " _Pru."lmm:- s o
AVN: 00920150 TelFax:
Adresse: SDA EL MADHER / BATNA
| e S L Lo A I S
I'mpriémiﬁ ] - A
Nom: ol D Prénom: w
| Raison Sociale: Eleveur NTAgrément: / AL el
| Tel/l'ax: o éql'ﬁf\is(fi I)._IFB;\lA BATNA B - o
| Prélévement El_f’l‘h.”lllﬁ“(? ) B -
| Nombre ; 32 Origine : Contrale local '
| Pays: DS
| Wilaya: BATNA Commune ;DJERMA
Lieu:

Le résultat du bulletin d'analyse ne concerne que les échantillons soumis a Manalyse (Norme EN 17025)

[ o s . 4 .
I Bactérinlogie Sérologie

ldentifiant: 25214; Espéce: Bovine: Nature: Sang total: Age:: Sexe.. Race:

Maladie | Agent | Technigue  Résultar Observation |
iBmccl]ose Brucella EAT (Rose Négative i
I \ _ Bengale) | B _

ldentifiant: 25215; Espéce: Bovine: Nature: Sang total: Age:: Sexe:: Ruce:

| Maladie : Agent | Technique _ Résultar | ()hsewarimi: 7
| Brucellose "~ | Brucella EAT ( Rose Négative ‘
!

Bengale ) ‘

Identifiani: 25216: Espéce: Bovine: Nature: Sang total: Age:: Sexe:: Race:

.\lulsnl_irki . A};H. ] Technique T Rc:zpl:al_ .,:j -;'I'_\-_:ilil;ll
Brucellose | Brucella FAT( Rose Negative e >
| Benpnle ) / ) A hO¥
S L3 I W R .

(ol -8 R 1

= L a . | A TG L

Cedocoment ne peat fee urilizé, seproduit ou communigud suns wuk u&iﬂ:m du laboratoire
@ Ml b _consbuniine @ mmveduads  NPTélEphone: U3 TNO1 1% NOEhN 031801153
Nty p " e

AR ES oy .oy
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ANNEXES

N Dossier 3684

Identifiant: 25241; Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:: Sexe:: Race:

[ Maladie Agent Technique | Résultat Observation |

Brucellose Brucella 'EAT ( Rose | Négative \
| _|Bengale) |

Identifiant: 25242: Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:: Sexe:; Race:

A
Maladie Agent Technique Résultat Observation
Brucellose Brucella EAT ( Rose [ Négative
| Bengale )

Identifiant: 25243; Espéce: Bovine; Nature: Sang total; Age:: Sexe:: Race:

Maladie Agent Technique Résultat Observation
Brucellose Brucella EAT ( Rose Négative
Bengale )

Identifiant: 25244; Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:: Sexe:; Race:

Maladie Agent Technique Résultat Observation
Brucellose Brucella EAT ( Rose Négative
B Bengale )

Identifiant: 25245; Espéce: Bovine: Nature: Sang total; Age:: Sexe:; Race:

i Maladie Agent Technique Résultat Observation
Brucellose Brucella | EAT ( Rose Négative
| Bengale )

'\_"‘:i"',!!'l }:‘-1_4_‘\ grs

Jusmm AeaF=adl [

i o \%

= T AVN :94512

Cedocument ne peut &tre utilisé, reproduit ou communiqué sans autorisation du laboratoire
(o Mail: Ivr_constantine@inmv.edu.dz  N°Téléphone:031801153 N°Fax:031801153

5/5 221220146
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ANNEXES

Agrément et rapport d’essai du laboratoire vétérinaire régional de Constantine pour
I"exploitation N°3

/ ,
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’AGRICULTURE ET DU DEVELOPPEMENT RURAL ET DE LA PECHE
WILAYA DE. i viiiiinesonnannonnennes BATNA: i comauvinsiisssiin ssiganasis
DIRECTION DES SERVICES AGRICOLES DE LA WILAYA DE BATNA
INSPECTION VETERTINAIRE DE LA WILAYA
N :...043...... /INW/2016

AGREMENT SANITAIRE D'UN ELEVAGE BOVIN
TYPE DE L’EXPLOITATION| A E

La durée de validité est de 0 6 mois

Je soussigné (e) docteur. .. QiGN ... N°A.V.N......90150, ...

Grade ...DOCTEUR VETERINAIRE ...Avoir inspecté ce jourle...... 21/112016.............
[’établissement d'élevage bovin appartenant a ......
Adresse.........ooeeraee AIN YAGOUT o cviniiigeresnisniessnnnses

Statut social de I'établissement (1)......ueeeuneers s ASSUFE 3 eevvsnevenrsssssssnnin, police N°............

ATTESTE OQUE

1)-Cet établissement d’élevage est conforme en matiére d’hygiéne et de noymes

d’élevage ,sa capadité est de ....../.....ceafoeunnvssidfenssnnnbovins,
2)-Les bovins sont vadcinés contre la rage, les diarrhées néonatales et la fidvre aphteuse.
3)- Cet élevage est indemne de maladies contagieuses, notamant la brucellose et la tuberculose.
4)- Ces animaux sont indemnes de Ir.:u,(use (2) et indemne de mammites (3).
5)- Le nombre de bovins dépistés:/__ 2 /8 / enlettre ...... VINGT BUIT .iic00i0 00 Race ........
6)- Le nombre de vaches en production laitiere:/_0_/2 / 8 / en lettre......... VINGT HUIT.......

En foi de quoi yeet établissement est agrée sous le N° :

1 0/5/ 1/8/5/2/2/H/L_/0/0/4/3/

Fait 4...BATNA.....le 28/12/2016....

vl i .
) ) Y N b e ﬁrh'.-"J' s,
NB/. Ce présent agrément peut #re modifié, suspendu. unnulé dins le cas ou fe satut sanitiire devient défavarable il pe FH0%0 annuld lors de toutes Traudes CBRSTEEEs sur Iy

quantité et Na qualité ou ke
(1) 1privé(P), office(Q). ferme pliote(F) coopérative(C) socieré(s)

) i pour l'exploltation A et 8,{3) pour 'exploitation A
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ANNEXES

N7 Dossier (3337
l’/__\\-'\ INSTITUT NATIONAL DE I.A MEDECINE VETERINAIRE
INMV
ebkNbade | Laborataire Veérérinaire Régional de Constantine
]
RAPPORT D'ESSAL
NDaossier: 3352 Date de réception: 21/11/2016
Réfarence : 1574/ 1L.VRC/2016 Date de 'échantillonnage: 21/11/2816
Vétérinaire
Nom: Prénom: (D
AVN: 0090150 Tel/Fax:
Adresse: SDA EL MADHER / BATNA :
Propriétaire | VAT
Nom: Prénom: (D REARY(S
| Raison Sociale: Eleveur N®Agrément: / o
| Tel/Fax: Adresse: AIN YAGOUT/BATNA

| Prélévement et échantillon |

| Nombre : 28 Origine : Contrale local
Pays : DSI:
Wilaya : BATNA Commune :AIN YAGOUT
Lieu:

Le résultat du bulletin d’analyse ne concerne que les échantillons soumis i 'analyse (Norme EN 17025)

_ Bactériologic Sérologie

Identifiant: 522/001: Espéce: Bovine: Nature: Sang total: Age:/: Sexe:: Race:/

Maladie Agent Technigue | Résultat Observation
Brucellose Brucella EAT ( Rose | Négative
Bengale ) \
Identifiant: 522/002; Espece: Bovine; Nature: Sang total: Age:/; Sexe:: Race:

Maladic  Agent | Techmique |  Résultat | Observation |
| Brucellose Brucella | EAT ( Rose Negative ‘
' | Bengale ) | \

Maladie Agent Technique [ Récﬁi:llu’r :
Brucellose Brucella |EAT ( Rose {Négative
| Bengale )

= -‘,,/
7 5
Mg 4
3 . . R o .
Ce document ne peut étre utilisé, reproduin on communigqué <ans aviorisaitw Of Ebfiratoire
@l e constunline@inmv.edualy NOTCRphone: D380 153 NoFas:031801133

B

(VR B T
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ANNEXES

i
N

Dossier 13332

ldentifiant. 522/028; Tspéce: Bovine; Nature: Sang total: Ape:/s Sexes, Raced/

\_ o 7 Maladie Agent Technigue [ Résultat i__ ()Tlsgrvﬂtion_ T
Brucellose Brucella EAT ( Rose | Népative
' ) 1 Bengale )
"u_-:T e "‘ dge

Ce document ne peut étre utilisé, reproduit o
@Mail: lvr_constantine@inmv.cdu.dz

515
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u communiqué sans autorisation du faboratoire
NoTéléphone:031801153 N°Fax:031801153
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ANNEXES

Annexe N° 2

Photos de la partie expérimentale (extraction d’ADN, leur quantification et la réalisation de la
PCR en temps réel).

Photo N° 1 : Poste Sécurité Photo N° 2 : Centrifugeuse de bureau
Microbiologique classe I1 : Stérile — VBH (Centri-boule).

Photo N° 3 : Durant Photo N° 4 : Double Photo N° 5 :
I’extraction, le lait est emballage des Identification des tubes de
maintenu dans de la glace prélévements, et 1,5 ml avec le nom de
pilée. homogénéisation du lait I’échantillon a extraire

avant la prise d’essai.

Photo N° 6 : Prise d’essai Photo N° 7 : Séparation du lait en
deux couches apres
centrifugation.
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ANNEXES

Photo N° 8 : Elimination du surnageant Photo N° 9

: Conservation du
culot

Photo N° 10 :
Ajout de PBS

Photo N° 11 : Bain marie (Julabo SW

22)

Photo N° 12 : Vortex (IKA Vortex GENIUS 3)

Photo N° 13 : Carrier RNA
reconstitué et aliquoté a —
20°C.

Photo N° 14 : Prélévement de
Buffer LA pour la préparation
de la solution de lyse LA-
carrier.

Photo N° 15 :
Solution de lyse LA-

carrier aliquoté a —
20°C.
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ANNEXES

\

Photo N° 16 :
Protéinase K

Photo N° 17 : Préléevement du lait

prétraité

Photo N° 18 : Solutions du
kit d’extraction.

Photo N° 19 : Chargement
des colonnes BioExtract”
Mini Spin Column.

Photo N° 20 : Lavage de
I’ADN extrait par Buffer

Photo N° 21 : Lavage de
I’ADN extrait par Buffer
W2.

Photo N° 22 : Séchage de la
membrane de silice par
centrifugation.

Photo N° 23 : Dépot de
Buffer EL au centre de la
membrane de silice.

Photo N° 24 : ADN ¢élué
apres centrifugation.
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ANNEXES

Photo N° 25 : Elimination de | Photo N° 26 : Récupération | Photo N° 27 : Fermeture du
la colonne BioExtract” Mini de I’ADN. tube par un parafilm
Spin Column.

Photo N° 28 : Ajout de Photo N° 29 : Incubation de ’ADN extrait
I’ARNase

Photo N° 30 : Extrait d’ADN Photo N° 31 : Conservation de I’ADN extrait et Kits de
détection dans un congélateur a — 20°C.
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ANNEXES

Photo N° 32 : NanoDrop relié¢ a un
microordinateur

Photo N° 33 : NanoDrop 8000
Spectrophotometer (Thermo Scientific).

Photo N° 35 : Nettoyage des deux
surfaces optiques avec un papier
absorbant.

-

a

Photo N° 36 : Dépot de 1 pl de I’échantillon de
I’ADN dans la cellule de 'appareil.

Photo N° 37 : Bras du levier abaissé
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ANNEXES

L X |
LS 3
F¥ 3
it
«1
i

&

s

S
S

Photo N° 38 : Photo N° 39 : Films Photo N° 40 : Thermocycleur ABI
Plaques optiques de Optiques Adhésifs PRISM® 7500 (Applied Biosystems) relié
96 puits avec code Starter Kit (Ref : a un Microordinateur.
barre (Ref : 4311971)
4306737)

Photo N° 41 : Kit de BactoReal" Kit Brucella spp. de Photo N° 42 : Préparation du
100 tests, référence DVEB02113 Master mix

Photo N° 43 : Extraits d’ADN Photo N° 44 : Prélévement
maintenus dans de la glace pilée. de PADN extrait.

Photo N° 45 : Pose de
I’ ADN dans le puits de
la plaque.
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ANNEXES

optique.

Photo N° 46 : Pose du Film
Optique Adhésif sur la plaque

Photo N° 47 : Plaque
optique juste avant de
commencer la PCR.

Photo N° 48 : Pose de la
plaque dans la
Centrifugeuse.

o [ [r——

ml

Photo N° 49 :
Programmation des

échantillons et contréles.

Photo N° 50 : Programmation
du profil thermique.

Photo N° 51 : Charge de la
plaque optique dans le
Thermocycleur.
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ANNEXES

Annexe N° 3

Tableau N° 12 : Concentration et pureté des ADN obtenus par extraction a partir des
différents échantillons de lait testés

Identifiant de Concentration de A260 A280 Ratio Ratio

I’échantillon I’ ADN total (ng/pl) Do, /Mo, ' DO, /DO,
1 19,76 0,395 0,147 2,69 0,91
s 27.6 0,552 0,243 227 0,07
3 11,85 0,237 0,102 2,33 0,75
4 68.86 1,377 0,692 1,99 2,63
5 27,38 0,548 0,296 1.85 0.16
6 21,23 0.425 0,135 3,15 0.45
7 16,37 0,327 0,227 1,44 0,04
8 24.61 0,492 0,248 1.98 0,55
9 62,24 1,245 0,427 2,92 0,37
10 4,861 0,097 0,038 2,54 0,13
11 20,29 0.406 0,211 1,92 2,53
I2 21.84 0,437 0,409 1,07 0,17
13 2751 0,55 0,222 2.48 0,43
14 21.4 0,428 0,129 3,32 0,39
15 5,216 0,104 0,032 3,28 0,43
16 18,77 0,375 0,129 2,91 0,48
17 38.81 0,776 0,659 1,18 0,17
18 37,18 0,744 0,629 1,18 0,14
19 14.91 0,298 0,166 179 0,32
20 23,58 0,472 0,275 1,72 0.63
21 10,88 0,218 0,156 1.4 0,19
2 3,121 0,062 0,021 2,97 0,32
23 12,53 0,251 0,156 1,6 0,13
24 20,03 0,401 0,182 2.2 0,22
25 6,372 0,127 0,047 2,68 0,33
26 15.05 0,301 0,206 1,46 0,04
27 17,41 0,348 0,144 2.41 0,15
28 5,156 0,103 0,049 212 0,06
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ANNEXES

Suite de tableaun® 12

Identifiant de Concentration de A260 | A280 Ratio Ratio
I’échantillon I’ADN total (ng/ul) bo, /o, | DO, /DO,
29 4,283 0,086 | 0,037 2,31 0,08
30 29,09 0,582 | 0,202 2,88 0.43
31 6,665 0,133 | 0,057 2,32 0,1
32 16,83 0,337 | 0,176 1,92 0,11
33 12,32 0,246 | 0,136 1.82 0,25
34 7,935 0,159 | 0,065 2,43 0,07
35 6,419 0,128 | 0,048 2.67 0.43
36 11,58 0,232 | 0,147 1.58 0,08
37 27,23 0,545 | 0,306 1.78 0,08
38 17,04 0.341 | 0,203 1.68 0,1
39 11.49 0,23 0,112 2,05 0,07
40 4,425 0,089 | 0,032 2,76 0,06
41 102 2,039 | 1,083 1.88 0.6
42 20,52 0,41 0.209 1,96 0,52
43 52,94 1,059 | 0,549 1.93 1,66
44 80.48 1,61 0,848 1.9 2.24
45 39.9 0,798 | 0.425 1,88 0,16
46 11,37 0,227 | 0,123 1.85 0,48
47 6,086 0,122 | 0,052 2,34 0,05
48 21,97 0.439 0,23 1.91 1,38
49 6,754 0,135 | 0,049 277 0.29
50 9,008 0,18 0,071 2,53 0,1
51 10,23 0,205 | 0,095 215 0,4
52 5,934 0,119 | 0,053 2,23 0.86
53 5,548 0.111 | 0,046 242 0,12
54 35.84 0,717 | 0,266 27 0.94
55 115.6 2,312 | 1,193 1,94 2,01
56 4,861 0,097 | 0,041 237 032
S 5,59 0,112 | 0,038 2,94 0,2
58 10,69 0.214 0,1 2,13 0.47
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ANNEXES

Suite de tableau N° 12

Identifiant de Concentration de A260 @ A280 Ratio Ratio

I’échantillon I’ADN total (ng/nl) DO, meOm Do, /DO,
59 11,86 0,237 | 0,173 1,37 0,09
60 21,83 0,437 | 0,252 1,73 0,38
61 4,639 0,093 | 0,037 2,52 0.37
62 4,339 0,087 | 0,03 2,93 0,07
63 7,221 0,144 | 0.05 2.9 0.3
64 12,43 0,249 | 0,125 1,99 0,91
65 5,837 0,117 | 0,053 2,19 0.36
NO 5 0.1 0.033 3.02 0,22
N 4,159 0,083 | 0,03 2.81 0.19
NI 0,563 0,071 | 0,032 2,23 0,16

NO : Controle négatif d’extraction

N : Contrdle négatif apres répétition de I’extraction

N1 : Contréle négatif d’extraction aprés ajout de I’ARNase

Les échantillons « en gras » sont des échantillons dont la concentration d”ADN est inférieure

a 10 ng/pl malgré la répétition d’extraction.
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