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Résumé 

Pasteurella est considérée comme le principal pathogène des voies respiratoires chez les 

ruminants. Mannheimia haemolytica et Pasteurella multocida ont été étudiées et typées à partir 

d'écouvillons nasaux et de tissus prélevés sur des moutons, des chèvres et des bovins. En effet, 

41 échantillons de poumons et 121 écouvillons nasaux ont été collectés sur des animaux 

suspects de la pasteurellose entre janvier 2015 et décembre 2017 dans six régions différentes 

du Maroc. 

Les échantillons ont été soumis à un test de criblage par PCR en temps dont les positifs ont fait 

l’objet d’une culture sur gélose au sang. Les isolats identifiés ont été confirmés par PCR 

conventionnelle. Le pouvoir pathogène des isolats a été évalué chez la souris et un examen 

histopathologique a été réalisé sur certains tissus pulmonaires. Ensuite, un test de sensibilité 

antimicrobienne (AST) a été réalisé pour 41 isolats sur un panel de 13 antibiotiques les plus 

utilisés en médecine vétérinaire.  

Une multirésistance aux antibiotiques a été observé même pour la colistine préservée comme 

antibiotique de dernier recours. Pour confirmer ces résultats, nous avons déterminé le profil de 

la colistine par la recherche de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et nous avons 

procédé à la détection du gène mcr-1 par PCR en temps réel.  

A notre connaissance, la présente étude est la première étude au Maroc qui rapporte des 

infections par Pasteurella (M. haemolytica & P. multocida) chez les ruminants. Pour les deux 

espèces de Pasteurella, l'Amoxicilline/Acide Clavulanique était l'agent antimicrobien le plus 

efficace, la résistance à la colistine a été confirmée. Aussi, nos résultats suggèrent la nécessité 

et l'urgence d'établir un programme national de surveillance pour déterminer l'antibiotique 

approprié pour le traitement de la pasteurellose. Par conséquent, la production de vaccin 

inactivé à partir des souches autochtones, est hautement nécessaire pour atténuer l'impact de la 

bactérie chez les animaux. Pour cela un lot expérimental de vaccin inactivé a été produit à partir 

d’une souche sélectionnée dont sa protection a été évalué sur le plan sérologique. 

 

Mots clés : Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, PCR, histopathologie, pathogénicité, 

antibiorésistance, vaccin, Maroc
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Abstract 

Pasteurella is considered the major pathogen of the respiratory tract in ruminants. Mannheimia 

haemolytica and Pasteurella multocida were studied and typed from nasal swabs and tissues 

collected from sheep, goats and cattle. Indeed, 41 lung samples and 121 nasal swabs were 

collected from suspected animals with pasteurellosis between January 2015 and December 

2017 in six different regions of Morocco. 

 The samples were submitted under a screening test by real time PCR, then the samples coming 

out positive were subject to culture on blood agar, after which the identified isolates were 

confirmed by PCR gel based. The pathogenicity of the isolates was evaluated in mice and 

histopathological examination was performed on selected lung tissues. Then, an antimicrobial 

susceptibility test (AST) was performed for forty-one isolates on a panel of 13 antibiotics most 

commonly used in veterinary medicine.  

A multiresistance to antibiotics was observed even for colistin preserved as an antibiotic of last 

resort. To confirm that we used different tools such as minimum inhibitory concentration (MIC) 

to determine the profile of colistin, in addition, we studied real-time PCR to detect the mcr-1 

gene.  

To our knowledge, the present study is the first study in Morocco reporting Pasteurella (M. 

haemolytica & P. multocida) infections in ruminants. For both Pasteurella species, 

Amoxicillin/Acid clavulanic was the most effective antimicrobial agent, colistin resistance was 

confirmed. Thus, our results suggest the need and urgency to establish a national surveillance 

program to determine the appropriate antibiotic for the treatment of pasteurellosis. Therefore, 

the production of inactivated vaccine from indigenous strains is highly necessary to mitigate 

the impact of the bacteria in animals. For this purpose, an experimental batch of inactivated 

vaccine was produced from a selected strain whose protection was evaluated serologically. 

 

 

Key words: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, PCR, histopathology, pathogenicity, 

antibiotic resistance, vaccine, Morocco. 
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Introduction générale 

La pasteurellose ou septicémie hémorragique est une maladie cosmopolite contagieuse 

affectant plusieurs espèces animales notamment les ruminants. Cette maladie est déclarée dans 

la plupart des pays en voie de développement. Au Maroc, la pasteurellose est connue depuis 

longtemps et continue à provoquer des dégâts considérables dans les élevages des bovins. 

Malgré la vaccination par des souches exogènes utilisées depuis plusieurs années, la protection 

n’est que partielle. 

Cette pathologie qui affecte le secteur de l’élevage des ruminants, qui constitue l'une des 

activités agricoles les plus dynamiques au Maroc, présente un danger dont l'incidence 

économique est certainement la plus lourde en élevage. Par ailleurs, la moindre atteinte de 

l'intégrité pulmonaire a immédiatement des répercussions sur la capacité d'ingestion et la 

valorisation alimentaire, provoquant un retard de croissance dont les effets économiques sont 

très importants. 

 En effet, cette maladie est responsable de fortes pertes économiques, tant directes 

(mortalité, chute de production de lait), qu’indirectes (ralentissement de la croissance, 

diminution de l’efficacité alimentaire). Les signes cliniques de la maladie peuvent être 

variables, en fonction de la souche en cause, du statut physiologique et immunitaire des 

animaux touchés et de l’existence ou non de surinfections bactériennes (Zecchinon et al., 2005). 

Au Maroc, les données relatives à la pasteurellose chez les ruminants sont éparses et les 

espèces de bactéries incriminées ne sont pas étudiées. Cependant, la lutte contre la maladie est 

basée essentiellement sur l’usage des antibiotiques et la vaccination dont les vaccins disponibles 

sont à base des souches exogènes utilisés soit sous forme de vaccins inactivés à base de corps 

bactériens entiers, soit de vaccins anti-leucotoxine et vaccins de nouvelle génération IRP. 

Les souches pathogènes responsables de cette maladie sont en évolution et continuent de 

causer des dégâts au niveau des élevages marocains, et c'est dans ce contexte que notre travail 

avait comme objectifs l’identification des principales espèces de pasteurelles incriminées, la 

caractérisation des souches isolées sur le plan biologique  afin de les utiliser pour développer 

un vaccin comme moyen de contrôle, pour une meilleure maitrise et une contribution à la lutte 

contre la pasteurellose chez les ruminants au Maroc. 

Afin de répondre à la problématique évoquée, plusieurs questions sont émises :
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1. Quelles sont les souches pasteurelles qui circulent dans l’élevage des ruminants ?  

2. Quelle est la pathogénicité et immunogénicité de ces souches ? 

3. Peut-on produire un vaccin adapté au contexte Marocain ? 

Plusieurs approches ont été utilisées pour répondre aux questions émises, à savoir, une 

identification bactérienne (coloration gram, test catalase, test d’oxydase), identification 

moléculaire par PCR en temps réel et PCR conventionnelle, étude du profil antimicrobien des 

souches isolées et une étude expérimentale vaccinale.  

Dans cette optique des objectifs ont été fixés :  

Le principal objectif de cette thèse est la production d’ un vaccin adapté au contexte Marocain ; 

et cet objectif est abordé  à travers des objectifs spécifiques qui sont résumés comme suit tout 

d’abord isoler et identifier les souches pasteurella responsables des cas de maladies cliniques 

chez les ruminants, étudier le pouvoir pathogène des souches sélectionnées sur souris, réaliser 

un antibiogramme en testant des antibiotiques usuellement utilisés en médecine vétérinaire pour 

aboutir à la production d’un lot de vaccin expérimental à partir d’une souche sélectionnée dont 

la protection est à évaluer.
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I-I. La pasteurellose 

La Pasteurellose est une affection fébrile, contagieuse, corrosive et inoculable commune aux 

grands ruminants. Elle est due soit à l’action primaire de Pasteurella multocida responsable 

d'une forme septicémique suraiguë et de plusieurs formes aiguës, soit à l’action jointe de 

Pasteurella multocida & Mannheimia haemolytica profitant d’un état souffreteux pour 

provoquer une atteinte respiratoire non minime. Elle est cliniquement caractérisée par des 

symptômes généraux (Zecchinon et al., 2005), suivis de la mort en quelques heures, ou le plus 

fréquemment de localisations respiratoires, digestives ou ganglionnaires et des lésions 

inflammatoires hémorragiques ou œdémateuses et de pleuropneumonie.  

Elle a connu plusieurs nomenclatures dont les plus connues on cite : la pneumonie enzootique, 

la broncho-pneumonie enzootique, la septicémie hémorragique (chez les jeunes). 

I-II. Historique  

Cette maladie a été signalée en 1761 au début chez le bœuf par Trutta. Dans son "Nouveau 

Jardin de la Pratique et de l'Expérience", la première description fut faite chez le buffle par 

Metaxa en 1817, dans son traité des maladies contagieuses et épizootiques ensuite en 1853, 

Fauv et la différencie du charbon (selon Rapports d'activités. Maisons-Alfort - I.E.M.V.T. - 

1976). 

En 1878, Bollinger en Allemagne décrit pour la première fois la pasteurellose des bovins, et 

c’est en 1880, Pasteur isole l'agent bactérien du "Choléra des poules".  En 1881, Gaffky 

découvre l'agent de la septicémie des lapins. 

En 1884, Raynaud et Lame Longue, rapportent les premiers cas sporadiques de pasteurellose 

chez l'homme. En 1887, Orestre et Armanni décrivent l’affection du buffle ou "Barbone" en 

Italie. Toni et Trevisan donnent le nom générique de Pasteurella à l'agent causal pour rendre 

hommage à Pasteur et cette pathologie est nommée la Pasteurellose.  

En 1901, Lignieres décrit toutes les affections dues à ce germe et les appelle Pasteurelloses. 

C’est en 1935 que Topley et Wilson confirment l'unicité des pasteurelles et les groupent sous 

le nom de Pasteurella septica. En 1938, Basset appelle l'agent causal de la Pasteurellose : 

Pasteurella veterinaria 1939, Rosenbush et Merchant proposent la désignation Pasteurella 

multocida qui sera la plus couramment utilisée. 

Depuis cette date, plusieurs conférences internationales sur la Septicémie hémorragique ont eu 

lieu avec pour but de préciser les caractéristiques de cette maladie dans le monde et de dégager
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les voies et systèmes de lutte contre cette pathologie. Les recherches continuent sur les 

caractères antigéniques et immunogéniques des Pasteurelles responsables en vue de la 

préparation et de la mise au point d'un vaccin fort et confirmé. Cet historique laisse donc 

aisément percevoir l'intérêt que chercheurs et vétérinaires n'ont cessé de porter à ce mal depuis 

plus de deux siècles. L'agent étiologique a été recherché chez plusieurs espèces et dans plusieurs 

régions. Les espèces affectées sont nombreuses et la maladie recouvre la majeure partie du 

globe. 

I-III. Répartition géographique  

I-III.1. Répartition mondiale  

C’est une maladie cosmopolite retrouvée dans le monde entier (Figure 1), Asie (Asie du sud et 

sud-est, Proche orient-Turquie, Malaisie, Indonésie et Thaïlande), Afrique (Egypte, Sénégal, 

guinée, Niger, somalie, Ethiopie, Kenya et Ouganda et Cameroun), Europe (Grande Bretagne 

et Amérique du Nord) et Amérique (centrale et latine) mais il y’a des zones indemnes comme 

l’Australie, l’Océanie, le Japon et l’Afrique du Sud.  

 

Figure 1 : Carte de répartition géographique des pasteurelles dans le monde 

(D'après les Annuaires de la Santé Animale FAO, OMS et OIE jusqu'en 1981). 

I-III.2. Pasteurellose au Maroc   

Malgré la présence de la maladie au niveau du Maroc, aucune donnée officielle n’est disponible 

comme si le pays est indemne de cette pathologie. 
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I-IV. Etude de l’agent causal  

I-IV.1. Classification 

Pasteurella est une bactérie dont la taxonomie est comme suit, elle appartient au super-royaume 

des bactéries ; phylum des protéobactéries ; classe des gammaprotéobactéries ; ordre des 

pasteurellales ; famille des pasteurellaceae et le genre Pasteurella (Trevisan, 1887).  

I-IV.2. Culture et identification  

La méthode de culture standard implique l’utilisation d’une gélose au sang sur laquelle on étale 

le prélèvement, et qu’on maintient ensuite à 37°C pendant 24h à 48h. En effet, les colonies sont 

très petites, blanchâtres après seulement 24h d’incubation.  

L’identification est établie sur les résultats au test de Gram, sur l’observation de la morphologie 

des colonies et sur des tests faisant appel aux propriétés biochimiques en mettant l’accent en 

particulier sur le caractère catalase et oxydase de la bactérie.  

Au laboratoire, on utilise le plus souvent des tests rapides permettant d’identifier la bactérie. 

On peut citer l’exemple du kit API 20NE (bioMérieux). Le temps nécessaire à l’identification 

est alors assez court, variant de quelques heures à deux jours selon le test utilisé.  

Il faut cependant garder en mémoire que ces tests peuvent manquer de précision, et doivent 

parfois être couplés à d’autres tests, mettant en évidence d’autres propriétés de la bactérie.  

I-IV.3. Propriétés  

Les bactéries du genre Pasteurella sont des coccobacilles, gram négatif, bipolaire, ovoïdes de 

0,2-0,5 µm de largeur sur 0,3-1,4 µm de longueur. Ils sont dépourvus de cils, immobiles et 

parfois capsulés, non sporulés (Carter, 1967; Martel et Michel, 1985). Ce sont des parasites ou 

des commensaux obligatoires des mammifères non retrouvés dans le milieu extérieur sauf en 

cas de contamination par un animal excréteur (Ronac’h ;2006).  

Elles peuvent survivre 24h à 20°C dans la paille. Mais, dans des conditions plus froides (+4°C) 

et plus humides, elles pourront résister jusqu’à 48h. 

Les pasteurelles peuvent synthétiser deux toxines bactériennes : 

❖ Une leucotoxine produite uniquement par Mannheimia haemolytica durant sa phase de 

croissance exponentielle (Roth, 1988). Elle est spécifique à de nombreuses cellules

https://fr.wikipedia.org/wiki/Count_Trevisan
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(leucocytes, plaquettes, neutrophiles, macrophages) et entraine leur lyse par création des pores 

membranaires mais l’action sur les cellules épithéliales reste nulle (Wilkie, 1990). 

❖ Le lipopolysaccharides somatique (LPS) est une endotoxine entrainant le 

déclenchement du processus de la réaction inflammatoire.  

La capsule bactérienne permet l’adhérence aux cellules épithéliales et bronchiques protégeant 

les pasteurelles de la phagocytose. Une fois les alvéoles sont colonisées, elles synthétisent des 

toxines qui exercent leur pouvoir pathogène sur les tissus pulmonaires. 

I-IV.4. Typages de la bactérie   

Le typage des pasteurelles se fait par le biais des méthodes sérologiques (techniques lourdes) 

et moléculaires (PCR). Parmi les méthodes sérologiques, 4 sont les plus utilisées : 

- Épreuve rapide d’agglutination sur lame (Typage capsulaire) (OIE, 2005) ; 

- Épreuve d’Hémagglutination indirecte (Typage capsulaire) (Carter, 1955) et (Sawada et al., 

1985 &Wijewardena et al., 1986) ; 

- Épreuve d’immunodiffusion en gélose (Anon, 1981; Wijewardena et al., 1982), (Carter, 1955) 

et (Heddleston,1972) ; Contre immunoélectrophorèse (OIE, 2005) ; 

- Épreuves d’agglutination (Antigènes somatiques) (Namioka, 1978; Namioka & Murata, 

1961). 

I-IV.5. Facteurs de virulence 

I-IV.5.1. Endotoxine 

L’endotoxine semble présenter des propriétés biologiques comparables aux 

lipopolysaccharides pariétaux d’autres bactéries GRAM- (Keiss et al., 1964). En effet, 

l’endotoxine initie la réponse inflammatoire pulmonaire par plusieurs mécanismes : 

✓ Activation des macrophages alvéolaires et action indirecte par activation du 

complément ; 

✓ Interaction avec les macrophages pulmonaires intravasculaires et le facteur Hageman. 

Les macrophages activés secrètent des substances entrainant l’inflammation, la coagulation, 

l’oxydation et la protéolyse. La production de leucotriène B4, puissant attracteur de 

neutrophiles, explique leur présence avec les macrophages. Le thromboxane A2 est un agoniste 

des plaquettes ce qui explique l’agrégation plaquette-macrophage pulmonaire intravasculaire. 
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En certains endroits, la barrière alvéolaire est rompue. Cela se retrouve sur les trajets de 

migration des neutrophiles activés qui cheminent entre les cellules épithéliales et les alvéoles.  

Ils libèrent alors leurs radicaux oxydants et leurs protéases, ce qui conduit à la lyse des tissus. 

Mais, l’endotoxine peut aussi avoir un rôle direct sur la barrière alvéolaire. Elle est dangereuse 

pour les cellules endothéliales des artères pulmonaires et augmente la perméabilité vasculaire. 

De plus, elle active la production des médiateurs inflammatoires (II1, PAF, prostacycline). 

I-IV.5.2. Exotoxine ou leucotoxine 

Il s’agit d’une toxine entrainant la formation de pores dans les membranes des cellules cibles 

(Shewen et Wilkie., 1982; Chang et al., 1987). 

I.IV.5.2.1. Particularités génétiques et moléculaires 

La forme moléculaire de la toxine dépend des conditions de croissance de la bactérie. La toxine 

est donc constituée de nombreuses sous unités formant un véritable amas. Et plus cet amas 

prend de l’importance plus l’activité toxique augmente (l’amas jouerait un rôle de protection 

partielle vis-à-vis des anticorps neutralisants). La structure de la toxine présente des régions 

définissant l’activité toxique où sont répétées deux fois des séquences différentes de 9 acides 

aminés (Al Maary et al.,2017). 

I-IV.5.2.2. Production et cellules cibles 

La leucotoxine est produite pendant la phase de croissance rapide des pasteurelles (Walker et 

al., 1984). La moitié de vie, relativement courte, est inférieure à 60 minutes à 37°C.Le contrôle 

de la production est complexe. Si un seul gène en position chromosomique commande la 

production, de nombreux autres gènes sont nécessaires à l’activation de la leucotoxine. 

Cette toxine est dotée d’une étroite spécificité, elle n’interfère qu’avec les leucocytes et les 

plaquettes des ruminants. Il en résulte une véritable immunodépression qui favorise 

l’installation des pasteurelles dans le poumon. 

I.IV.5.2.3. Mécanismes d’action 

La leucotoxine s’insère dans la membrane plasmique. Il en résulte la formation des pores 

transmembranaires. Le diamètre est relativement petit, ce qui permet le passage ionique (Na+, 

K+), mais pas celui des macromolécules et des protéines intracellulaires. Il en résulte d’abord 

une alarme osmotique puis une apoptose cellulaire. Les cellules phagocytaires cibles libèrent
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 alors leur contenu et en particulier leurs enzymes lytiques dans le poumon provoquant ainsi 

une destruction tissulaire (Chang et al., 1987). 

I-IV.5.3. Autres facteurs 

En plus des endotoxines et exotoxines, on distingue d’autres facteurs moins bien connus. 

Les plus importants sont une neuraminidase (altère les mécanismes d’épuration muco-ciliaires 

par destruction du mucus), une protéase, une capsule polysaccharidique très grosse, et enfin des 

fimbriae ou pili. 

Les pili permettent l’adhérence bactérienne alors que la capsule glucidique est dotée d’une 

activité antiphagocytaire et également immunogène. 

Les protéases, quant à elles, altèrent la fibronectine présente en surface des cellules épithéliales 

favorisant ainsi l’accroissement de la colonisation (Ellis & Kuehn, 2010). 

I-IV.6. Propriétés antigéniques et Immunigènes  

I-IV-6.1. Pouvoir antigénique  

Les pasteurelles possèdent plusieurs types d'antigènes répartis en antigènes capsulaires et 

antigènes somatiques. Parmi eux, il y a des protéines, des polysaccharides des 

lipopolysaccharides et même un mucopolysaccharide ou mucoprotéide (Bain, 1964). Toutefois, 

BAIN ne partage pas la répartition systématique en antigènes capsulaires et somatiques. Parce 

que la constitution des couches pourrait résulter des variations du rythme de synthèse des 

glucides fermentables, les polysaccharides sont abondants dans la couche externe de la capsule. 

Mais, ils ne sont pas les seuls antigènes à s'y trouver. Il révèle que les protéines et les 

polysaccharides se trouvent à la surface, comme le démontrent le test d'immunofluorescence et 

l'épreuve d'agglutination. 

 Du point du vue de la protection des animaux, les protéines sont certainement les antigènes 

immunisant les autres. Les polysaccharides et lipopolysaccharides ne jouent qu'un rôle 

d'adjuvant (Stamantin,1958). Dhanda, en 1959, confirme ce rôle des protéines en rapportant 

que les fractions protéiques possèdent d'excellents caractères immunogènes pour la souris, le 

lapin, le cobaye et les bovins. Pourtant, aucune protéine homogène pouvant expliquer la 

protection conférée par l'immunisation active n'a encore été isolée (Bain, 1964). 

-L'antigène capsulaire : Selon Perreau en 1976, l'antigène capsulaire est l'antigène protecteur 

pour les souches B et E. Il conditionne la virulence du microbe d'après Boileau (Boileau 
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J.J.A.1971) citant Hoffen seich. Il est de nature polysaccharidique (Penn & Nagy, 1976 ; 

Maheswaranet al, 1973 ; Carter &Annau, 1958). C'est un haptène, agissant en "antigène" 

précipitant et fixateur du complément (Bain, 1964). 

Si Perreau semble reconnaitre un seul antigène à la capsule, Bain quant à lui, relate que la 

capsule serait formée de protéines et polysaccharides les plus étroitement liés, et d'autres 

polysaccharides faciles à isoler. La désignation d'antigène capsulaire engloberait donc l'action 

des protéines et celle des polysaccharides de la capsule. 

- Les antigènes somatiques : pour Perreau (Perreau P, 1976), l'antigène somatique commun aux 

sérotypes B et E ne semble pas intervenir dans l'immunisation. Cependant, selon les résultats 

des expériences d'immunité réalisées à Maisons-Alfort en 1975, l'antigène protecteur pour la 

souche A est l'antigène somatique. 

L'antigène somatique est de nature glucido-lipidopo-lypeptidique, selon (Boileau ; 1971) citant 

Pirosky. Mais cette nature donnée par Pirosky semble tout simplement comporter les deux 

antigènes pariétaux existant chez les Gram-négatifs à savoir : 

• le glycopeptide, adjuvant pour les autres constituants, 

• le lipopolysaccharide, constituant essentiel qui est l'endotoxine des Gram-négatifs. 

Ce lipopolysaccharide a permis de distinguer divers groupes sérologiques. C'est un antigène 

spécifique. Il est immunologiquement actif lorsqu'il est associé à des fractions protéiques 

(Perreau ; 1969-1970). D'après Bolotnikovet et coll. (Bolotnikov and Shakhidzh, 1971), le 

lipopolysaccharide de surface purifié est hautement immunogène pour les poulets. La capsule 

des sérotypes A et D contient de l'acide hyaluronique associé aux lipopolysaccharides de 

surface qu'il masque. C'est un mucopolyoside sérologiquement et immunologiquement inactif 

(Louembe ; 1976).). Cette longue présentation des antigènes n'en élucide pas pour autant 

nettement le problème de la structure antigénique réelle des pasteurelles. On perçoit que Bain 

(Bain, 1964) avait raison d'émettre des réserves sur la classification des antigènes en capsulaires 

et somatiques. En effet, la démarcation n'est pas précise puisque le lipopolysaccharide de 

surface, normalement présent dans la paroi, vient servir d'élément de typage même à Carter et 

Perreau qui pourtant à ce que relate (Boileau ; 1971) seraient servi du polysaccharide capsulaire. 

De plus, le nombre des antigènes et leur action immunisante exacte ne sont pas connus. La 

correspondance entre les types de Roberts-Hudson et ceux de Carter-Perreau est encore floue.
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I-IV.6.2. Immunité  

I-IV.6.2.1. Système de défense non spécifique 

Les systèmes de défense non spécifique sont de nature : physique, chimique ou biologique 

❖ Système de défense physique 

La muqueuse nasale constitue le premier filtre pour les particules dont la taille est supérieure à 

10µm. Plus bas, on trouve du mucus dans les bronches et le long de la trachée. Il emprisonne 

les particules dont la taille est comprise entre 2 et 10µm. Grâce aux mouvements ciliaires de 

l’épithélium respiratoire, ce mucus remonte les voies aérifères supérieures et est expulsé. 

Cependant, les plus petites particules (< à 3µm) passent directement dans les poumons. 

A cela s’ajoute de la fibronectine présente à la surface de cellules épithéliales saine qui empêche 

l’adhésion de certaines bactéries Gram négatif par leurs pili (Roth, 1988). 

❖ Système de défense chimique 

Vient alors le complément : il s’agit d’une cascade de protéines qui peuvent être activées par la 

voie classique ou interne. Il permet l’opsonisation (interaction avec les anticorps IgG) des 

pasteurelles ce qui facilite l’ingestion de la bactérie par les macrophages alvéolaires. Mais en 

plus, il joue un rôle important dans le début de la réponse inflammatoire, celle-ci entraine une 

augmentation de la perméabilité vasculaire qui permet aux anticorps et au complément de 

passer dans la lumière alvéolaire. Cependant, l’inflammation du poumon gène beaucoup la 

fonction pulmonaire. Si l’infection n’est pas bloquée, d’importants signes cliniques 

apparaissent (Roth, 1988). 

❖ Système de défense biologique  

Dans le mécanisme de défense de voies aériennes inférieures, les cellules phagocytaires ont un 

rôle très important. Ainsi, les macrophages alvéolaires et les polynucléaires neutrophiles 

peuvent-ils tous les deux détruire les pasteurelles mais ils sont aussi l’objectif de la leucotoxine. 

Une concentration élevée de la toxine permet leur destruction, mais à des niveaux plus bas, elle 

inhibe la fonction phagocytaire. Les neutrophiles sont de façon générale plus sensible à la 

leucotoxine. Ainsi, au début de l’infection les cellules phagocytaires ne sont pas détruites, mais 

inhibées (Roth, 1988).
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I-IV.6.2.2. Système de défense spécifique 

Les ruminants exposés à des pasteurelles vivantes produisent des anticorps contre les antigènes 

de surface de la bactérie et des anticorps anti-leucotoxine. Au niveau des cavités nasales, ce 

sont les IgA qui sont majoritaires, remplacées progressivement par des IgG au fur et à mesure 

que l’on descend l’arbre trachéo-bronchique (Wilkie, 1982).  

Les premiers (IgA) interviennent dans la neutralisation virale, la neutralisation de la leucotoxine 

et l’empêchent d’avoir une action nuisible sur les fonctions phagocytaires. De plus, ils 

agglutinent la bactérie, ce qui facilite la phagocytose. 

Le deuxième type d’immunoglobuline (IgG) correspond aux anticorps opsonisant et anticorps 

stimulant les agents pathogènes bactériens et l’action phagocytaire des macrophages alvéolaires 

et des neutrophiles. Ces mêmes anticorps activent la voie classique du complément, c’est la 

raison pour laquelle l’inoculation par voie parentérale d’un vaccin en favorisant la production 

d’IgG pulmonaires, est plus efficace que l’administration locale. 

❖ La réponse immunitaire à médiation cellulaire dans les conduits pulmonaires, on trouve 

75% de macrophages, 20% de lymphocytes surtout les lymphocytes T et 5% de 

neutrophiles, éosinophiles, basophiles et de cellules épithéliales. Ce sont les 

lymphocytes T qui jouent un rôle important. Lorsqu’ils sont sensibilisés après 

interaction avec un antigène, ils secrètent des lymphokines qui activent la fonction 

phagocytaire des cellules pulmonaires de type macrophage et neutrophile. 

La réponse immunitaire à médiation cellulaire est induite par de nombreux antigènes et 

est relativement compartimentée. L’immunisation par voie respiratoire induit une réaction 

locale, mais pas d’immunisation systémique. Cependant, des fortes doses d’inoculation 

entrainent une disparition de cette compartimentation. 

Le système à mémoire fonctionne très bien et longtemps. Les macrophages répondent aux 

lymphokines et peuvent être activés par les productions des lymphocytes T stimulés par un 

antigène. 

I-IV.6.3. Pouvoir Immunigène 

❖ Une réponse immune envers la leucotoxine 

Les pasteurelles produisent une leucotoxine thermolabile qui lyse les leucocytes (macrophages 

alvéolaires, lymphocytes, neutrophiles) participant ainsi à un mécanisme d’échappement 
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bactérien à la réponse immune. Par ailleurs, cette toxine possède un effet pathogène qui, par un 

mécanisme indirect, participe aux lésions de pneumonie fibrineuse. Il est désormais clair, que 

l’induction d’une immunité anti-toxinique est nécessaire mais non suffisante, pour une 

protection satisfaisante (Clinkenbeard et al., 1992). 

❖ Une réponse immune envers la surface de la bactérie 

Les pasteurelles expriment plusieurs antigènes constitutifs de la capsule ou des pili. Certains de 

ces antigènes sont des adhésines responsables du pouvoir pathogène des pasteurelles permettant 

l’attachement de la bactérie à l’épithélium pulmonaire. L’induction d’une immunité contre ces 

adhésines permet une inhibition de l’adhésion. Par ailleurs, la capsule joue un rôle protecteur, 

anti-phagocytaire, qui peut être combattu par l’induction d’anticorps anti-capsule qui facilite la 

phagocytose (anticorps opsonisant). Néanmoins, la vaccination avec le polysaccharide 

capsulaire n’entraine pas d’immunité protectrice (Wilkie, 1982). 

❖ Une réponse immune envers la membrane bactérienne  

En effet, trois protéines de membranes exprimées dans des conditions de déplétion en fer 

(IROMP) ont été identifiées ; Parmi celles-ci, une protéine de 100 KDa semble être un récepteur 

majeur de type transferrine, impliquée dans le métabolisme du fer, nécessaire à la multiplication 

bactérienne et la synthèse de la toxine. L’induction d’une réponse anticorps contre ce récepteur, 

pourrait interférer avec ce métabolisme et se révéler protectrice (Wilkie, 1982).  

❖ Une réponse immune envers d’autres produits (enzymes) 

On a montré l’existence d’une scialoglycoprotéase (Gcp) qui peut cliver des récepteurs 

cellulaires de surface et les IgG d’une neuramidase et d’une substance semblable à une 

angiotensine. Le pouvoir immunogène protecteur de cette Gcp a été mis en évidence grâce à 

une Gcp recombinante associée à une protéine (Wilkie, 1982). 

I-V. Physiopathologie de la pasteurellose  

I-V.1. Symptômes cliniques  

La maladie se caractérise par une dépression de l’état général avec une forte fièvre. La 

température rectale atteint au moins 40°C, le rythme cardiaque est augmenté et les animaux 

refusent de s’alimenter.  

L’atteinte de l’appareil respiratoire se manifeste par une polypnée, un jetage nasal d’abord 

séreux puis rapidement mucopurulent, pour finir par se dessécher et former des croûtes sur le
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 mufle. La rhinite s’accompagne de larmoiement. Les mouvements respiratoires, accrus dans 

les premiers stades de la maladie, sont suivis par de la dyspnée. La toux est souvent relevée et 

varie dans ses caractéristiques : elle peut être grasse ou douloureuse et retenue. Les animaux 

peuvent tenir leurs coudes en abduction et l’encolure en extension.   

L’auscultation révèle une augmentation des bruits vésiculaires et bronchiques dans les régions 

antérieures et déclives des poumons. Progressivement, on entend des râles humides puis secs. 

Des bruits de friction pleurétique peuvent être décelés dans les mêmes zones. La diarrhée 

survient chez certains animaux et il y a toujours une perte considérable de poids.  

L’évolution de la maladie est habituellement courte mais peut atteindre deux à trois semaines à 

l’échelle du troupeau (Martel et Michel, 1985). 

I-V.2. Lesions 

I-V.2.1. Lésions macroscopiques  

On observe des lésions circulaires à oblongues. Elles sont très congestionnées, œdématiées, 

fermes et font saillies ou dessus des tissus environnants. La surface pleurale est épaissie et 

couverte de fibrine. Dans d’autres cas, les plèvres pariétales et viscérales sont accolées. On 

détecte même une effusion pleurale jaunâtre, claire entre la surface pleurale. 

A la section le poumon est ferme et les septa interlobaires sont remplis par un exsudat 

œdémateux translucide. Les lobules pulmonaires sont rouge sombre.  Un exsudat sanguinolent 

s‘en écoule souvent. Dans certains cas, on arrive même à une coloration rougeâtre, pourpre et 

des aires d’affaissements pulmonaires qui vont jusqu’à l’atélectasie (Vestweber et al., 1990). 

I-V.2.2. Lésions microscopiques  

Il s’agit là d’une réponse inflammatoire suraiguë, avec production d’un exsudat cellulaire et 

protéique dans les alvéoles. Dans certaines zones, on a même une dégénérescence de la barrière 

alvéolaire et un passage de macrophages et de neutrophiles dans la lumière, ces derniers 

dégénèrent alors sous l’action de la leucotoxine et prennent un aspect fusiforme et 

tourbillonnant, d’où leur appellation cellule en «grain d’avoine». Les capillaires sont 

congestionnés, surtout dans les lobules contenant l’exsudat. Dans certaines alvéoles situées plus 

au centre du lobule, on trouve du liquide œdémateux, parfois mélangé à la fibrine. Alors que, 

dans les alvéoles plus en périphérie, on découvre des neutrophiles et des macrophages. Les 

régions les plus périphériques peuvent voir leur barrière alvéolaire complétement déformée
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Il faut signaler que les septa interlobaires sont également le siège d’une violente inflammation. 

On y retrouve aussi macrophages et neutrophiles. Les canaux lymphatiques, les artères et les 

veines sont dilatés et certains engorgés. Dans la majorité des cas on retrouve une congestion et 

un épaississement de la plèvre (Vestweber et al., 1990). 

I-V.3. Pathogénie 

La maladie varie avec le mode de pénétration et l'activité de la bactérie, et avec la réceptivité 

du sujet. Au niveau du point de pénétration, il y a une culture locale avant l'envahissement de 

l'organisme par voie sanguine ou lymphatique. Cette culture se traduit par un œdème riche en 

leucocytes. Dans un organisme très réceptif, une bactérie virulente envahit très vite tout le 

système lymphatique et le sang, produisant une septicémie hémorragique (Curasson, 1947), qui 

est une forme suraiguë de la maladie, avec de temps à autre, une répercussion sur le système 

nerveux central par suite de la rupture de la barrière méningée. Le système vasculaire est 

congestionné et des pétéchies couvrant divers tissus (Davis et al., 1970). Avec une bactérie peu 

agressive, il peut n'y avoir qu'un accident au point d'inoculation, ou des localisations à distance, 

la culture locale provoquant de la nécrose, de la suppuration, de l'œdème pulmonaire, des 

ulcérations intestinales. 

Dans la pasteurellose secondaire à une infection virale telle que la grippe à myxovirus 

para-influenza type III, l'effet cytopathogène viral sur les cellules des parois bronchiolites et 

alvéolaires abolissant les moyens de défense, permettrait l'apparition et la multiplication des 

bactéries (Gauthev, 1972). Les pasteurelles produisent des endotoxines qui seraient 

responsables des réactions locales (Curasson, 1947). 

Bien qu'encore imprécise, cette pathogénie est donc fonction de la virulence des 

pasteurelles et de l'action de leurs toxines d'une part, de la réceptivité et de l'état de stress (Figure 

2) de l'organisme d'autre part. Sa connaissance est importante puisqu'elle explique les différents 

modes d'évolution de l'infection.
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Figure 2 : Étapes de l’infection pulmonaire par les pasteurelles (Catherin, 2005) 

I-V.4. Épidémiologie 

I-V.4.1. Facteurs de risque 

La bonne gestion des pasteurelloses implique avant toute vaccination une bonne maitrise des 

facteurs de risque qui consistent à (Douart A., 2002) : 

* l’amélioration des conditions d’ambiance (extraction d’air et des vapeurs), mise en place 

d’entrée et de sortie d’air, limiter les courants d’air, bien protéger et ventiler le coin nurserie ; 

* la diminution de la densité animale ; 

* la limitation du mélange des animaux appartenant à des classes d’âge différentes ; 

*  le vide sanitaire ; 

* la limitation l’achat d’animaux à l’extérieur ; 

* l’élimination des infectes chroniques. 

I-V-4.2. Les voies d’entrées de la bactérie  

I-V.4.2.1. Voie digestive 

La voie digestive sert surtout de porte d'accès au rhino-pharynx nécessitant alors des lésions 

intestinales (Jacotot, 1927). D’où le rôle important des parasites intestinaux et des aliments 

traumatisants dans l'apparition de la maladie.
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I-V.4.2.2. Voie respiratoire 

Les pasteurelles vivent en saprophytes sur les voies respiratoires supérieures et à la faveur d'une 

baisse de résistance, envahissent les poumons puis passent dans le sang. Cette voie est la 

principale porte d'entrée (Basset, 1946 ; Davis et al, 1970).  

I-V.4.3. Les espèces hôtes de la pasteurellose  

La pasteurellose est commune à l'Homme et à de nombreux animaux dont les ruminants 

sauvages et domestiques. Les équidés, le porc, les rongeurs, les carnivores, les oiseaux etc…. 

I-V.4.3.1. Les ruminants  

La maladie est présente chez les bovins, ovins et caprins soit sous forme septicémique aiguë 

chez les jeunes, soit sous forme d'une bronchopneumonie aiguë ou subaiguë chez les adultes. 

Le Buffle en Asie du Sud et du Sud-Est, on a constaté que l'incidence naturelle de la maladie 

est beaucoup plus élevée chez les buffles que chez les bovins. Les buffles font surtout la forme 

aiguë œdémateuse ou "barbone" et la forme aiguë pulmonaire. Les symptômes sont plus graves 

que chez les bovins et la mortalité est plus forte. 

Les Cervidés (cerfs, daims, rennes) et les bisons sont très sensibles et font la maladie de 

Bollinger". 

Le Chameau et le Dromadaire :(Bain ; 1964) rapporte des cas de Pasteurellose enregistrés au 

Soudan sur le chameau qui passe pourtant pour résistant. De même en Syrie, la maladie "El 

guedda" des chameaux est une pasteurellose (Karrani and Hariharan, 1972).  

Perreau, 1970, lors d'une enquête sérologique au Tchad, a constaté que l'infection pasteurellique 

qui domine chez les chameaux est celle de Pasteurella multocida type A, par la fréquence des 

anticorps spécifiques chez les chameaux adultes en bonne santé. 

I.V.4.3.2. L’éléphant  

Les éléphants souffrent aussi de pasteurellose (Bain, 1964). 

I-V.4.3.3. Les équidés  

La Pasteurellose est rare chez les équidés, bien qu'ils soient porteurs à 60 % quand elle se 

manifeste. La maladie apparait comme une complication d'une autre maladie infectieuse et les 

signes sont ceux de la pasteurellose aiguë œdémateuse des bovins. Seulement, la mortalité est 

plus faible et la guérison spontanée possible. La Septicémie mortelle à Pasteurella multocida 
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notée chez le cheval et l'âne en Inde en serait un exemple. Au Mexique, une méningo-

encéphalite à Pasteurella haemolytica est signalée chez le cheval, l'âne et le mulet (Blood et 

Henderson, 1976). 

I-V.4.3.4. Le porc  

40 % des porcs sont porteurs avec 85 % de porteurs sains. Mais la pasteurellose porcine pure 

est rare. La maladie fait donc suite à une infection bactérienne ou virale : exemples de la 

pneumonie enzootique ou de la peste porcine. La Pasteurellose évolue sous une forme 

septicémique chez les porcelets (Blood et Henderson, 1976) et sous forme d'une 

bronchopneumonie aiguë chez les adultes avec une nette tendance à la chronicité. Les sérotypes 

A et D de Pasteurella multocida sont en cause. 

I-V.4.3.5. Les rongeurs  

Tous sont sensibles à des degrés divers. Mais, les Léporidés le sont plus que les autres. Ils 

connaissent une forme septicémique rapidement mortelle et une forme aiguë à localisation 

pulmonaire qui tue également. Une forme subaiguë ou chronique provoque une rhinite ou des 

abcès surtout localisés sur la tête. Le Cobaye présente les mêmes signes que le lapin (Boileau, 

1971). Bien que très souvent contaminé, Le rat ne fait très souvent que des formes subaiguës 

ou inapparentes. Ce sont des porteurs chroniques pouvant occasionner des enzooties. La souris 

très sensible à P. multocida meurt surtout de la forme septicémique qui est la manifestation 

habituelle. 

I-V.4.3.6. Les carnivores  

Sont très peu sensibles à l'infection pasteurellique (Blood et Henderson, 1976). Seuls des cas 

sporadiques et exceptionnels de manifestation clinique ont été signalés qui se caractérise par la 

formation d’abcès locaux. En revanche, les carnivores sont souvent responsables de la 

contamination humaine par griffade et morsure (Blood et Henderson, 1976 ; Manninger et 

Mocsy, 1959), car 70-80 % des chats et 30 % des chiens sont porteurs de germes. A Dakar, une 

étude faite par Doutreet coll sur le portage buccal de Pasteurella multocida chez les chats, a 

révélé l'existence de 30% de porteurs. 

I.V.4.3.7. Les oiseaux 

"Le Choléra aviaire" ou pasteurel1ose aviaire est une maladie infectieuse, 

contagieuse/virulente ou inoculable frappant toutes les espèces d'oiseaux, évoluant sous forme
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septicémique et plus rarement chronique. Ce sont surtout les poulets et les canards qui 

manifestent le plus souvent des signes cliniques. 

I.V.4.3.8. L’homme  

L’homme est sensible à l'infection pasteurellique. La Pasteurellose est donc une zoonose 

mineure. On cannait deux groupes de manifestations cliniques : 

- les formes généralisées d'allure septicémique actuellement en régression due à l'inhalation ou 

à l'ingestion de particules infectantes : poils d'oiseaux ou surtout plumes (d'où l'appellation 

ancienne "Maladie des plumeurs"), d'autres animaux porteurs, peuvent être des vecteurs. 

- les formes localisées qui par contre sont en nette recrudescence, dues aux griffades, morsures 

d'animaux porteurs, aux piqures de matériel souillé et d'évolution aiguë ou subaiguë. 

I.V.4.4. Mode de transmission  

I.V.4.4.1. Contagion directe 

Elle peut se faire soit par inhalation de jetage projeté lors de la toux ou de l'expiration d'un 

malade ou d'un porteur (Gauthey, 1972 ; Blood et Henderson, 1976) soit par contact museau à 

museau. Selon (Perreau, 1976), les pasteurelles gagnent alors le pharynx et surtout la région 

amygdalienne puis passent dans le tube digestif ou dans les poumons. Cette contagion directe 

est maximale dans les locaux confinés et humides. 

I-V.4.4.2. Contagion indirecte 

Elle se fait par ingestion des éléments souillés par la salive, le jetage, les excréments des 

malades et porteurs sains, les litières, les eaux d'abreuvement les pâturages (dans les 24 heures) 

et des aliments. Elle peut se faire également par piqûre de tiques (Blood et Henderson, 1976) 

ou autres insectes ayant consommés le sang d'un malade : moustiques taons et même un ver 

comme la sangsue (Perreau, 1976). 

I-V.4.5. Conditions écologiques de la circulation de la pasteurellose 

I-V.4.5.1. La température  

Le refroidissent brutal de l’air provoque une vasoconstriction au niveau de la muqueuse et une 

modification du surfactant, préjudiciables à l’activité macrophagique (Espinasse, 1981 ; 

Lomba, 1983). Par ailleurs, selon Olsen et al en 1982 cité par Nicks et al en 1986, une exposition
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 au froid diminue la concentration plasmatique en immunoglobulines maternelles chez le 

nouveau-né, vraisemblablement par réduction de la quantité de colostrum ingérée. 

I-V.4.5.2. Variation du degré hygrométrique 

  L’humidité relative, renforce l’action du froid, elle entraine une diminution des réactions de 

protection de l’épithélium cilié bronchique et des cellules immunocompétentes de l’épithélium 

alvéolaire (Espinasse, 1977 ; Lomba, 1983). De plus, une atmosphère humide tend à favoriser 

le développement de la population microbienne (Nicks et Dechamps, 1986). 

 

En effet, d’après Jones cité par Nicks et al. (1986), la colonisation des voies respiratoires 

inférieures par Mannheimia haemolytica ne se produit que lorsque l’humidité relative est 

supérieure à 80%. 

I-V.4.5.3. La ventilation  

Elle permet le renouvellement de l’air à l’intérieur de l’étable. Elle a pour but de garder sous 

un seuil de tolérance la concentration de multiples agents, polluants en permanence l’air de 

l’étable (Nicks et al., 1986). Ainsi, les étables mal ventilées, la pollution chimique par les gaz 

est considérée comme facteur favorisant les affections respiratoires selon Anderson et Bates. 

I-V.4.5.4. La charge microbienne  

Elle traduit la pression infectieuse au sein de l’étable. L’importance de ce facteur réside dans le 

fait que les animaux cohabitent avec une importante population microbienne saprophyte, qui 

lorsqu’il dépasse un seuil de concentration, les animaux alors passent d’une situation « hors 

risque » à une situation « à risque » (Nicks et Dechamps, 1986). 

Les désinfections insuffisantes renforcent la pollution biologique, cependant une bonne 

ventilation pourrait réduire la charge microbienne (Espinasse, 1981 ; Nicks and Dechamps, 

1986). 

I-V.4.5.5. La pollution chimique  

La pollution par les gaz surtout l’ammoniac (NH3) et le gaz carbonique (CO2), a été incriminée 

comme facteur prédisposant les animaux aux affections respiratoires (Wizigmann, 1977 ; 

Lomba, 1983 ; Anonyme, 1987). En effet, selon Lomba 1983, le NH3 provoque la destruction 

des cils et augmente la viscosité du mucus au niveau du tractus respiratoire. 

 I-V.4.6. Autres facteurs 

I-V.4.6.1. L’alimentation 

Elle varie en fonction de l’âge et du type d’élevage. Toutefois, Wizigmann et al. 1977, 

incriminent plus les erreurs de rationnement dans l’apparition de la maladie. En effet, Lomba 
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en 1983 rapporte que les maladies respiratoires chez les jeunes animaux sont beaucoup plus 

nombreuses chez ceux qui reçoivent de l’ensilage de maïs, que ceux qui reçoivent du bon foin. 

Par ailleurs Gross et al (1980) indiquent que les changements nutritionnels peuvent altérer les 

défenses de l’animal, le rendant ainsi sensible aux infections. 

I-V.4.6.2. Mode d’élevage et taille du troupeau 

Dans les élevages industriels pour la production de viande, les maladies respiratoires peuvent 

être considérées comme des maladies conditionnées par des facteurs prédisposant, représentés 

principalement par les transports à longue distance, le rassemblement et l’allotement d’animaux 

de différentes origines (Gagliardi &Carlotto, 1977). En effet, Lomba 1983 a observé que dans 

de telles conditions, une hiérarchie s’établit dans les lots par la lutte entre les animaux, 

entrainant ainsi un grand besoin d’oxygène, phénomène qui favorise l’hypoxie et l’acidose 

métabolique avec induction des maladies respiratoires. 

D’autres facteurs de stress interviennent à savoir : le sevrage, l’écornage, la vaccination, 

la vermifugation et l’incompétence ou l’agressivité des soigneurs (Lomba, 1983) 

I-V.5. Diagnostic  

I-V.5.1. Diagnostic épidémio-clinique  

Le diagnostic clinique, sur le terrain, s’appuie sur les commémoratifs, les symptômes et les 

lésions. En ce qui concerne les commémoratifs, ils convient de s’attacher aux circonstances qui 

font varier la gravité de la maladie. 

I-V-5.2. Diagnostic biologique  

Les examens de laboratoire sont indispensables afin d’établir un diagnostic précis car l’examen 

clinique ne permet d’aboutir qu’à une suspicion vue que les pasteurelles sont présentes 

naturellement dans les voies respiratoires hautes des ruminants. Les prélèvements à privilégier 

pour rechercher des pasteurelles ayant une action pathogène sur les poumons sont les ATT 

(Aspiration Trans-Trachéale), LBA (Liquide Broncho-Alvéolaire) et les écouvillons nasaux et 

poumon en cas de mort. 

Les méthodes de détection directe utilisées reposent sur l’amplification d’ADN bactérien et sur 

l’isolement et l’identification des pasteurelles.  

I-V-5.2.1. Polymérase chaine réaction (PCR) 

La PCR (Polymérase Chaine Réaction) est une réaction d'amplification de l'ADN permettant 

d'obtenir des millions de copies d'un matériel génétique donné, au sein d'un échantillon. La 

matrice à amplifier peut-être de l'ADN directement extrait (ADN génomique) d'un échantillon 
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(organe, écouvillon, ...) ou de l'ADN complémentaire (ADNc) obtenu par une réaction de rétro-

transcription depuis un ARN extrait. Des PCR spécifiques pour la détection des deux bactéries 

incriminées lors d’une déclaration de la pasteurellose sont nécessaires :  

* PCR en temps réel (test de screening), qui est une technique moléculaire très spécifique et 

sensible utilisant un couple d’amorces pour la mise en évidence d’un gène hautement 

conservé. 

*PCR en temps réel avec la technologie Sybr®Green Cette méthode utilise le principe de la 

PCR en temps réel qui est une amélioration de la PCR classique (Polymérase Chain Réaction). 

Pour une PCR classique, la détection se fait à la fin de la PCR sur un gel d’agarose. Mais pour 

la PCR en temps réel, la détection se fait lors de l’hybridation ou de l’élongation, d’où 

l’utilisation de sonde ou intercalant Sybr Green (SG). Ce dernier utilisé dans notre étude, est 

peu fluorescent à l’état libre, il augmente d’une part en fluorescence lorsqu’il est lié à l’ADN 

double brin et, d’autre part, il n’inhibe pas la réaction de PCR. L’augmentation de la 

fluorescence mesurée pendant l’étape de polymérisation est proportionnelle au nombre de 

produits amplifiés formés (amplicons). L’émission fluorescente décroît complètement lors de 

l’étape de dénaturation du cycle suivant. 

Dans ce système, la spécificité de la réaction ne repose que sur la spécificité des amorces, sans 

contrôle de la taille des amplicons. Pour vérifier qu’un seul produit PCR a été amplifié, on 

réalise une courbe de fusion en fin de réaction. La technique utilisant le Sybr Green ne nécessite 

aucune expertise, elle est très économique et facile.  

*PCR conventionnelle (test de confirmation), ciblant des gènes bien précis des deux 

bactéries incriminées lors de cette pathologie ; Pour Mannheimia haemolytica, les amorces 

ciblent le fragment de gène Sod A (Guenther et al., 2008) et pour Pasteurella multocida, la 

confirmation se fait par des amorces spécifiques citées par (Townsend et al., 2001). 

Après extraction de l’ADN présent dans chaque type échantillon étudié, l’amplification est 

assurée par l’activité de l’ADN polymérase, les amorces et une sonde TaqMan marquée par 

un agent fluorescent dans le cas de la PCR en temps réel.  

L’amplification de l’ADN se déroule en 3 phases :  

- La phase de latence : certains composants ne se trouvent plus en quantité suffisante pour 

émettre un signal.

http://www.ilm.pf/print/1987
http://www.ilm.pf/print/1986
http://www.ilm.pf/PCRtempsreel#courbefusion
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- La phase exponentielle : une fluorescence est détectée et son augmentation est chaque 

cycle d’amplification, la quantité d’ADN est mesurée grâce à un marqueur fluorescent, 

dont proportionnelle à l’augmentation du produit PCR.  

- La phase plateau : le signal émis et la concentration d’amplicon restent constants et 

épuisement des réactifs. L’émission est directement proportionnelle à la quantité 

d’amplicon produits. Ceci permet d’obtenir une cinétique de la réaction et donc la 

quantification de l’acide nucléique. 

 

I-V-5.2.2. Les méthodes bactériologiques, isolement, et identification des pasteurelles  

 La culture bactérienne 

Le développement des pasteurelles exige le plus souvent un milieu enrichi, la gélose au sang 

(2-5% de sang frais ovin). Les colonies multipliées sont identifiées par plusieurs tests pour 

confirmer qu’il s’agit bien des pasteurelles (catalase, oxydase et autres). 

La coloration gram 

Les bactéries seront fixées sur une lame soit par fixation à l'éthanol 90°soit par passage de la 

lame dans la flamme, ensuite la lame est plongée dans un premier colorant. Ce colorant puissant, 

toxique et cancérigène va traverser les parois et membranes des bactéries et se fixer dans leurs 

cytoplasmes, après on fait un lavage subséquemment la lame est traitée au lugol en solution qui 

sert de mordant, il va renforcer le violet de gentiane contenu dans le cytoplasme des bactéries, 

après le temps d’incubation on réalise un rinçage ensuite on additionne une solution d'éthanol 

à 90°. Cette étape est décisive car permet de discriminer les bactéries Gram négatif des bactéries 

Gram positif. Ainsi, la bactérie gram - est donc décolorée. La lame, après avoir été rincée, est 

plongée brièvement dans un dernier colorant, la fuchsine, ce colorant traverse toutes les parois 

et membranes et va colorer en rose toutes les bactéries gram négatives. Enfin, la lame est rincée 

puis séchée pour observation sous un  microscope optique à l'objectif x100 + huile à immersion 

(ZEISS, Allemagne). 

La galerie biochimique  

La galerie contient des microtubes contenant milieux et ou substrats déshydratés. Les tests sont 

inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89thanol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Toxique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Canc%C3%A9rig%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paroi_bact%C3%A9rienne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytoplasme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_de_lugol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytoplasme
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89thanol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Microscope_optique
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produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou 

révélés par l’addition des réactifs. 

La lecture de ces réactions se fait à l’aide du tableau de lecture et l’identification est obtenue 

soit à l’aide d’un manuel analytique soit à l’aide d’un logiciel d’identification apiweb 

(Biomerieux V 1.2.1, France). 

I-V.5. 3. Diagnostic différentiel 

Toutes les maladies respiratoires (Parainfluenza3, RSV, IBR, BVD et PPR) permettent de 

réaliser le diagnostic différentiel avec d'autres pneumopathies telles que : emphysème 

pulmonaire, bronchite vermineuse, échinococcose pulmonaire, tuberculose pulmonaire, etc et 

surtout avec la pasteurellose dont les lésions pulmonaires peuvent évoquer celles de la 

péripneumonie. Sauf que cette dernière est connue être d’une contagiosité plus marquée, d’une 

évolution plus rapide, de jetage plus abondant, d’atteinte pleurale plus discrète, d’aspect moins 

exsudatif, hépatisation pulmonaire plus massive, souvent apicale et symétrique avec lésions 

hémorragiques...) (Martel et al 2002).  

I-V.6. Traitement  

Il repose sur deux bases  

* L'amélioration immédiate des conditions d'ambiance (aération, ventilation, vapeurs 

toxiques...), et la réduction des apports si l'alimentation trop riche est mise en cause.   

 * Un traitement médical :  

▪ Des antibactériens à des doses bien précises 

▪ Des anti-inflammatoires non stéroïdiens  

▪  Des analeptiques cardio-respiratoires (théophylline, heptaminol...)  

▪  Des fluidifiants bronchiques (dérivés de la terpine, bromhexine, 

aérosols...). 

En pratique, les pasteurelles étant des pathogènes majeures dans le cas des pneumonies, une 

antibiothérapie les visant est donc justifiée même sans connaitre précisément l’agent. La 

réalisation d’un antibiogramme est toujours intéressante, mais dans l’urgence elle n’est pas 

forcément possible avant la mise en place d’un traitement. De nombreuses familles 

d’antibiotiques sont utilisables contre les pasteurelles, on peut citer, les β-lactamines, les 
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céphalosporines, les macrolides, les phénicolés et les fluoroquinolones (Meyer, 2004). Il faut 

noter que Pasteurella multocida possède peu de résistances naturelles contre les antibiotiques. 

En parallèle, il est toujours intéressant de mettre en place un traitement symptomatique à l’aide 

d’anti-inflammatoires stéroïdiens ou non, de bronchodilatateurs et de modulateurs des 

sécrétions bronchiques.  

I-V.7.Prevention 

I-V.7.1. Conduite d’élevage 

La gestion des mères est importante pour qu’elles soient dans un état sanitaire correct au vêlage 

(vaccination, faible charge parasitaire, préparation au vêlage et transition alimentaire), et 

puissent avoir un colostrum de qualité. Puis, il faudra surveiller la prise colostrale par les veaux. 

Au niveau de l’élevage, comme pour les autres maladies respiratoires, il faudra contrôler les 

paramètres d’ambiance et les paramètres qui peuvent entrainer du stress chez les animaux.  

I-V.7.2. Médicale 

Le développement de la maladie pouvant être dû à une rupture de l’équilibre suite à une atteinte 

virale, il faudra veiller à bien contrôler ces épisodes.  La vaccination apparait comme un moyen 

efficace de se prémunir contre l’infection par les pasteurelles. Buffard décrit que la vaccination 

permet d’avoir un gain de poids supérieur chez les individus vaccinés ainsi qu’une mortalité 

inférieure (Buffard, 2004). En France, les principaux vaccins disponibles sont : 

+ Les vaccins inactivés qui sont les plus anciens et de moins en moins utilisés car 

contestés à cause de l’adjuvant qui aggrave les symptômes (Sustronck, 1997) ; 

 + Les vaccins sous unités (leucotoxine et protéines surnageant lors de culture 

bactérienne) sont les vaccins les plus commercialisés et leur efficacité a été démontrée 

(O'Connor, 2001). La leucotoxine seule n’est pas protectrice, mais son adjonction permet de 

potentialiser l’efficacité de ces préparations. 

I-VI. Généralités sur les antibactériens 

I-VI.1. Résistance des pasteurelles aux antimicrobiens 

La sensibilité ou la résistance d’une bactérie à un antimicrobien, dépend du succès ou de l’échec 

clinique du traitement. Pour être efficace, l’agent antimicrobien doit être présent au niveau du 

site d’infection en concentration suffisante et pour une durée suffisante, pour tuer ou inhiber le 

développement du germe (Prescott and Baggot, 1988).
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Plusieurs études ont été consacrées à l’évaluation de la sensibilité des pasteurelles aux 

antimicrobiens. Hjerpe et Routenm (1976) ont rapporté que Pasteurella multocida et 

Mannheimia haemolytica sont habituellement sensibles aux sulfamides, pénicillines G, 

l’ampicilline, tétracyclines, néomycines, kanamycines, gentamicines, polymyxines. 

Deux principales techniques sont utilisées : 

❖ La technique de diffusion de l’antibiotique sur milieu gélosé, c’est la plus utilisé. 

❖ La technique de dilution utilisant des tubes ou des plaques à cupules contenant 

différentes concentrations de l’antibiotique (Mcallister, 1979). Selon cet auteur cette 

méthode permet une lecture directe de la CMI et une étude de la synergie entre deux ou 

plusieurs antibiotiques. Le principal inconvénient de cette méthode réside dans la 

contamination. 

I-VI.2. Antibiorésistance 

Hjerpe et Routen (1976) ont rapporté que les pasteurelles sont habituellement résistantes à la 

dihydrostreptomycine et à l’érythromycine, et sont toujours résistantes à la tylosine. Le 

problème de résistance multiple chez Pasteurella multocida et Mannheimia haemolytica a été 

également évoqué par (Chang et Carter 1976). L’usage abusif des antibiotiques dans le 

traitement des pneumonies chez les ruminants, a entrainé l’émergence de plusieurs souches de 

pasteurelles résistantes. Cette résistance est généralement d’origine plasmidique (Lees, 1991). 

I-VI.3. Familles des antibiotiques et résistances 

I-VI.3.1. Pénicillines 

La famille des pénicillines renferme des antibiotiques naturels et semi-synthétiques, 

bactéricides, inhibant certaines enzymes bactériennes, essentiellement celle intervenant dans la 

synthèse des peptidoglycanes (Yao et Moellering, 1991). Le spectre d’activité des pénicillines 

est orienté sur les bactéries gram- et gram+, ainsi que les anaérobies. Mise à part de 

l’ampicilline, les autres pénicillines ont une bonne absorption intestinale (KeckG. et 

Meissonnier E., 1992). 

Dans la famille des pénicillines, on distingue 4 groupes : 

*Pénicillines naturelles : Pénicillines G ;
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*Pénicillines acido-résistantes, habituellement administrées par voie orale ; 

*Pénicillines résistantes aux pénicillinase : oxacilline, méthicilline……..etc ; 

*Pénicillines à large spectre : Ampicilline, Amoxicilline…etc (Huber, 1988) Concernant 

l’activité des pénicillines, il est généralement admis qu’elles sont efficaces sur les germes 

sensibles mais ayant une concentration minimale inhibitrice (CMI) < à 1µg/ml. Les germes 

ayant une CMI > à 16µg/ml sont considérés comme résistants. Cette résistance est en relation 

avec les β-lactamases. Par ailleurs pour les bactéries gram-, une résistance de type plasmidique 

est assez fréquente (Prescott et Baggot, 1988). 

I-VI.3.2. Céphalosporines 

Elles ont un mécanisme d’action similaire à celui des pénicillines. Elles sont caractérisées par 

leur résistance aux pénicillinases des staphylocoques (Prescott et Baggot, 1988). 

*la première génération des céphalosporines a un spectre d’action orienté surtout sur les 

bactéries gram+ et de façon importante sur les gram-. 

*le seconde génération comprend des antibiotiques qui sont stables vis-à-vis de certains β-

lactamases produites par les gram-. 

*La troisième génération est constituée de composés ayant une activité sur les 

Enterobacteriacea et P. aeroginusa (ceftiofur). Cependant, ils ne sont pas très actifs sur les 

gram+ (Yao et Moellering, 1991). 

I-VI.3.3. Aminoglycosides 

Les aminoglycosides ont un spectre d’activité large. Ils sont efficaces sur les bactéries gram- 

aérobies et sur les mycoplasmes. Ce sont des antibiotiques bactéricides, agissant en se 

combinant à la sous unité 30s ribosomiale (Prescott et Baggot, 1988 ; Yao et Moellering, 1991). 

La gentamicine est l’antibiotique le plus actif et le plus présentatif de la famille, elle est produite 

par Microspora purpurea. La plupart des germes résistants à la gentamicine font intervenir une 

enzyme codée par le plasmide : la phosphotransférase (Prescott and Baggot, 1988). 

Les mêmes auteurs rapportent que seuls les germes ayant une sensibilité in vitro avec une CMI 

<4µg :ml, sont sensibles à la gentamicine. Les aminoglycosides sont faiblement absorbés au 

niveau du tube digestif et sont doués d’une grande néphrotoxicité (Huber, 1988). 
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I-VI.3.4. Tétracyclines  

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques, ils inhibent la synthèse protéique en se liant à la 

sous-unité 30s ribosomale. Ils sont partiellement absorbés au niveau du tube digestif, 

métabolisés au niveau du foie et concentrés dans la bile (Prescott et Baggot, 1988). Une bactérie 

est considérée résistante aux tétracyclines si la CMI de l’antibiotique considéré dépasse 8µg/ml. 

La résistance aux tétracyclines commence devenir problématique vu l’usage abusif qui en est 

fait, le type de résistance le plus répandu est de type plasmidique (Huber, 1988). 

I-VI.3.5. Lincosamides et macrolides 

I-VI.3.5.1. Lincosamides 

Ce sont des antibiotiques bactériostatiques, ils inhibent la synthèse protéique en se combinant 

à la sous unité 50S du ribosome. La plupart des bactéries gram- sont résistantes aux 

lincosamides du fait que l’imperméabilité de la bactérie et de la méthylation du site ribosomal 

au niveau des lincosamides (Prescott et Baggot, 1988). 

Ils ont un spectre d’activité dirigés essentiellement contre les gram+. La clindamycine est l’un 

des antibiotiques les plus actifs contre clostridium perfringens (Yao et Moellering, 1991). 

I-VI.3.5.2. Macrolides  

Ils sont bactériostatiques et ont une bonne absorption digestive. Ils comprennent : 

l’érythromycine, l’oléandomycine, la spiramycine, la tylosine et klajosamycine (KeckG. and 

Meissonnier E., 1992). 

La résistance à l’érythromycine résulte de la méthylation du site ribosomal, et il existe une 

résistance croisée avec les lincosamides et d’autres macrolides (Prescott and Baggot, 1988). 

I-VI.4. Antimicrobiens de synthèse 

I-VI.4.1. Quinolones 

Ce sont des antibactériens bactéricides à faible dose et de façon paradoxale, bactériostatiques à 

forte dose (Keck. G and Meissonnier E., 1992). La première génération a un spectre d’activité 

dirigé surtout contre les Enterobactériacés, particulièrement E. Coli. Elle comprend, l’acide 

nalidixique, l’acide oxolinique et la fluméquine. La seconde génération constituée de 

fluoroquinolones et aux mycoplasmes. Elle comprend deux produits : la danofloxacine et 

l’enrofloxacine (Chappel, 1990).
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I-VI.4.2. Sulfamides et triméthoprime 

Les sulfamides sont des antimicrobiens de synthèse, bactériostatiques, ils interfèrent avec la 

synthèse de l’acide folique au niveau de la bactérie (Bevill, 1988). Ils ont un large spectre, 

inhibant les bactéries, les chlamydies, les toxoplasmes et les coccidies. En effet, les sulfamides 

sont actifs sur les grams+ et sur la plupart des gram-, surtout les entérobactéries. 

Les sulfamides sont largement utilisés en pratiques courante, de ce fait, de nombreux 

phénomènes de résistance ont été rapportés (Bevill, 1988). Par ailleurs, selon ce même auteur, 

la résistance aux sulfamides résulte soit de l’adaptation enzymatique ou du transfert du matériel 

extra-chromosomique. 

Le triméthoprime est un dérivé de la diaminopyrimidine, largement utilisé en association avec 

les sulfamides. Il est bactériostatique et inhibe l’enzyme dihydrofolate réductase (Yao and 

Moellering, 1991). L’association triméthoprime/Sulfamethaxazole a permis l’élargissement du 

spectre d’activité de ces substances. En effet, cette association a une action bactéricide contre 

les grams+ et les gram- aérobies et contre une grande proportion des anaérobies. Les bactéries 

sont considérées sensibles, si la CMI de cette association est < 0,5/9,5µg/ml (Prescott et Baggot, 

1988). 

I-VI.4.3. Nitrofuranes et dérivés 

Ce sont des antimicrobiens, bactériostatiques à large spectre surtout vis-à-vis des germes à 

gram- (Keck G. and Meissonnier E., 1992). Ils sont également actifs sur quelques protozoaires 

et champignons (Huber, 1988). Keck G. et Meissonnier E., 1992 distinguent 4 groupes : 

Antiseptiques urinaires avec absorption et élimination urinaire rapide ex : nitrofurantoine. 

❖ Antiseptiques digestifs très peu absorbés par voie digestive, avec un risque 

d’intoxication lors de surdosage ex : furazolidone, nitrofural, furaltadone. 

❖ Antiseptiques externes ex : furazolidone, nitrofural. 

❖ Anti-infectieux général, utilisé en ichtyopathologie ex nifurpirinol 

I-VII. Colistine et le gène mcr-1 

La colistine est un antibiotique de la famille des polymyxines utilisé régulièrement en médecine 

vétérinaire depuis les années 1950 selon ANSES 2017, notamment dans les filières animales de 
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production. C’est un important médicament de dernier recours contre les bactéries gram-

négatives multirésistantes (MDR). La colistine interagit sur des groupements phosphate des 

lipopolysaccharides (LPS) présentes sur la membrane externe des bactéries à Gram négatif. Ce 

premier mécanisme de résistance à la colistine transférable fait intervenir un gène nommé mcr‐

1.  

Le gène de résistance à la colistine à médiation plasmidique est une enzyme PEtN transférase 

qui transfère enzymatiquement le PEtN au lipide A (Abdul Momin et al, 2017 ; Esposito et al., 

2017 ; Poirel, Jayol, Nordmann, et al., 2017). Ceci, entraîne une réduction des charges 

anioniques sur le lipide A, empêchant interactions électrostatiques avec les molécules de 

polypeptides cationiques telles que les polymyxines (colistine et polymyxine B), conduisant à 

la colistine résistance (Tendon, Poirel, & Nordmann, 2017). 

Sa détection est réalisée en utilisant l'intercalant Sybr Green qui a le même principe que le 

bromure d'éthidium. Ce colorant vient s'intercaler au niveau des chaines doubles brin d'ADN et 

il ne devient fluorescent que s'il se lie à l'ADN double brin.  Contrairement à la chimie Taqman, 

il n'est nul besoin de concevoir une sonde. En contrepartie, la fluorescence mesurée peut 

provenir de produit d'amplification non spécifique. Il convient donc de s'assurer de la spécificité 

des produits de PCR. Il est conseillé, de faire migrer sur gel les produits de PCR afin de s'assurer 

que la taille du fragment amplifié correspond à ce qui est attendu. 

I-VIII. Principes de Production et contrôles des vaccins bactériens inactivés 

Selon le guide pour l’élaboration des monographies des vaccins pour usage vétérinaire 

(Pharmacopée Européenne Edition 2008), le vaccin inactivé est une préparation d’une/ ou 

plusieurs souche(s) appropriée(s) de bactérie(s) inactivée(s) en maintenant des propriétés 

immunogènes appropriées. 

I-IX. Exigences réglementaires 

L’un des grands enjeux de la sécurité vaccinale est de garantir la qualité et l’innocuité des 

vaccins, depuis le stade du développement, en passant par les essais cliniques, la fabrication, le 

contrôle de la qualité et la distribution, jusqu’au point d’utilisation finale, où de bonnes 

pratiques de vaccination doivent être assurées. En plus des tests très poussés, la réglementation 

en matière de vaccins comporte plusieurs autres méthodes destinées à garantir leur qualité et 

leur innocuité. Il s’agit notamment de la caractérisation du matériel du départ, l’établissement
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 de banques de germes, de systèmes de lots de semence, de l’application des principes régissant 

les bonnes pratiques de fabrication, de la mise en circulation indépendante de vaccins lot par 

lot, par des autorités nationales de réglementation pleinement opérationnelles, ainsi que d’une 

surveillance pré et post commercialisation intensifiée, des manifestations indésirables 

éventuelles pouvant faire suite à l’administration de ces vaccins. Ces méthodes contribuent à 

garantir la qualité, l’efficacité et l’innocuité des vaccins. 

I-X. Validation des méthodes de contrôle des vaccins   

La norme de l'OIE pour la gestion et les techniques exigeantes pour la réalisation d'essais, pour 

les maladies (Organisation Mondiale de la Santé Animale, 2008), précisent que, les méthodes 

d'essai et les procédures doivent être appropriées, pour des applications de diagnostics 

spécifiques, pour que les résultats des tests peuvent être pertinents. En d'autres termes, l'essai 

doit être « apte à l'usage » (OIE, 2013). L'évaluation qualitative et quantitative de la capacité 

d'un résultat de test positif ou négatif, pour prédire avec précision l'état d'exposition de l'animal 

ou d'une population d'animaux, est la considération ultime de la validation du test. Cette 

capacité dépend de la création d'un essai soigneusement optimisé et normalisé, par 

accumulation des données de validation, qui assure la confiance dans le dosage et l’aptitude à 

l’effectuer, en fonction de but recherché. Afin de veiller à ce que les résultats des tests 

fournissent des inférences diagnostiques utiles sur des animaux ou des populations, à l'égard de 

l'objectif visé, le processus de validation englobe le développement initial et la documentation 

sur la performance du test, ainsi que l'évaluation continue, du contrôle de la qualité et 

d'assurance qualité (OIE, 2013). 

I-XI. Vaccination et vaccins disponibles   

L’importance sanitaire et économique des pasteurelloses est non négligeable. Les pasteurelloses 

sont responsables de nombreuses affections aigues parfois mortelles le taux de mortalité peut 

atteindre 20% et la morbidité peut atteindre 50% selon la SNGTV (société nationale des 

groupements techniques vétérinaires) ; l’affection peut aussi évoluer vers la chronicité et parfois 

même peut induire de nombreux retard de croissance. Sur le marché on note la présence de 3 

types de vaccin : 

*Vaccins inactivés à base de corps bactériens entiers 

*Vaccins anti-leucotoxine 

*Vaccins de nouvelle génération IRP.
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I-XII. Nouvelle technologie de production de vaccin contre la pasteurellose à partir des 

OMV 

Les vésicules membranaires externes (OMV) sont petites, sphérique (100-300 nm) libérées 

dans le milieu extracellulaire par les vésicules de la membrane externe des bactéries Gram 

négatif (Beveridge, 1999). Plusieurs espèces bactériennes ont été signalées comme produisant 

des OMV, telles que Escherichia coli (McBroom and Kuehn, 2007 ; Schwechheimer et Kuehn, 

2015), Pseudomonas aeruginosa (Bauman and K. Kuehn, 2006), Shigellasp. (Kadurugamuwa 

and Beveridge,1999), Salmonella sp (Elhenawy et al., 2016), Helicobacter pylori (Fiocca et al., 

1999 ; Turner et al., 2015), Campylobacter jejuni (Lindmark et al., 2009 ; Elmi et al., 2012), 

Borrelia burgdorferi (Dorward et al., 1991 ; Shoberg and Thomas, 1993), Vibriosp. (Chatterjee 

et Chaudhuri, 2011) et Neisseria sp. (Devoe and Gilchrist, 1973 ; Pettit and Judd, 1992). Ils 

portent des lipopolysaccharides (LPS), des phospholipides, despeptidoglycanes, des protéines 

de la membrane externe (OMP), des composants de la paroi cellulaire, des protéines 

(périplasmique, cytoplasmique et membranaire), des acides nucléiques (ADN, ARN), des 

métabolites ioniques et des molécules de signalisation en tant que cargaison (Lindmark et al., 

2009 ; Koeppen et al., 2016 ; Vanaja et al. 2016). En raison de la nature du transfert de la 

cargaison, elles devraient jouer un rôle dans l'adhérence bactérienne à l'agent antibactérien. Ils 

sont également impliqués dans les réponses au stress, ce qui implique la formation d'un biofilm, 

administration inter- et intraspécifique de molécules résistantes aux antibiotiques et modulation 

de l'immunité de l'hôte réponse. La capacité des OMV à transférer des molécules biologiques à 

la cellule hôte, rend leur production utile parmi les cellules hôtes Bactéries Gram-négatives. En 

dehors de leur rôle dans le développement de la communication bactérienne, transfert des 

facteurs de virulence sous forme de cargaisons vers les OMV, elles améliorent également la 

survie bactérienne à l'intérieur de l'hôte (Ellis and Kuehn, 2010 ; Chattopadhyay and 

Jaganandham, 2015). Le développement des systèmes sécrétoires (I - VI) chez les bactéries 

Gram-négatives a contribué à la sécrétion de facteurs de virulence dans l'ensemble de la bactérie 

dans l'espace extracellulaire. Sécrétées en tant qu'entités distinctes, transfert de facteurs de 

virulence, de molécules d'adhésion à médiation OMV, toxines et autres composés 

immunomodulateurs, elles constituent un système de sécrétion distinct, qui fonctionne en mode 

Gram-négatif des bactéries pour accéder aux tissus et à la circulation sanguine de l'hôte. 
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II-I. Échantillons étudiés  

Un nombre total de cent soixante-deux échantillons (121 écouvillons nasaux et 41 poumons) 

ont été prélevés chez différentes espèces de ruminants (bovins, ovins et caprins), présentant des 

signes cliniques respiratoires rappelant la maladie de la pasteurellose, durant la période janvier 

2015 à Décembre 2017 et ce dans six différentes régions du Maroc (Figure 3).  

Les échantillons identifiés, accompagnés de leurs fiches de prélèvements (Annexe 1), ont été 

acheminés à Biopharma sous régime de froid.  

 

 

Figure 3 : Distribution géographique des échantillons prélevés lors de l’étude 

II-II. Test de dépistage par PCR en temps réel 

II-II.1. Préparation des échantillons 

Dès leur réception, les écouvillons nasaux ont été placés dans un milieu de culture à base de 

Bouillon cœur cervelle (BCC), puis incubés à 37°C pendant une nuit, les poumons ont été
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 broyés dans des tubes stériles à l'aide d'un broyeur-Homogénéiseur automatique à billes (Bertin 

Technologies, France). Après centrifugations à 8000xg pendant 10 min à 4°C, le surnageant est 

ensemencé dans le BCC pendant une nuit. Les cultures issues des deux différents types 

d’échantillons font l’objet d’une extraction de l’acide nucléique (ADN). 

II-II.2. Extraction de l’acide nucléique 

L’extraction des bactéries (MH & PM) responsables des signes respiratoires comprend quatre 

étapes : La lyse d’échantillon qui consiste à mélanger les échantillons avec un tampon de lyse, 

qui permet de rompre et dénaturer tous les constituants cellulaires à savoir les membranes, en 

libérant le contenu suivant : ADN, protéines, et les lipides. Suivie par la précipitation qui se fait 

par le biais de l’éthanol, qui est généralement utilisé pour concentrer les acides nucléiques et 

les séparer des protéines et lipides. Ensuite un lavage qui a pour but de purifier l’acide 

nucléique, suivie d’un séchage, permettant ainsi d’éliminer les traces d’éthanol. Et enfin l’ajout 

de l’élution buffer pour la récupération de l’acide nucléique. 

L’extraction a été réalisée par le kit Machery Nagel Tissue (Machery-Nagel, Germany) 

(Annexe 2) sur tous les prélèvements préalablement traités suivant les instructions du 

fournisseur. La souche de référence Pasteurella multocida 11039 (DPIV, Rabat) a été utilisée 

comme contrôle positif d’extraction tandis que l’eau grade PCR a été utilisée comme contrôle 

négatif dans toutes les réactions de PCR.  

II-II.3. Amplification 

La matrice des ADNs génomiques directement extraits des différents échantillons prélevés 

(organe, écouvillon, ...) ont fait l’objet d’une PCR en temps réel spécifique aux espèces 

Mannheimia haemolytica et pasteurella multocida. L’amplification a été réalisée à l'aide d'une 

paire d'oligo-nucléotides (amorces sens et anti sens), et une sonde oligo-nucléotidique 

(TaqMan) marquée par un fluorochrome, en utilisant le kit VetMax TM triplex pasteurella 

multocida & Mannheimia haemolytica (Thermofisher Scientific, USA). 

Un volume de 5 µl d'ADN extrait a été utilisé dans un volume réactionnel total de 20 µL. Le 

test a été effectué sur l’appareil smart cycler (Cepheid, USA) selon le cycle de température 

suivant : activation de l'ADN polymérase à 95°C pendant 15 minutes, suivie de 45 cycles 

d'amplification (une dénaturation à 94 ° C pendant 1 minute et hybridation et élongation à 60°C 

pendant 90 secondes).
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II-III.  Isolement et identification bactérienne 

II-III.1. Culture sur gélose au sang et MacConkey 

Les échantillons positifs par PCR en temps réel (test de dépistage) sont cultivés sur milieu 

spécifique de gélose au sang (2-5% de sang frais ovin). (Gentry et al., 1987, Anigen et al., 

1999). 

Cette étape est effectuée comme suit, après un enrichissement des poumons broyés et 

écouvillons nasaux dans le BCC (Bouillon de cœur cervelle), on incube à 37°C pendant 24h. 

Ensuite, nous ensemençons dans de la gélose au sang tout en utilisant des témoins positifs et 

négatif pour valider la réaction. Après ensemencement, les boites ont été incubé à 37°c pendant 

18-24h dans une ambiance idéale de micro-aérophilie qui pourrait se prolonger jusqu’à 48h. 

Les colonies évocatrices de pasteurella sont soumises à plusieurs tests, à savoir : une coloration 

de Gram (Figure 4), un test de catalase et d'oxydase et une croissance sur gélose MacConkey 

pour une identification plus poussée (Quinn et al., 1994). 

II-III.2. Coloration gram 

Après fixation des bactéries sur une lame (deux méthodes possibles : fixation à l'éthanol à 90° 

(5 minutes) ou par passage de la lame dans la flamme, dite frottis) : 

• La lame est plongée dans un premier colorant : le violet de gentiane (1 minute). Le 

violet de gentiane est un colorant puissant, (toxique et cancérigène). Il va traverser les 

parois et membranes des bactéries et se fixer dans leurs cytoplasmes. Ainsi à cette étape 

toutes les cellules sont colorées en violet. 

• La lame est ensuite traitée au lugol (diiode) en solution qui sert de mordant (Minimum 

1min) : il va renforcer le violet de gentiane contenu dans le cytoplasme des bactéries. 

Le violet de gentiane est chassé par la solution d’éthanol à 90°. Cette étape est cruciale 

et doit être faite rapidement, car elle permet de discriminer les bactéries Gram négatif 

des bactéries Gram positif. Le principe est le suivant : les bactéries Gram négatif 

possèdent une paroi pauvre en peptidoglycane, composant qui en raison de sa 

faiblequantité va permettre à l'alcool d'emporter le violet de gentiane, celui-ci 

disparaissant du cytoplasme. La bactérie est donc décolorée. 

• La lame, après avoir été rincée, est plongée brièvement dans un deuxième colorant, la 

fuchsine (30 secondes). Ce colorant traverse toutes les parois et membranes et va colorer 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89thanol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Violet_de_gentiane
https://fr.wikipedia.org/wiki/Toxique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Canc%C3%A9rig%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paroi_bact%C3%A9rienne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytoplasme
https://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Cellules_(biologie)&action=edit&redlink=1
https://fr.wikipedia.org/wiki/Solution_de_lugol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cytoplasme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
https://fr.wikipedia.org/wiki/Peptidoglycane
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en rose toutes les bactéries qui ont été décolorées durant l'étape précédente ; les bactéries 

Gram positif étant colorées en violet (plus sombre) n'apparaîtront pas rose (plus clair). 

La lame est ensuite récupérée, rincée et séchée, puis observée au microscope optique 

généralement à l'objectif x100. Les bactéries Gram négatif apparaîtront en rose. L'observation 

de leur couleur est généralement accompagnée de descriptions structurelles (ex. bacille ou 

coque). 

 

Figure 4 : croissance des colonies sur gélose au sang et identification par coloration gram 

II-III.3. Test de catalase 

Une catalase est une oxydo-réductase héminique qui catalyse la dismutation du peroxyde 

d'hydrogène en eau et dioxygène : 2 H2O2 → O2 + 2 H2O. 

S'il y a présence d’effervescence, on dit que la bactérie est catalase+, pas d’effervescence on 

parle d’une réaction catalase (Figure 5). 

 

Figure 5 : Réaction de catalase

https://fr.wikipedia.org/wiki/Gram_positif
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxyde_d%27hydrog%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dioxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
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II-III.4. Test d’oxydase 

La recherche d'oxydase est un test fondamental pour orienter l'identification des bactéries. 

Le chlorhydrate ou le N-diméthylparaphénylène diamine (PDA) est utilisé comme réactif, 

généralement imprégné sur des disques (disques oxydases). Un de ces disques est placé sur une 

lame et une colonie y est déposée avec une pipette pasteur. S'il y a apparition d'une tache violette 

(Figure 6) au bout de 30 secondes, la bactérie est oxydase + et elle possède le cytochrome 

oxydase. Et rien n'apparaît, cela signifie que la bactérie est oxydase- et qu'elle ne possède pas 

l'enzyme respiratoire (cytochrome oxydase). 

 

Figure 6 : Réaction d’oxydase 

II-IV. Etude histologique des poumons d’animaux morts par la pasteurellose 

Des tissus pulmonaires présentant des modifications macroscopiques sont prélevés sur 10 

animaux (6 bovins et 4 ovins) et fixés dans du formol à tampon neutre (FBN) à 10% pour des 

examens histopathologies. Des tissus fixés à 10% de NBF sont traités pour un examen 

d’histopathologie selon les méthodes standard. Ils sont déshydratés dans des bains d’alcool en 

série et inclus dans de la cire de paraffine. Des coupes de cinq µm d'épaisseur sont colorées à 

l'hématoxyline et à l'éosine et examinées au microscope optique pour rechercher des 

modifications histopathologiques. 

II-V. Test de confirmation des isolats par PCR conventionnelle 

II-V.1. Confirmation de Mannheimia haemolytica 

La réaction de PCR pour Mannheimia haemolytica a été réalisée dans un volume total de 25 μl 

en utilisant le kit Taq DNA recombinant (Invitrogen, Life technologies), contenant 0,1 μM de 

chaque amorce pour la détection du gène sodA, dNTP 10 mM, tampon PCR 10X, MgCl2 50 

mM, 5 U/μl d'ADN polymérase Taq et 5 μL de l'ADN extrait. L'ADN a été amplifié dans le 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorhydrate
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thermocycleur TC512 (Techne, USA), dans les conditions suivantes : une étape de dénaturation 

primaire à 94 ° C pendant 3 min suivie de 35 cycles en utilisant le protocole suivant : 

dénaturation initiale à 94 ° C pendant 45 sec, hybridation à 64 ° C pendant 30 secondes et 

extension à 72 ° C pendant 90 secondes, suivies de 10 minutes à 72 ° C. 

II-V.2. Confirmation de Pasteurella multocida 

Le test PCR pour Pasteurella multocida a été confirmé par le même test avec des amorces 

spécifiques décrites par (Townsend et al, 2001) pour la détection du gène KMT1 qui détecte 

tous les sérogroupes (réaction de groupe), et aussi ceux qui détecte les types capsulaires (A, B, 

D, E et F)  pour les gènes (hyaD-hyaC, bcbD, dcb F, ecbJ et fcbD) respectivement. Cette analyse 

a été réalisé dans un volume total de 25μl selon le programme d’amplification suivant : 

Activation de l'ADN polymérase 95 ° C pendant 3 minutes suivie de 30 cycles d'amplification 

(94 ° C pendant 45 secondes, 55 ° C pendant 30 secondes et 72 ° C pendant 1 min 30 secondes) 

suivi de 10 minutes à 72 ° C. 

Les produits de PCR ont été analysés sur un gel d'agarose à 2% coloré avec Sybr safe 

(Invitrogen, USA). Les fragments d'ADN ont été visualisés par l'instrument Omega Lum G 

(Aplegen, USA). Une échelle d'ADN de 100 paires de bases (Invitrogen, USA) a été utilisée 

pour déterminer la taille des fragments amplifiés (amplicon 143 pb, 460 pb et 1044 pb) de 

Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida (PM) et PM sérogroupe A respectivement. 

II-VI. Étude du pouvoir pathogène sur souris 

Pour confirmer le pouvoir toxique des souches isolées on a réalisé l’inoculation sur les souris 

et leur suivi afin d’estimer le taux mortalité causé par les bactéries en question. 

II-VI.1. Dénombrement 

Les souches identifiées ont été inoculées dans un bouillon d'infusion de cœur cervelle (BCC) et 

incubées dans un incubateur avec agitation (100 tr/min) à 37 ° C pendant une nuit. Le nombre 

d'unités formant des colonies (CFU / ml) d'inoculum a été calculé par la méthode de la plaque 

d'étalement dans des plaques de BCC Agar (Goldman E, Green LH., 2008). Pour déterminer le 

nombre d’UFC, la méthode utilisée est celle de dénombrement en masse tout d’abord on prépare 

des dilutions (Figure 7) en série allant de 10-1 à 10-10 de la suspension bactérienne à dénombrer, 

alors 1ml de chaque dilution est ajouté à 9 ml de gélose déjà préparer et mis à une température 

comprise entre 48°C et 50°C puis bien homogénéiser et couler sur boites de pétri (2 boites 

/Dilution).
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Figure 7 : Méthode de préparation des dilutions successives pour dénombrement en masse 

Ensuite, les boites ont été placées dans l’étuve 37°C pendant 24h et à la fin de la durée 

d’incubation, le dénombrement a été réalisé à l’aide d’un compteur de colonies (Figure 8). 

 

Figure 8 : Comptage des colonies 

Seules les boites contenant un nombre de colonie compris entre 10 et 300 qui sont pris en 

considération. En effet, au-dessus de 300 UFC, les colonies sont indénombrables et en dessous 

de 10 elles sont peu nombreuses pour être dénombré selon la norme ISO 7218 version 2013. 

La formule suivante a été utilisée en y apportant le nombre de colonies déterminé : 

𝑁 =
Σc

(V x1,1d)
 

Avec :  

N : Nombre d’UFC par ml de produit initial ;  

Σ colonies : Sommes des colonies des 2 boites retenues ;  
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V : Volume de solution déposé (1ml) ;  

d : facteur de la première dilution retenue avec l’inoculum moins dilué. 

II-VI.2. Test sur souris 

Des groupes de 5 souris (de sexe mâle, poids moyen de 22g) sont inoculés par les souches 

isolées lors de cette étude et ceci par voie intrapéritonéale (Figure 9). Un groupe de souris 

entretenu dans les mêmes conditions que les autres a été utilisé en tant que groupe témoin et a 

reçu par la même voie d’injection uniquement du bouillon BCC frais. Les souris ont été suivi 

pendant 24 heures en vérifiant leur état général (signes cliniques) et mortalités (Annexe n°7).  

 

Figure 9 : Étude de pouvoir pathogène et inoculation par voie intrapéritonéale sur souris 

 II-VI.3. Ré-isolement à partir des organes des souris mortes  

Après autopsie des souris mortes ; des organes ont été prélevés pour ré isoler la bactérie 

responsable de la septicémie (Figure 10), on procède au broyage de ces organes (rate, poumon 

et foie) dans BCC à l’aide d’un broyeur automatique utilisant les billes ensuite on passe à l’étape 

de pré-enrichissement dans BCC pendant une nuit à 37°C, après on procède à l’extraction et 

amplification de l’ADN extrait.Des échantillons de foie et de poumon provenant des souris 

mortes sont striés sur de la gélose au sang et incubés comme décrit ci-dessus pour l'isolement 

bactérien. De plus, les colonies sont confirmées par PCR conventionnelle spécifique de 

Mannheimia haemolytica (Guenther et al., 2008) et de Pasteurella multocida (Townsend et al., 

2001).
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Figure 10 : Autopsie des souris mortes 

II-VII. Antibiogramme 

II-VII.1. Test de diffusion sur disque 

L'antibiogramme des isolats est effectué à l'aide de la méthode de diffusion sur disque de Kirby-

Bauer, décrite au chapitre 2.1.1.1 du manuel « Méthodes de laboratoire pour les 

antibiogrammes bactériens » (Hudzicki, 2009). Les suspensions bactériennes sont préparées, 

nous avons laissé le produit agir pendant quelques minutes, puis nous l'avons mis sur une plaque 

de gélose Mueller-Hinton (Oxoid, UK), le volume excédentaire est enlevé, les plaques sont 

séchées pendant cinq minutes et les disques antimicrobiens sont placés à environ 2 cm de 

distance sur la surface. Ils sont ensuite incubés à 37 °C pendant la nuit. Les zones d'inhibition 

sont mesurées au millimètre près avec une règle (Hudzicki, 2009). Staphylococcus aureus 

ATCC 29213 et Escherichia coli ATCC 25922 utilisés pour le contrôle de la qualité de la 

fertilité (Bauer et al., 1966), brièvement chacun des isolats est soumis à un panel de treize 

antibiotiques recommandés par le manuel de l’oie (Oie, 2018) (Tableau 1) : Amoxicilline 

(25µg), Amoxicilline/acide clavulanique (20/10µg), Gentamicine (15µg), Streptomycine 

(10UI), Florfénicol (30µg), Doxycycline (30UI), Erythromycine (15UI), Spiramycine (100µg), 

Acide Nalidixique (30µg), fluméquine (30µg), Enrofloxacine (5µg) et Sulfamethaxazole 

(23,75µg), Colistine (50 µg). 

En parallèle, une analyse statistique (test de Fisher et test Khi-2) a été réalisée pour déduire la 

valeur p dont le but de savoir s’il y a une différence significative entre les familles 

d’antibiotiques utilisées. 
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Tableau 1 : Interprétation de la taille du Diamètre des Antibiotiques 

Source: the Antibiogram Committee of the French Society of Microbiology (AC-FSM) veterinary 

recommendations. 

 

 

Charge du 

disque 
Résistant Intermédiaire Sensible 

Amoxicilline 25 µg <14 15-20 ≥21 

Amoxicilline/Acide 

Clavulanique  
20/10 µg <14 15-20 ≥21 

Gentamicine 15µg (10UI) <14 15 ≥16 

Streptomycine 10 UI <13 14 ≥15 

Florfénicol 30 µg <15 16-18 ≥19 

Doxycycline 30 UI <17 18 ≥19 

Erythromycine 15 UI ≤13 14-22 ≥23 

Spiramycine 100 µg <16 17-21 ≥22 

Acide Nalidixique 30 µg <15 16-19 ≥20 

Fluméquine 30 µg <21 22-24 ≥25 

Enrofloxacine 5 µg <17 18-21 ≥22 

Sulfamethaxazole 23.75 µg <10 11-15 ≥16 

Colistine  50 µg <15 - >15 
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II-VII.2. Test CMI vis-à-vis de la colistine 

L’activité antimicrobienne exprimé en CMI est déterminée par la méthode de dilution, utilisant 

des plaques à cupules type sensititre, ces cupules contiennent des concentrations connues 

d’antimicrobiens (Annexe 10). 

II-VII.3. Détection du gène mcr-1 (Sybr Green PCR) 

II-VII.3.1. Extraction d'ADN 

L’extraction des acides nucléiques est faite avec le kit commercialisé Machery Nagel Tissue 

(Machery-Nagel, Germany) selon les recommandations du fabricant.  

II-VII.3.2. Intercalant et amorces utilisées 

Les amorces utilisées sont celles décrites dans la publication Rebelo et al., (2018). Ces amorces 

permettent la détection d’un petit fragment (320 pb au niveau du gène mcr-1). Les amorces 

nucléotidiques sens (forward) mcr-1-fr (5’- AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC -3’) ; ainsi que 

l'anti-sens (reverse) mcr-1-as, (5’- AGATCCTTGGTCTCGGCTTG -3'). Le Master Mix Sybr 

Green "The SensiFAST Sybr® Lo-ROX Kit" (Bioline, A Meridian Life Science Company) a 

été utilisé dans notre étude. 

II-VII.3.3. Amplification d'ADN  

a. Mélange réactionnel 

Pour réaliser le mélange réactionnel, nous avons choisi d’utiliser le Master Mix Sybr Green, 

SensiFAST Sybr® Lo-ROX Kit. Le mélange réactionnel est réalisé comme suit tableau 2 : 

Tableau 2 : Mix Sybr Green 

 

Pour chaque set d’échantillons à tester, nous avons inclus un témoin positif et un témoin négatif 

(l’eau utilisée pour la préparation du master mixte pour PCR). 
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b. Thermocycleur de type Agilent  

Le système Agilent est conçu pour la réalisation de PCR en temps réel sur un format de 96 

échantillons. La PCR se fait dans des plaques à 96 puits. Dans chacun des puits se déroule une 

PCR en temps réel pour chaque échantillon. 

La plaque vient se placer sur un bloc chauffant, qui assure un échange thermique rapide et 

homogène pour toute la plaque. Il est possible, grâce à ce système qui émet et lit la fluorescence 

à plusieurs longueurs d’ondes, d’élaborer des PCR multiplexes. C'est‐à‐dire de réaliser 

plusieurs PCR dans un même puits grâce à son système optique et une source lumineuse à haute 

énergie et large spectre. 

La plaque est secouée de haut en bas en gardant la plaque horizontalement afin que le mix ainsi 

que l’ADN soient mélangés au fond des puits. Le film transparent que l’on a posé au-dessus de 

la plaque sert à éviter l’évaporation lors du chauffage à haute température dans le thermocycleur 

Ensuite, il convient de placer la plaque dans le compartiment d’Agilent et de lancer le 

programme. 

c. Programme 

Le profil thermique utilisé pour l’amplification du gène mcr-1 par PCR en temps réel Sybr 

Green a été réalisé selon les conditions rapportées dans la figure 11.
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Figure 11 : Cycle d’amplification du gène mcr-1 par Sybr Green 

II-VII.3.4. Confirmation par migration sur gel d’agarose 

L’amplicon obtenu est migré directement sur gel d’agarose afin de confirmer les résultats 

obtenus par amplification Sybr Green. 

II-VIII. Production d’un lot expérimental de vaccin inactivé  

A partir d’une souche de Mannheimia haemolytica (S32/15) isolée et identifiée par tests 

moléculaires et dont le dénombrement est (5,52 1010 UFC/ml) et pouvoir pathogène a été évalué 

en se basant sur la DL50, un lot de vaccin inactivé expérimentale a été produit dans un 

bioréacteur. 

 II-VIII.1. Etapes de production 

II-VIII.1.1. Préparation de l'inoculum 

Le lot de semence congelé situés au niveau de la souche-thèque, sont repris avec de l'eau 

distillée stérile dans un flacon contenant du milieu pour préculture et servant uniquement de 

support pour l'ensemencement. 

Les flacons ainsi ensemencés sont incubés dans une étuve à +37°C durant 16 à 18 heures. 

Après seize à dix-huit heures de culture, un prélèvement est effectué dont le but de contrôler la 

pureté, la densité optique et le pH. 
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La pureté est d'abord vérifiée, sur chacun des échantillons par examen, direct de la morphologie 

en contraste de phase et de l’affinité tinctoriale après coloration de Gram. L'observation ne doit 

pas révéler des contaminants au niveau de la forme bactérienne. La pureté est ensuite contrôlée 

par ensemencement sur gélose au sang. Le contrôle du pH à ne pas négliger. 

II-VIII.1.2. Préparation du fermenteur  

Le fermenteur est stérilisé à vide, sous pression de vapeur, durant quarante-cinq minutes à 

121°C, il est par la suite refroidi et maintenu sous pression d’air afin de contrôler son étanchéité. 

Avant d’entamer le transfert du milieu de culture depuis la cuve de préparation vers le 

fermenteur, l’étanchéité de ce dernier est vérifiée afin de prévenir d’éventuelle contamination ; 

par la suite la cuve est dépressurisée et l’installation des sondes peut alors commencer. En effet, 

après nettoyage et standardisation de l'électrode de pH, l'ensemble sonde-électrode est installé 

sur la cuve du fermenteur. La sonde biomasse est également nettoyée et installée sur le 

fermenteur. 

Après avoir ajusté le volume et le pH du milieu, le fermenteur est stérilisé à plein durant 

quarante minutes à +121°C, puis mis sous pression d'azote et refroidi à la température 

d'incubation à +37°C.Le fermenteur est maintenu sous une pression d'azote d'environ 1,2 bar 

jusqu'au moment de l’ensemencement. 

II-VIII.1.3. Fermentation bactérienne 

Les additifs stérilisés par filtration sont ajoutés au milieu par transfert, à l'aide d'une pompe 

péristaltique après raccordement des flacons au fermenteur.  

Un prélèvement est effectué sur le fermenteur en utilisant un montage de prise d’échantillon 

qui est également restérilisé en place ; ceci est dans le but de contrôler sa stérilité et son pH. En 

effet, la stérilité est contrôlée par observation directe du milieu qui doit être clair. Elle sera 

toutefois contrôlée sur des boites de pétri pour confirmer sa stérilité après quarante-huit heures 

à +37°C.Le pH est mesuré sur par un pH mètre de laboratoire dont l'électrode a été 

préalablement standardisée. Les valeurs du pH, mesuré d'une part sur l'échantillon au moyen 

du pH mètre de laboratoire et d'autre part sur le milieu de culture au moyen du pH mètre 

implanté sur le fermenteur, doivent correspondre. A défaut, le pH mètre placé sur le fermenteur 

doit être standardisé en tenant compte, de la valeur lue sur le pH mètre de laboratoire. D'autre 

part, le pH initial du milieu de culture devant avoir une valeur précise (7,5 ± 0,2), il convient 
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de le rectifier si nécessaire, après standardisation de l'électrode, par addition de l’hydroxyde de 

sodium ou de l’acide tartrique. 

Si le contrôle des cultures en flacons ne révèle aucune anomalie, notamment l’absence des 

contaminants, le pH (5 ± 0,5) et la densité optique (DO ≥ 1), les flacons répondants aux 

différents contrôles en cours sont connectés au fermenteur par l'intermédiaire d'un montage 

ensemencement raccordé d’une part au piquage inoculum du fermenteur et d'autre part à une 

des cannes de transfert équipant le bouchon des flacons; le montage est également restérilisé en 

place avant l’ensemencement du fermenteur.  

La pression dans le fermenteur est ramenée à la pression atmosphérique et le contenu des 

flacons d'inoculum est alors transféré dans le fermenteur à l'aide d'une pompe péristaltique. 

Le suivi de la culture consiste à l’enregistrement de la température, du pH, de la densité optique, 

du volume et de l’agitation. Des prélèvements sont effectués régulièrement et au besoin afin de 

vérifier les paramètres de la culture et le suivi microscopique de l’état des cellules bactériennes 

cultivées. Des corrections sont apportées au besoin afin d’optimiser la croissance bactérienne 

et la production des exotoxines. 

La multiplication bactérienne s’accompagne d’une acidification du milieu, le pH est rétabli à 

sa valeur de consigne à l’aide de l’hydroxyde de sodium. Pour ce faire, un récipient contenant 

d’hydroxyde de sodium, équipé d'un montage de transfert re-stérilisable en place, est raccordé 

au piquage d'entrée de la cuve d'alimentation de l’hydroxyde de sodium. La régulation du pH 

et de la température s’effectue automatiquement par le biais de l’ordinateur de pilotage du 

fermenteur ou via un système de régulation indépendant.  

Des prélèvements de la culture sont effectués stérilement dans des flacons bouchonnés. Les 

contrôles en cours de la culture concernent l’observation à l’état frais de la culture bactérienne, 

la vérification du pH et de la densité optique. Dès l'obtention du maximum de la courbe de 

croissance (densité optique maximum), deux prélèvements de la culture sont effectués 

stérilement dans des flacons bouchonnés ; la culture bactérienne est soumise à subit ainsi divers 

contrôles à savoir : 

• La pureté est d'abord vérifiée sur un des prélèvements par examen direct de la 

morphologie en contraste de phase et de l'affinité tinctoriale après coloration de Gram.  

• La stérilité du produit ainsi prépares est vérifiée par ensemencement de boites de pétri. 
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• Des contrôles physico-chimiques sont effectués pour vérifier notamment du pH et la 

densité optique. 

D’autres contrôles sont effectués par le service de contrôle qualité, à savoir : 

• La détermination du pouvoir toxique sur souris sur un échantillon de culture centrifugé. 

• L’identité bactérienne est par ailleurs vérifiée par PCR. 

II-VIII.1.4. Inactivation  

La solution de formol a été préalablement préparée en quantité suffisante pour obtenir, dans la 

culture industrielle à inactiver en fin de croissance, la concentration requise de solution 

commerciale contenant 37 à 40% d'aldéhyde formique. La solution de formol est transférée à 

l'aide d'une pompe péristaltique après accordement du flacon à un piquage d'entrée du 

fermenteur. Le pH est maintenu à 7 pendant le début d'inactivation dans le fermenteur. 

L’inactivation de l’ensemble du corps bactériens et toxine se déroule en deux phases, à savoir : 

• Première phase : depuis l’injection de la solution de formaldéhyde jusqu’à dix-huit à 

vingt-quatre heures ; la culture est maintenue au niveau de cuve à +37°C et sous 

agitation. 

• Deuxième phase : pendant laquelle un certain nombre d’opération visant le traitement 

du produit, elle se poursuit pendant douze jours. 

 

II-VIII.1.5. Récolte  

Après douze jours d'inactivation à +37°C et sous agitation le principe actif est récolté dans des 

poches stériles.  Au cours de cette opération, trois prélèvements sont effectués au début, milieu 

et à la fin de la récolte ; les échantillons sont par la suite transmis au service de contrôle qualité. 

Contrôle du principe actif sont comme suit : 

• Contrôle de stérilité bactérienne et fongique, 

• Contrôle d'inactivation, 

• Contrôle d’innocuité spécifique et non spécifique, 

• Dosage du formaldéhyde résiduel. 

II-VIII.1.6. Stockage  

Le principe actif est stocké en chambre froide (+5°C ± 3°C) et à l’obscurité jusqu'à son 

utilisation. Le principe actif doit être utilisé dans une période de deux ans. Tout principe actif 
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qui n’a pas été utilisé dans les deux années sera considéré comme étant périmé et détruit suivant 

la procédure en vigueur. 

▪ Contrôle de la qualité 

Ces essais s’effectuent sur tout lot produit (selon le guide pour l’élaboration des monographies 

des vaccins pour usage vétérinaire, Pharmacopée Européenne Edition 2008) : 

▪ Identification 

 Injecté/administré à des animaux de laboratoire exempts d’anticorps dirigés contre la bactérie 

en question le vaccin stimule la production de tels anticorps.  

▪ Contamination bactérienne et fongique 

Le vaccin et le liquide éventuellement délivré avec la préparation satisfont à l’essai de stérilité 

prescrit dans la monographie Vaccins pour usage vétérinaire.  

II-VIII.1.7. Innocuité 

Il faut utiliser 2 animaux de laboratoire ayant au plus l’âge minimal recommandé pour la 

vaccination, exempts d’anticorps dirigés contre la maladie de préférence exempts d’anticorps 

dirigés contre la bactérie. Dans certains cas justifiés, nous utilisons des animaux ayant un faible 

taux de ces anticorps, n’ayant pas été vaccinés contre cette pathologie. 

Aussi, l’administration du vaccin à ces animaux n’entraîne pas de réponse au moins d’une des 

espèces auxquelles le vaccin est destiné. Le choix des animaux est fait en fonction de la masse 

corporelle minimale recommandée pour la vaccination.  

Il faut administrer à chaque animal la dose qu’il faut de vaccin par une voie recommandée et 

faire une observation de ces animaux au moins 1 fois par jour pendant x jours.  

Le vaccin est satisfait à l’essai si aucun animal ne présente de signes notables de maladie ni ne 

meurt de causes attribuables au vaccin ; il peut se produire une augmentation transitoire de la 

température corporelle qui ne dépasse pas 2,0°C. 

II-VIII.1.8. Activité 

Le vaccin satisfait aux exigences de l’essai ou des essais prescrits sous pouvoir immunogène 

lorsqu’il est administré par une voie et une méthode recommandée (guide pour l’élaboration 

des monographies des vaccins pour usage vétérinaire, Pharmacopée Européenne Edition 2008). 
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II-VIII.2 Vaccination et suivi sérologique 

* les animaux de l’expérimentation  

La vérification de la vaccination a été réalisé sur 10 ovins numérotés comme suit 1, 3, 4, 9, 11, 

12, 14, 22, 31 et 34. Ces animaux ont reçu 1 ml de la dose vaccinale par voie sous cutanée et 

suivie durant un intervalle de temps régulier. Les échantillons sanguins ont été collectés dans 

des tubes secs (J0, J7, J14, J21, J28, J35, J42, J49, J56, J63 et J77).  La première injection était 

le 06/10/2017 et le rappel était le 02/11/2017. L’étude réalisée est résumée dans l’annexe n°12. 

*le suivi sérologique 

Le suivi est réalisé en utilisant le kit Elisa Monoscreen pour la détection de Mannheimia 

Haemolytica dont le principe est comme suit : les microplaques à 96 puits sont sensibilisées par 

du lipopolysaccharide (LPS) de Mannheimia haemolytica. L’entièreté des microplaques est 

sensibilisée par le LPS. Les sérums sanguins sont dilués dans le tampon de dilution. Après 

incubation et lavage de la préparation, on ajoute le conjugué, de la protéine G couplée à la 

peroxydase. A l'issue d'une seconde incubation d'une heure à 21°C +/- 3°C et d'un second 

lavage, on ajoute la solution de révélation (TMB). Ce chromogène présente le double avantage 

d'être plus sensible que les autres chromogènes de la peroxydase et de ne pas être cancérigène. 

En cas de présence d'immunoglobulines spécifiques de Mannheimia haemolytica dans le sérum 

ou le plasma, le conjugué reste fixé sur la cupule contenant le LPS et l'enzyme catalyse la 

transformation du chromogène incolore en un produit bleu. L'intensité de la coloration est 

proportionnelle à la teneur en anticorps spécifiques présents dans l'échantillon. Il est possible 

d'attribuer à ces échantillons un niveau de positivité compris entre + et +++++. Les étapes sont 

en détails dans l’annexe n°13. 
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III-I. Test de dépistage par PCR en temps réel 

L'analyse de 162 échantillons prélevés d'espèces différentes (ovins, bovins et caprins) par PCR 

en temps réel a montré que 67 échantillons (41%) étaient positifs, dont 51 provenaient 

d’écouvillons nasaux et 16 de poumons (Annexe 3). Les résultats du test de screening des 

échantillons par PCR en temps réel et leur distribution par espèce et type d’échantillon sont 

présentés au Tableau 3. 

Tableau 3 : Screening par PCR en temps réel 

 

III-II- Isolement et identification bactérienne 

Un échantillon positif par le test de dépistage est ensuite confirmé en utilisant des techniques 

bactériologiques et biochimiques classiques. Les colonies à Gram négatif, Catalase (+), 

Oxydase (±) (Annexe 4) et distinctes allant du rose au rouge sur gélose MacConkey étaient 

caractéristiques de Mannheimia haemolytica. et l’absence de croissance bactérienne sur l’agar 

MacConkey était caractéristique de Pasteurella Multocida. La confirmation des colonies 

bactériennes a été effectuée par PCR conventionnelle.  

Les soixante-sept isolats isolés sont conservés à -80°C dans des cryoperles (Figure 12).
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 Figure 12 : Culture bactérienne sur gélose au sang et conservation sur cryoperles 

III-III. Etude histologique 

Les lésions histopathologiques révélées dans la plupart des poumons des animaux examinés 

comprenaient un œdème dans les espaces interlobulaires ainsi qu’on constate l’infiltration de 

cette espace par des polymorphonulaires (PMN) et de macrophages et également le dépôt de 

fibrine (Figure 13.1 et Figure 13.2).  

On constate également une importante charge de la lumière bronchique et des espaces 

alvéolaires par des PMN et des macrophages associés à une nécrose multifonctionnelle et 

parenchymateuse respiratoire sévère dans certaines zones (Figure 13.3 et 13.4). 

Ces lésions histopathologiques correspondaient à un diagnostic de bronchopneumonie aiguë 

très grave. Dans tous les cas, plusieurs colonies bactériennes ont été identifiées in situ et se 

présentaient sous la forme de bâtonnets granulaires bleu foncé (Figure 13.5 et 13.6). 
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Figure 13 : Lésions Microscopiques pulmonaires

 
 

Figure 13.1: Poumon de veau - Œdème grave et 

infiltration fibrino-leucocytaire des espaces 

interlobulaires. H&E, X10. 

Figure 13.2: Poumon de veau - œdème et infiltration 

fibrino-leucocytaire des espaces pleuraux 

pulmonaires. H&E, X10. 

  

Figure 13.3: Poumon de veau - Bronchopneumonie 

leucocytaire subaiguë et nécrosante. Œdème grave, 

hyperémie et infiltration leucocytaire dans la lumière 

des espaces alvéolaires et des bronches et nécrose 

pulmonaire parentérale sévère avec présence de 

colonies bactériennes. H&E, X40. 

Figure 13.4: Poumon de veau - Bronchopneumonie 

leucocytaire subaiguë. Infiltration leucocytaire grave 

dans les espaces alvéolaires et les bronches 

secondaires. H&E, X100. 

  

Figure 13.5: Poumon de veau - Bronchopneumonie 

leucocytaire subaiguë. L'infiltration leucocytaire 

grave dans les espaces alvéolaires et les bronches 

secondaires (flèche) et la nécrose pulmonaire 

parenchymale grave (P). H&E, X100. 

Figure 13.6: Poumon de veau - Infiltration 

leucocytaire grave et diffuse et nécrose pulmonaire 

parenchymale (P) avec présence de colonies 

bactériennes (flèches). H&E, X100. 
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III-IV. Test de confirmation des isolats par PCR conventionnelle 

La confirmation moléculaire des espèces de Pasteurella a été réalisée en utilisant une PCR 

conventionnelle avec des amorces spécifiques (annexe 6). 

III-IV.1. Confirmation de Mannheimia haemolytica 

L’identification moléculaire des 34 souches avec les amorces spécifiques du gène Sod A a 

révélé une amplification positive des fragments de 143pb (Figure 14 et annexe 5) 

 

Figure 14 : Amplification de fragments spécifiques de Mannheimia haemolytica  

Électrophorèse sur gel d'agarose à 2%. M (100pb):  Marqueur, 1: NTC, 2: S15/17, 3: S16/17, 

4: S17/17, 5: S18/17, 6: S20/17, 7: S22/17, 8: S23/17, 9: Positif. 

Les souches Mannheimia haemolytica ont été détectées dans 34 des 67 souches examinées. Un 

total de 28 souches (55%) provenait de prélèvements nasaux et 6 souches (38%) de poumons 

(Tableau 4).
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Tableau 4 : Résultats du test de confirmation de Mannheimia haemolytica par PCR 

conventionnelle  

 

III-IV.2. Confirmation de Pasteurella multocida 

La confirmation a été effectuée à l’aide d’une PCR gel-based (annexe 5) ciblant le gène 

KMT1 pour tout le groupe et celui du sérogroupe A ; 9 échantillons (7 écouvillons et 2 

poumons) étaient positifs, représentant respectivement 14% et 13% de tous les échantillons 

testés (Figures 15, 16 et le Tableau5).

 

Figure 15 : Amplification de fragments spécifiques de Pasteurella multocida 

Électrophorèse sur gel d'agarose à 2%. M(100pb):  Marqueur, 1: NTC,   2: S27/15, 3: S3/16, 

4: S91/17, 5: S15/17, 6: S17/17, 7: Négatif, 8:NTC, 9: Positif.
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Figure 16 : Amplification de fragments spécifiques du sérogroupe A de Pasteurella multocida 

Électrophorèse sur gel d'agarose à 2%. M (100 pb):  Marqueur, 1: NTC,   2: Négatif, 3: S27/15, 4: S3/16, 

5: S91/17, 6: Positif. 

Tableau 5 : Résultats test de confirmation de Pasteurella Multocida par PCR 

conventionnelle 
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III-V. Étude du pouvoir pathogène sur souris 

III-V.1. Dénombrement 

Pour déterminer le nombre d’UFC, la méthode utilisée est celle de dénombrement en 

masse tout d’abord on prépare des dilutions en série allant de 10-1 à 10-10 de la suspension 

bactérienne à dénombrer, après 1ml de chaque dilution est ajouté à 9 ml de gélose déjà préparer 

et mis à une température comprise entre 48°C et 50°C puis bien homogénéiser et couler sur 

boites de pétri (2 boites /Dilution). Les concentrations obtenues sont figurées dans l’annexe 

n°9. 

III-V.2. Pouvoir pathogène sur souris 

L'étude de la pathogénicité est réalisée sur un groupe de 5 souris qui sont injectées via la voie 

intrapéritonéale par 60 souches de pasteurella isolées lors de cette étude, en se basant sur le 

résultat de la PCR en temps réel, sur l’intensité de la bande lors de la PCR conventionnelle et 

sur le dénombrement (UFC). Cette étude a montré que 26 souches (Tableau 6) causaient un 

taux de mortalité de 100% chez les souris dans les 12 à 18 heures (Annexe 7) qui suivent 

l’injection. 17 souches avaient un taux de mortalité supérieur à 60% dans les 19 et 24 heures. 

En revanche, aucune mortalité n'a été enregistrée chez les cinq souris utilisées comme témoins. 

Tableau 6 : Pourcentage de mortalité des souris inoculées par les souches isolées par voie 

intrapéritonéale 

 

III-V.3. Ré-isolement à partir des organes des souris mortes 

Des échantillons de foie et de poumon provenant des souris mortes sont confirmés par PCR 

conventionnelle spécifique de Mannheimia haemolytica (Guenther et al., 2008) et un prototype 

des résultats obtenus est représenté dans la figure 17.
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Figure 17 : Amplification de fragments spécifiques de Mannheimia haemolytica à partir des 

organes des souris inoculées 

 M (100pb):  Marqueur, 1: S30/15, 2: S33/15, P: Positif extraction, 3: S41/15, 4: S1/16, 5: S4/16, 6: S6/16, 

7: S7/16, 8: S10/16, 9: S86/17, 10: S96/17, 11: S102/17, P:  Positif amplification, N: Négatif, M (100 pb): 

Marqueur. 

III-VI. Antibiogramme 

III-VI.1. Test de diffusion sur disque 

L'antibiogramme des isolats est effectué à l'aide de la méthode de diffusion sur disque. Ce test 

est réalisé sur 41 souches de pasteurelles (34 Mannheimia haemolytica et 07 Pasteurella 

Multocida) (Tableau 7). Toutes les souches ont montré une résistance (Annexe 10) aux 

antibiotiques testés à un taux supérieur à 14 %, sauf pour une souche de P. multocida qui n'avait 

pas de profil de résistance contre l'AMC. Le niveau de résistance le plus élevé a été constaté 

contre les NA pour P. multocida (100%) et contre UB (82,4%) pour M. haemolytica. Les taux 

de sensibilité pour P. multocida se situaient entre 0 (contre NA) et 85,7 % (contre STR, AMC 

et FFC), tandis que la sensibilité des isolats de M. haemolytica se situait respectivement entre 

17,6 % contre UB et 79,4 % contre AMC. Pour la colistine les taux de résistance des souches 

des espèces Pasteurellaceae étaient compris entre 59% et 71%, ce qui correspond 

respectivement à Mannheimia haemolytica et Pasteurella multocida segroup A. Les ratios de 

sensibilité étaient compris entre 29% et 41%, ce qui correspond respectivement à Pasteurella 

multocida segroup A et Mannheimia haemolytica.
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 En outre, pour les deux espèces de Pasteurellaceae, ce test a montré que la multirésistance aux 

antibiotiques a été constatée dans tous les isolats testés puisque des profils de résistance ont été 

établis pour au moins trois classes d'agents antimicrobiens (Figure 18).Enfin, en se basant sur 

ces résultats obtenus, nous pouvons dire que l'amoxicilline/acide clavulanique (AMC) était 

l'agent antimicrobien le plus efficace. 

Une analyse statistique était réalisée pour l’étude de la résistance vis-à-vis des différentes 

familles d’antibiotiques analysées (Tableau 8), Une résistance substantielle par rapport aux 

familles d'antibiotiques a été obtenue pour les betalactamines, en particulier l’AMC (P=0,009) 

et les macrolides (P<0,001), ce qui est très proche des résultats rapportés précédemment par 

Onat et al. (2010). 

Tableau 7 : Réponse de sensibilité des différentes souches aux différentes familles 

antibiotiques 

Famille des 
Code 

Mannheimia haemolytica (34) Pasteurella multocida (7) 

Antibiotiques %S %Int %R %S %Int %R 

Bêtalactamines 
A 17 (50) 4 (11,8) 13 (38,2) 2 (28,6) 2 (28,6) 3 (42,9) 

AMC 27 (79,4) 0 7 (20,6) 6 (85,7) 1 (14,3) 0 

Aminoglycosides  
STR 25 (73,5) 1 (2,9) 8 (23,5) 6 (85,7) 0 1 (14,3) 

CN 24 (70,6) 3 (8,8) 7 (20,6) 5 (71,4) 0 2 (28,6) 

Macrolides  

E 10 (29,4) 3 (8,8) 21 (61,8) 2 (28,6) 0 5 (71,4) 

SP 10 (29,4) 3 (8,8) 21 (61,8) 2 (28,6) 
 

0 
5 (71,4) 

Sulfamides SXT 23 (67,6) 0 11 (32,4) 5 (71,4) 0 2 (28,6) 

Quinolones 
NA 9 (26,5) 0 25 (73,5) 0 0 7 (100) 

UB 6 (17,6) 0 28 (82,4) 2 (28,6) 0 5 (71,4) 

Tétracyclines  DO 14 (41,2) 0 20 (58,8) 3 (42,9) 0 4 (57,1) 

Fluoroquinolones  
ENF 15 (44,1) 4 (11,8) 15 (44,1) 2 (28,6) 1 (14,3) 4 (57,1) 

FFC 24 (70,6) 5 (14,7) 5 (14,7) 6 (85,7) 0 1 (14,3) 

Polymyxines CT 14 (41)  - 20 (59) 2 (29)  - 5 (71) 

Avec S : sensible, I : Intermédiaire, R : Résistant, A: Amoxicilline, AMC: Amoxicilline/ acide clavulanique, 

CN: Gentamicine, STR: Streptomycine, FFC : Florfénicol, DO: Doxycycline, E: Erythromycine, SP: 

Spiramycine, NA: acide nalidixique, UB: Fluméquine, ENF: Enrofloxacine, SXT: Sulfamethaxazole.
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Tableau 8 : Analyse statistique de la résistance d’un des antimicrobiens vis-à-vis de la famille des antibiotiques 

La famille des 

antibiotiques 
Bêtalactamines Aminoglycosides Macrolides Quinolones Fluoroquinolones 

Antibiotique A AMC (R) STR CN (R) E Sp (R) NA UB (R) ENF FFC (R) 

Profil des isolats 

S 1 (4%) S 7 (21,9%) S 1 (6,7%) S 6 (66,7%) S 2 (9,1%) 

R 6 (37,5%) R 2 (22,2%) R 25 (96,2%) R 27 (84,4%) R 4 (21,4%) 

P value 
0,009 1 <0,001 0,342 0,39 

 

Avec S : sensible, I : Intermédiaire, R : Résistant, A: Amoxicilline, AMC: Amoxicilline/ acide clavulanique, CN:Gentamicine, STR: Streptomycine, FFC : Florfénicol, 

E: Erythromycine, SP: Spiramycine, NA: acide nalidixique, UB: Fluméquine, ENF: Enrofloxacine.
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Figure 18: Profil de resistance aux différentes famille des antibiotiques 

MH : Mannheimia haemolytica, PM : Pasteurella multocida, A: Amoxicilline, AMC: Amoxicilline/ acide clavulanique, CN: Gentamicine, STR: Streptomycine, FFC 

: Florfénicol, DO: Doxycycline, E: Erythromycine, SP: Spiramycine, NA: acide Nalidixique, UB: Fluméquine, ENF: Enrofloxacine, SXT: Sulfamethaxazole.
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III-VI.2. Test CMI vis-à-vis de la colistine 

Les 41 souches testées par le test CMI contre la colistine ont un profil de résistance avec une 

CMI= >64 μg/ml sauf pour 3 souches qui ont une valeur < 2 μg/ml. 

III-VI.3. Détection du gène mcr-1 

III-VI.3.1. Sybr Green PCR 

Pour cela, les souches ont été ensemencées sur des géloses au sang puis incubées à 37°C pendant 

24h. Les souches isolées ont ensuite été extraites puis amplifiées par  PCR quantitative en temps 

réel. Le processus de PCR est suivi au cours du temps à l’aide de la fluorescence correspondant 

à la quantité de produits amplifiés à cet instant. Le Sybr®Green utilisé est un fluorophore qui 

s’incorpore dans la double hélice d’ADN et qui à l’état libre n’émet pas de fluorescence 

(Annexe 11). On mesure l’augmentation de la fluorescence à chaque étape d’élongation de 

chaque cycle. La spécificité des amorces utilisées est vérifiée à la fin de l’étape d’amplification 

grâce à la courbe de fusion : on observe une diminution de la fluorescence en fonction de 

l’augmentation de la température. Les produits non spécifiques vont se dissocier à des 

températures plus basses qu’un produit spécifique d’amplification (Figure 19).

 

Figure 19 : Courbe amplification par Sybr Green et température de fusion correspondante



Doctorat national sciences et technologies                         Chapitre III-Résultats 

 

Pasteurelles au Maroc 62     G.SEBBAR 
 

III-VI.3. Confirmation par migration sur gel 

Pour confirmer les résultats de Sybr Green une migration sur gel des amplicons (produits de 

PCR) a été réalisée afin de s'assurer que la taille du fragment amplifié correspond à ce qui est 

attendu (Figure 20). Ce gène est confirmé pour 6 souches suivantes S43/15, S12/16, S13/16, 

S46/17, S73/17 et S91/17. 

 

Figure 20 : Confirmation du gène mcr-1 par migration sur gel 

M: Marqueur (100pb), 1:S7/15, 2:S27/15, 3:S30/15, 4:S34/15, 5:S41/15, 6:S42/15, 7:S43/15, 8:S1/16, 

9:S2/16, 10:S4/16, 11:S8/16, 12:S10/16, 13:S12/16, 14:S13/16, 15:S14/16, 16:S15/16, 17:S4/17, 18:S6/17, 

19:S11/17, 20:S15/17, 21:S16/17, 22:S20/17, 23:S38/17, 24:S42/17, 25:S46/17, 26:S73/17, 27:S91/17, 

28:S93/17, 29:S96/17. 

III-VII. Suivi sérologique de la vaccination 

La vaccination de 10 animaux préalablement identifiés a été réalisée par voie sous cutanée 

(annexes 12 et 13). Les échantillons sanguins ont été collectés dans des tubes secs à intervalle 

de temps régulier (J0, J7, J14, J21, J28, J35, J42, J49, J56, J63 et J77).  Les prélèvements ont 

été centrifugés à 2500g, puis le sérum a été aseptiquement collectés et conservés à -20°C 

jusqu’au analyse. Les résultats obtenus brutes sont sous forme de DO, et à partir de ces valeurs 

on calcule le pourcentage d’inhibition selon la formule suivante : 

 

Les résultats des analyses exprimés sous forme de pourcentages d’inhibition sont présentés dans 

le tableau 9 ; et le suivi de la séroconversion est illustré dans la figure 21. 
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Le seuil de positivité est 23%. 

Les animaux N°1, 3, 4, 9, 22 et 31 ont été positifs à J0 de ce fait pour ne pas fausser notre 

interprétation ces animaux ont été éliminés de l’étude. 

Les animaux N° 11 et 12 sont séro-convertit à J7 et reste positifs jusqu’au J7 (jour 42 de 

l’expérimentation) et J0 (jour 35 de l’expérimentation) après rappel respectivement. 

L’animal N° 14 est séro-convertit à J21, après il est resté négatif le long de l’expérimentation. 

L’animal N° 34 est séro-convertit à J7 et resté positif le long de l’expérimentation. 

Lors de cette expérimentation, on note une séroconversion (tableau 9 et figure 21) qui n’a pas 

duré très longtemps et les valeurs du pourcentage d‘inhibition ont régressés rapidement.
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Tableau 9 : Résultats des pourcentages d’inhibition des sérums ovins analysés par ELISA Mannheimia haemolytica (BioX) 

N° J0 J7 J14 J21 J28 J35 J42 J49 J56 J63 J77 

1 
51,417 - - - - - - - - - - 

3 
67,814 - - - - - - - - - - 

4 127,834 - - - - - - - - - - 

9 39,676 - - - - - - - - - - 

11 16,498 31,984 29,453 31,984 29,049 26,012 24,595 21,862 22,47 20,816 47,324 

12 
21,053 36,235 36,336 35,729 37,652 28,543 22,976 21,761 23,988 7,052 32,625 

14 
17,713 17,409 17,611 39,271 11,437 8,704 9,109 20,142 14,474 13,254 10,11 

22 
35,121 - - - - - - - - - - 

31 28,644 - - - - - - - - - - 

34 

19,939 

 
40,891 38,563 37,045 31,68 36,741 39,069 33,3 38,563 29,992 24,299 
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Figure 21 : Cinétique de la séroconversion après vaccination des ovins 

Ce graphe représente la séroconversion de chaque animale après vaccination par voie sous cutanée, c’est des courbes dont l’axe d’abscisses 

correspond aux jours après vaccination et l’axe d’ordonné correspond au pourcentage calculé. Comme vous le voyez tous les courbes sont au-

delà du seuil sauf pour l’animal 14 séro-convertit à J21, après il est resté négatif le long de l’expérimentation.
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Le présent travail a été entrepris dont les objectifs étaient, d’isoler les souches pasteurella 

responsable des cas de maladies cliniques chez les ruminants, d’identifier les bactéries par 

coloration Gram, catalase, oxydase et par outil moléculaire, d’étudier le pouvoir pathogène des 

souches sélectionnées sur souris et de réaliser un antibiogramme en testant des antibiotiques 

usuellement utilisés en médecine vétérinaire pour aboutir à la production d’un lot de vaccin 

expérimental à partir d’une souche sélectionnée et évaluer sa protection. 

L’étiologie de la pasteurellose est souvent multifactorielle (Taylor et al., 2010), les pertes 

élevées chez les animaux en détresse respiratoire sont toujours associées à des infections virales 

(primaires), mycoplasme et bactéries (Grissett et al., 2015 ; Panciera et al., 2010).  

Au Maroc, les données d'études scientifiques sur les maladies respiratoires causées par le genre 

Pasteurella sont très rares, à l'exception de quelques données éparses liées à l'élevage intensif 

de bovins. Les éleveurs et les vétérinaires praticiens déclarent souvent des foyers de détresse 

respiratoire chez les bovins et les ovins. Par ailleurs, l’isolement des pasteurelles et leur 

association à la pasteurellose reste toujours controversé.  

Les souches M. haemolytica et P. multocida sont parmi les bactéries les plus importantes qui 

sont impliquées dans les infections respiratoires des ruminants comme agent pathogène 

primaire ou secondaire associé à des taux élevés de mortalité. Ces bactéries sont omniprésentes 

dans la population des ruminants en tant que commensales nasopharyngées normales et, après 

un stress ou une infection virale, elles peuvent proliférer et être inhalées dans les poumons. 

Chacune possède son propre cadre de facteurs de virulence, notamment le biofilm, les capsules, 

les adhésines, les toxines et les enzymes, qui améliorent sa capacité à coloniser les voies 

respiratoires inférieures, à échapper au système immunitaire, ainsi elles peuvent résister aux 

traitements antimicrobiens pour provoquer la destruction des tissus et inciter à la réponse 

inflammatoire intense (Panciera et al., 2010). 

Cette observation nous a poussé à poser les questions suivantes, notamment ; Est ce que les 

symptômes observés dans les élevages marocains sont dus à des souches de Pasteurella ? 

Comment se répartissent -elles ? Et quelle est leur pouvoir pathogène ? 

Plusieurs approches ont été utilisées pour répondre à ces questions, à savoir, l’identification 

bactérienne, l’étude histologique sur les poumons d’animaux morts, l’identification moléculaire 

et l’antibiogramme. Par ailleurs, des investigations ont été menées, durant la période entre 

janvier 2015 à Décembre 2017, dans six régions différentes du Royaume du Maroc :
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Tanger-Tetouan-El houceima, Draa-Tafilalet, Casablanca-Settat, Rabat-Sale-Kenitra, Oriental, 

Beni-Mellal-khenifra. Les animaux des élevages enquêtés ont présenté de la fièvre et des signes 

cliniques respiratoires rappelant la maladie de la pasteurellose tels que : L’écoulement nasal, 

détresse respiratoire, polypnée et parfois les animaux succombent en quelques jours. Et nous 

avons pu isoler 67 souches dont 51 à partir des écouvillons nasaux et 16 à partir des poumons. 

Sur le plan microscopique, les résultats corroborent avec les signes cliniques en se basant sur 

les commémoratifs déclarés par les vétérinaires praticiens ainsi qu’avec le tableau lésionnel 

retrouvé par l’examen histopathologique sur les animaux morts prélevés. En effet, des lésions 

de bronchopneumonie aiguë sévères ont été observées dans les poumons des bovins et des 

moutons examinés à savoir Œdème grave et infiltration fibrino-leucocytaire des espaces 

interlobulaires, et espaces pleuraux pulmonaires, hyperémie et infiltration leucocytaire dans la 

lumière des espaces alvéolaires et des bronches et nécrose pulmonaire parentérale sévère avec 

présence de colonies bactériennes, une infiltration leucocytaire grave dans les espaces 

alvéolaires et les bronches secondaires et la nécrose pulmonaire parenchymale grave Infiltration 

leucocytaire grave et diffuse et nécrose pulmonaire parenchymale. De tels changements 

tissulaires ont été décrits dans la littérature chez les bovins infectés par ces bactéries (Lopez, 

2001, Zecchinon and Desmecht, 2005). 

Les résultats de la distribution de la maladie par région étudiée ont montré que 100% des 

échantillons prélevés ont été positifs pour les bactéries impliquées dans la pasteurellose à Oujda, 

Benslimane et Berrchid, cependant une confirmation minimale de 24 % a été enregistrée dans 

la région de Larache.  

La PCR de sérogroupe qui permet la détection de type capsulaire s'est avérée être une méthode 

sensible dont le principe est basé sur le mécanisme de réplication de l'ADN in vivo : l'ADN 

bicaténaire est déroulé en ADN monocaténaire, puis dupliqué et réenroulé, selon des cycles 

répétitifs comprenant les trois étapes dénaturation, hybridation et extension, comme l'a indiqué 

précédemment (Townsend et al., 2001) et (Al-Maary et al., 2017).  

D'après les résultats obtenus lors de l'essai de confirmation par PCR sur gel, il apparaît 

clairement que M. haemolytica (Guenther et al, 2008) avec une prévalence de 51% est la 

bactérie dominante dans tous les échantillons analysés dans les six régions étudiées, 

comparativement à P. Multocida (Townsend et al, 2001) qui n’a présenté que 13%. Elle a été 

isolée dans les régions suivantes : Draa-Tafilalet, Casablanca-Settat, Rabat-Sale-Kenitra, Beni-

Mellal-khenifra.
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Pour pouvoir ensuite attribuer une résistance détectée par la mesure des CMI à l’expression 

d’un gène mcr, il faut détecter la présence de ce gène à l’aide de techniques moléculaires, qui 

sont les seules permettant un diagnostic spécifique de certitude selon le haut conseil de la santé 

2016. L’EUCAST souligne la nécessité d'un contrôle rigoureux de la qualité de toute méthode 

et recommande aussi d’inclure le contrôle de qualité E. coli NCTC 13846 résistant à la colistine 

(mcr-1 positif). 

La colistine est l’un des rares antibiotiques encore actifs. Sa résistance est complexe et très 

variée, d’une part par la présence de diverses mutations chromosomiques et d’autre part par 

l’apparition récente d’une résistance plasmidique mcr. Les altérations chromosomiques 

conduisent à l’apparition de résistances non transférables horizontalement et donnent un « coût 

énergétique » à la bactérie. Concernant la résistance plasmidique, bien qu’elle soit plus 

prévalente dans le monde animal, le plasmide a toutes les caractéristiques pour diffuser vers 

l’homme. La résistance à la colistine est un problème majeur de santé publique et conduit à une 

impasse thérapeutique et à un risque accru de mortalité. C’est pourquoi, il est primordial pour 

les laboratoires de détenir des techniques fiables et reproductibles afin de bien détecter cette 

résistance pour limiter sa diffusion et préserver la colistine comme antibiotique de dernier 

recours. 

Ce travail a fait aussi objet d’une étude du pouvoir toxique des souches isolées dont la but de 

choisir une souche destinée pour la production d’un vaccin efficace, En outre, 43 souches ont 

induit un taux de mortalité de plus de 50 % chez les souris infectées expérimentalement. Ainsi 

l’étude du pouvoir pathogène a montré que les souches isolées sont classées comme souches 

hypertoxiques, ce qui explique la mort des souris en 24 h. 

En occurrence, malgré la vaccination et l’antibiothérapie pratiquées à grande échelle, la maladie 

est toujours présente ce qui suspecte une résistance des souches vis-à-vis des antibiotiques. Pour 

confirmer cette hypothèse, 41 souches isolées dans cette étude, reparties sur les 6 régions du 

Royaume, ont fait l’objet du test de l’antibiorésistance.  

Le test de sensibilité aux antimicrobiens in vitro, n’indique pas systématiquement qu’un 

antimicrobien serait efficace in vivo ; puisqu’il ne tient pas compte des autres facteurs tels que : 

le pH au niveau du site d’infection, les défenses de l’organisme…etc. L'antibiogramme des 

isolats ont été effectués à l'aide de la méthode de diffusion sur disque de Kirby-Bauer, 

(Hudzicki, 2009).  
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Ce test a été réalisé sur les souches de pasteurelles isolées (34 Mannheimia haemolytica et 07 

Pasteurella Multocida). Tous les isolats ont montré une résistance aux antibiotiques testés à un 

taux supérieur à 14 %, sauf pour un isolat de P. multocida qui n'avait pas de profil de résistance 

contre l'AMC. 

Le niveau de résistance le plus élevé (100%-82,4%) a été trouvé pour (NA) et (UB) (familles 

des quinolones), qui correspondaient aux taux de Pasteurella multocida serogroup A et de 

Mannheimia haemolytica respectivement contrairement au travail effectué par (Onat et al 2010) 

qui ne représente aucune résistance de Mannheimia haemolytica vis à vis des cinq antibiotiques 

testés et qui note une résistance de pasteurella multocida envers Enrofloxacine et 

Sulfamethaxazole mais avec un pourcentage minime de 3,7%. Ainsi, le résultat de résistance 

obtenue suggère que ces antimicrobiens ne devraient pas être utilisés de façon répétée pour le 

contrôle et le traitement de la pasteurellose. 

Les ratios de sensibilité étaient compris entre (0-85,7%) pour Pasteurella multocida serogroup 

A qui correspondent respectivement aux antibiotiques STR, AMC et FFC (à ratio égal) et (NA). 

Quant à Mannheimia haemolytica, les ratios de sensibilité étaient entre (79,4%-17,6%) incluant 

(AMC) et (UB). Des résultats similaires ont été rapportés par (Onat et al, 2010). En effet, la 

surveillance de la sensibilité aux antimicrobiens des espèces de pasteurella est essentielle pour 

déterminer le développement de la résistance. Des augmentations de la résistance aux 

antibiotiques chez les deux espèces de pasteurella ont été signalées ces dernières années (Welsh 

et al., 2004 ; Catry et al., 2006 ; Hendriksen et al., 2008) et confirmées dans notre étude par des 

profils de résistance au moins pour trois classes d'agents antimicrobiens. 

Sur la base de la valeur p des tests statistiques (Fisher et Khi-2), un résultat significatif 

(Résistance versus familles d'antibiotiques) a été obtenu par les bêtalactamines, en particulier 

les familles AMC (p=0,009) et macrolides (p<0,001), ce qui est très proche des résultats 

rapportés précédemment par (Onat et al., 2010). Donc, nous pouvons dire que les tests 

statistiques n’ont pas révélé de différences significatives entre la famille des bêtalactamines et 

celle des macrolides. De ce fait, le choix de l’un de ces antimicrobiens dans le traitement repose 

sur le cout de chacun d’eux. 

En parallèle, lors de ce travail nous avons noté la présence des MDR, de ce fait nous avons 

complété le panel antibiogramme par la colistine qui est un antibiotique de la famille des 

polymyxines.
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La colistine est l'un des derniers recours médicales efficaces pour le traitement des infections à 

Gram négatif multirésistantes et qui possède un spectre d’activité antibactérien étroit limité aux 

bactéries gram-. La méthode de microdilution en bouillon selon la norme ISO 20776-1 a été 

choisie comme méthode de référence. 41souches de bactéries à Gram négatif ayant des profils 

de sensibilités vis-à-vis de la colistine variable, ont été testées. Cette étude conclut que les tests 

en gradients de diffusion sous-estiment les valeurs de la CMI et doivent 

ainsi être évités même lorsque les résultats du contrôle de qualité se trouvent dans 

les valeurs limites.  

Les tests de sensibilité à la colistine sont techniquement difficiles en raison de 

plusieurs problèmes. Tout d’abord, la colistine diffuse très mal en gélose. Ensuite, les 

polymyxines se lient à une gamme de plastiques et de verre, y compris les plastiques 

les plus courants (polystyrène et polypropylène) utilisés dans les plateaux de 

microdilution des tests de sensibilité en laboratoire, ce qui augmente les problèmes 

de fiabilité et de reproductibilité (ECDC, 2016 ; Humphries, 2015).  

Actuellement, les techniques de détermination de la CMI (diffusion en milieu gélosé 

ou en gradient de concentrations) ne sont plus recommandées en raison de la 

mauvaise diffusion de la colistine dans la gélose (Gales et al, 2001). La corrélation des CMI 

avec les diamètres des zones de diffusion des disques avaient déjà été considérée comme 

problématique il y a plus de 30 ans (Barry, 1976). De plus, de nombreuses études ont montré 

une variabilité significative entre les résultats de la CMI lors de l’utilisation de différentes 

méthodes et la présence d’erreurs très importantes pour certaines (Hindler & Humphries, 2013 ; 

Dafopoulou et al., 2015). 

Ces problèmes ont été largement étudiés par le Comité européen sur les tests de 

sensibilité aux antimicrobiens (EUCAST) et le Clinical Laboratories Standards 

Institute (CLSI). Les deux recommandent, comme seule méthode de test de 

sensibilité fiable et reproductible, la détermination de la CMI par méthode de 

microdilution en bouillon selon le standard ISO 20776-1. Ils précisent d’utiliser un  

milieu liquide Mueller-Hinton ajusté en cations, de réaliser le test avec la colistine 

sulfate (et non la colistine méthanesulfonate : CMS) et d’utiliser des plaques de 

titrage en polystyrène dépourvues de prétraitement. Aucun autre additif tel que les 

polysorbates ne doit être utilisé (EUCAST, 2016). 
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Le Haut Conseil de la Santé Publique, en 2016, a donc pris des décisions pour détecter ces 

souches résistantes à la colistine associées au gène mcr-1. Il est ainsi recommandé de déterminer 

la CMI de la colistine par la méthode de référence de microdilution en milieu liquide selon 

les recommandations du CA-SFM/EUCAST 2017. La résistance s’exprime le plus 

souvent à bas niveau avec des valeurs de CMI rapportées 2 mg/L. 

Cependant, depuis de nombreuses années, une émergence de bactéries 

multi-résistantes (BMR) est observé. L’émergence des BMR et leur diffusion sont le résultat 

de deux facteurs conjoints : la pression de sélection par les antibiotiques et la 

transmission des souches résistantes, transmission croisée, ou des supports 

génétiques de la résistance (plasmides) selon le Réseau d’Alerte, d’Investigation et de 

Surveillance des Infections Nosocomiales.  

Les bactéries sont dites multi-résistantes aux antibiotiques lorsque, du fait de l'accumulation de 

résistances acquises à plusieurs familles d’antibiotiques, elles ne sont plus sensibles qu'à un 

petit nombre d'antibiotiques utilisables en thérapeutique. La multirésistance est une étape vers 

l’impasse thérapeutique. 

Par ailleurs, la production de vaccin a été réalisée en tenant compte des normes et guide pour 

les bonnes pratiques de fabrication de vaccin à partir de la souche S32/15. Les différents 

contrôles effectués, à savoir : le contrôle d'inactivation, physico-chimique et biologique, 

confirmaient la bonne qualité de la production. L'évaluation du pouvoir immunogène a été 

réalisé, les résultats satisfaisants de l'essai d'efficacité du vaccin inactivé, indiquent que le 

vaccin est insuffisant pour induire une réponse immunitaire protectrice justifié par l’absence de 

tous signes cliniques et toutes lésions macroscopiques lors du suivi. Le suivi est réalisé en 

utilisant le kit Elisa Monoscreen pour la détection de Mannheimia Haemolytica. L’analyse des 

résultats obtenus a révélé la présence d’une séroconversion qui n’est pas assez importante qui 

peut être due au kit utilisé destiné aux bovins et donc le critère spécificité est mis en cause. En 

plus, les résultats obtenus ne sont pas spécifiques du fait qu’il s’agit d’une Elisa indirecte. On 

note l’augmentation du % à partir de J7, ceci implique l’installation des anticorps. Après, le % 

diminue, à cette étape, il faut intervenir en faisant un rappel, ce dernier a été réalisé à J35. 

Ces résultats de séroconversion obtenus peuvent être améliorés en jouant sur les facteurs qui 

peuvent augmenter l’immunogénicité et la croissance bactérienne à savoir la culture dans un 

milieu enrichi comme le milieu (BCC), pH=7,2 et l’incubation dans une étuve à 37°C assurant 

l’aération et l’agitation
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Enfin, l’étude décrite ici a confirmé la mauvaise gestion des élevages des ruminants marocains, 

avec la possibilité d’échec d’antibiothérapie et la thérapie préventive d’où l’obligation de revoir 

la stratégie de contrôle des autorités compétentes dans ce domaine. 
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L’étude que nous avons menée est le premier rapport qui décrit une étude sur le terrain vis-à-

vis de la pasteurellose et qui a confirmé la circulation de Mannheimia haemolytica et 

Pasteurella multocida chez les ruminants au Maroc. Les échantillons prélevés à partir des 

ruminants présentant les symptômes de la maladie étaient positifs. La bactérie a été détectée 

dans des échantillons obtenus auprès de six régions différentes du Royaume du Maroc (Tanger-

Tetouan-El houceima, Draa-Tafilalet, Casablanca-Settat, Rabat-Sale-Kenitra, Oriental, Beni-

Mellal-khenifra) indiquant des épidémies généralisées. En effet, nous avons isolé Mannheimia 

haemolytica dans 51% des cas et Pasteurella multocida dans 13% des cas. Ces résultats ont été 

réaffirmés par l’étude histologique et l’étude du pouvoir pathogène sur souris, ces isolats étaient 

fortement pathogènes.  

Sur le plan thérapeutique, le test de sensibilité aux antimicrobiens in vitro a révélé que les 

pasteurelles manifestent une résistance envers les antibiotiques habituellement utilisés dans le 

traitement. De ce fait, pour les deux espèces de pasteurella, la famille des bêtalactamines et 

macrolides promettent d’être d’excellents composées pour la thérapeutique des maladies 

respiratoires bactériennes et que la multirésistance aux médicaments (MDR) était présente chez 

tous les isolats. Pour remédier à ce problème, le recours au laboratoire devrait être plus souvent 

envisagé et le traitement devrait être basé sur les résultats du test de sensibilité. 

En plus, nous avons rapporté dans cette étude non seulement la présence de résistance à la 

colistine au Maroc mais en outre que les tests de gradient de diffusion sous-estiment les valeurs 

de CMI et devraient donc être évités même lorsque les résultats du contrôle de qualité sont dans 

les valeurs limites. Il est immédiatement nécessaire de reconsidérer l'utilisation appropriée de 

la colistine en médecine vétérinaire. De telles mesures permettront de réduire le risque 

zoonotique que peut représenter les bactéries porteuses du gène mcr-1, notamment chez les 

ruminants.  

Cette étude constitue une étape cruciale ; et ce par la recherche et le développement de vaccin 

comme outil médical de prévention et de gestion des risques.  

Ce travail ouvre des perspectives et peut être poursuivi par d’autres investigations à savoir 

l’augmentation du panel d'échantillonnage et continuation de l'isolement de PM & MH en 

circulation au Maroc, réalisation d’une autre production de vaccin en changeant soit la souche 

soit les paramètres de culture soit carrément la technologie. 

Toutefois, une éventuelle synergie entre les virus respiratoires et les mycoplasmes n’est pas à 

exclure, pour cela il est indispensable d’entreprendre des recherches en vue de diagnostic 
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différentiel par rapport aux maladies respiratoires virales dont les symptômes sont identiques à 

la pasteurellose. 

Par ailleurs, le séquençage du génome total des souches pasteurelles caractérisées et leur 

comparaison avec celles de références internationales est primordial, afin de connaitre l'origine 

des nouvelles souches circulantes et pour savoir si elles sont introduites sur le terrain ou elles 

sont nouvellement immergées par mutation génétique. De même, il faut réaliser le clonage des 

gènes spécifiques pasteurelles, dans un vecteur d'expression de type Baculovirus et/ou plasmide 

d’expression bactérien, afin de les purifier sous forme recombinants. Ceci permettra d’induire 

une excellente immunité contre les souches en circulation au Maroc. Aussi, le but final est la 

sélection d’une souche (s) candidate (s) pour assurer une meilleure protection contre la 

pasteurellose et revoir la stratégie de lutte assurée par les autorités compétentes Marocaines.
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Annexe 1 : Fiche de prélèvements affections respiratoires 

1- Identification de l’Élevage : 

2- Province :  

3- Tableau de prélèvements : 

 

N° de 

Prélèvement 

(Identification 

du 

prélèvement) 

N° 

identificatio

n de 

l’animal 

Espèce 

animale 

(OV, CP, 

BV) 

 

Age de 

l’animal 

 

Date 

d’appariation 

des signes 

respiratoires 

Date de 

prélèvement 

Type de 

prélèvement* 

       

*Les types de prélèvement et codes correspondants sont :  

❑ Ecouvillon nasal : EN 

❑ Poumon : P (quantité suffisante de la partie lésée, minimum 5*5cm) 

Nom et signature du Préleveur  

 

 

 

 

 

 

Remarques : Les prélèvements doivent être collectés le plus aseptiquement possible, 

placés individuellement dans des flacons ou sac en plastique stérile, correctement 

identifiés, hermétiquement fermés et acheminés au laboratoire sous régime de froid
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Annexe 2 : Extraction d’ADN  
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Annexe 3: Résultats de dépistage par PCR en temps réel 

Code  n° identification  Espèce 

Type de 

prélèvement Provenance 

PCR en temps réel 

PM(FAM) MH(CY3) 

S1/15 9626 Bovin Poumon  Kénitra 30.09 0 

S2/15 865 Bovin Poumon  Kénitra 0 0 

S3/15 9530 Bovin Poumon  Kénitra 0 0 

S4/15 9612 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame 30.26 0 

S5/15 795 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame 37.70 0 

S6/15 9521 Bovin Poumon  Kénitra  31.62 0 

S7/15 5312 Bovin Poumon  Laarche 31.44 0 

S8/15 93 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S9/15 9601 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S10/15 853 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S11/15 790 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S12/15 5123 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame 0 0 

S13/15 2290 Bovin Poumon  Kénitra 0 0 

S14/15 9546 Bovin Poumon  Kénitra 0 0 

S15/15 9538 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S16/15 1000 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S17/15 114 Bovin Poumon  Laarche 0 0 
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S18/15 5238 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S19/15 5142 Bovin Poumon  Laarche 0 0 

S20/15 973 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame 0 0 

S21/15 NI bovin  Poumon  Kénitra 0 0 

S22/15             119 O Ovin écouvillon nasal Ouarzazate 0 0 

S23/15 851 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame 0 0 

S24/15 759 Bovin Poumon  kénitra 0 0 

S25/15 NI Bovin Poumon  kénitra 0 0 

S26/15 I1 Bovin Poumon  Moulay bouslhame 0 0 

S27/15 123 Ovin écouvillon  Ouarzazate 27,8 0 

S28/15 37 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S29/15 382 Ovin écouvillon  Tinghir 0 0 

S30/15 119 T Ovin écouvillon  Tinghir 28.73 0 

S31/15 101 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S32/15 896 bovin             Poumon Kénitra 0  22.25 

S33/15 737 Ovin écouvillon  Ouarzazate 29.34 0 

S34/15 371 Ovin écouvillon  Ouarzazate 29.44 0 

S35/15 102 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S36/15 120 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S37/15 105 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S38/15 354 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 
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S39/15 468 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S40/15 351 Ovin écouvillon  Ouarzazate 0 0 

S41/15 741/1 Ovin écouvillon  Sidi bettach 31,93 0 

S42/15 741/2 Ovin écouvillon  Sidi bettach 32,21 0 

S43/15 742/2 Ovin écouvillon  Sidi bettach 32,08 0 

S1/16 ATFI/1 Bovin écouvillon  Benslimane 26.76 0 

S2/16 AHMINE/1 Bovin écouvillon  Berchid 15.21 19.95 

S3/16 AHMINE/2 Bovin écouvillon  Berchid 18.09 0 

S4/16 AHMINE/3 Bovin écouvillon  Berchid 18.10 0 

S5/16 AHMINE/4 Bovin écouvillon  Berchid 27.05 0 

S6/16 ALI/1 Bovin écouvillon  Berchid 25.90 0 

S7/16 ALI/2 Bovin écouvillon  Berchid 24.48 18.71 

S8/16 ALI/3 Bovin écouvillon  Berchid 24.70 23.80 

S9/16 ALI/4 Bovin écouvillon  Berchid 26.06 0 

S10/16 ALI/5 Bovin écouvillon  Berchid 26.69 15.76 

S11/16 AZOUZ/1 Bovin écouvillon  Berchid 18.75 27 

S12/16 OMAR/1 Bovin écouvillon  Tit Mellil 28.65 0 

S13/16 OMAR/2 Bovin écouvillon  Tit Mellil 29.40 0 

S14/16 JALOUL/1 Bovin écouvillon  Berchid 27.77 0 

S15/16 JALOUL/2 Bovin écouvillon  Berchid 22.60 0 
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S1/17 BR/SB BOVIN Pm IAV 0 0 

S2/17 BR/155 BOVIN Pm IAV 32,55 19,37 

S3/17 BR/238 BOVIN Pm IAV 32,28 21,62 

S4/17 BR/241 BOVIN Pm IAV 32,25 31,38 

S5/17 AO/1 OVIN  Pm IAV 0 0 

S6/17 AO/2 OVIN  Pm IAV 32,81 0 

S7/17 08_16 velle Pm IAV 0 0 

S8/17 04_15 vœu Pm IAV 31,69 0 

S9/17 pm/16 vœu Poumon IAV 0 0 

S10/17 1_2017 Vœu écouvillon Khmiss zmamra 33,99 0 

S11/17 2_2017 Vœu écouvillon Khmiss zmamra 34,27 0 

S12/17 3_2017 Vœu écouvillon Khmiss zmamra 32,17 0 

S13/17 4267 male bovin Poumon IAV 34,65 0 

S14/17 4267 femelle bovin Poumon IAV 32,24 0 

S15/17 Pm bovin Poumon LOUKKOUS 29,2 0 

S16/17 souche oujda 2009 OVIN Poumon oujda 33 0 

S17/17 souche oujda 2012 OVIN Poumon oujda 27,94 0 

S18/17 CHADLI 6402 BOVIN  écouvillon Mazarea 31,19 0 

S19/17 CHADLI 9704 BOVIN  écouvillon Basita I 0 0 

S20/17 CHADLI 6 BOVIN  écouvillon Laarache 33,91 0 

 S21/17 CHADLI 9694 BOVIN  écouvillon Basita I 0 0 
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S22/17 CHADLI 9649 BOVIN  écouvillon Basita I 28,07 0 

S23/17 CHADLI 1 BOVIN  écouvillon Laarache 34,97 21,96 

S24/17 CHADLI 2 BOVIN  écouvillon Laarache 0 0 

S25/17 CHADLI 3 BOVIN  écouvillon Laarache 0 0 

S26/17 CHADLI 4 BOVIN  écouvillon Laarache 0 0 

S27/17 6671 VŒU écouvillon Laarache 0 0 

S28/17 896 Ovin  écouvillon Laarache 0 0 

S29/17 760 Ovin  écouvillon Laarache 34,7 12,09 

S30/17 696 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S31/17 672 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S32/17 670 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S33/17 526 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S34/17 472 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S35/17 465 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S36/17 463 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S37/17 390 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S38/17 382 Ovin  écouvillon Tinghir 32,12 0 

S39/17 388 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S40/17 381 Ovin  écouvillon Tinghir 33,17 32,19 

S41/17 231 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S42/17 160 Ovin  écouvillon Errachidia 33,5 0 
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S43/17 202-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S44/17 198 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S45/17 190 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S46/17 183 Ovin  écouvillon Errachidia 33,22 0 

S47/17 173 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S48/17 169 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S49/17 166' Ovin  écouvillon Errachidia 33,22 0 

S50/17 166 Ovin  écouvillon Errachidia 33,22 0 

 S51/17 161 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S52/17 159 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S53/17 159' Ovin  écouvillon Errachidia 33,07 22 

S54/17 141 Ovin  écouvillon Errachidia 32,62 0 

S55/17 139-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S56/17 137-02 Ovin  écouvillon Tinghir 32,28 0 

S57/17 108 Bis Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S58/17 108 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S59/17 112 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S60/17 92 Ovin  écouvillon Errachidia 32,79 0 

S61/17 77 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S62/17 8 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S63/17 72 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 
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S64/17 26 Ovin  écouvillon Errachidia 32,53 0 

S65/17 389-02 Ovin  écouvillon Tinghir 32,81 0 

S66/17 64 Ovin  écouvillon Errachidia 33,13 0 

S67/17 60-02 Ovin  écouvillon Errachidia 0 0 

S68/17 59-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S69/17 58-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S70/17 56-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S71/17 55-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S72/17 54-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S73/17 52-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 28 

S74/17 46-02 Ovin  écouvillon Tinghir 0 0 

S75/17 9218 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S76/17 9204 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S77/17 9295 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S78/17 9200 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S79/17 6989 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S80/17 7082 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

 S81/17 9297 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S82/17 9277 Vœu écouvillon Basita II 0 0 

S83/17 1 Ovin  écouvillon khnéfra 0 0 

S84/17 2 veau écouvillon khnéfra 0 0 
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S85/17 3 brebis écouvillon khnéfra 0 0 

S86/17 4 caprin écouvillon khnéfra 0 27 

S87/17 5 bélier écouvillon khnéfra 22 0 

S88/17 6 veau  écouvillon khnéfra 0 0 

S89/17 7 caprin écouvillon khnéfra 0 0 

S90/17 8 ovin  écouvillon khnéfra 0 0 

S91/17 9 bélier  écouvillon khnéfra 25 0 

S92/17 10 veau écouvillon khnéfra 0 0 

S93/17 11 caprin écouvillon khnéfra 0 30 

S94/17 12 caprin  écouvillon khnéfra 0 25 

S95/17 13 Ovin  écouvillon khnéfra 0 0 

S96/17 14 Agneau  écouvillon khnéfra 0 27 

S97/17 15 Ovin  écouvillon khnéfra 0 0 

S98/17 16 Vache écouvillon khnéfra 0 0 

S99/17 17 Agneau  écouvillon khnéfra 0 0 

S100/17 18 bélier  écouvillon khnéfra 0 0 

S101/17 19 brebis écouvillon khnéfra 0 0 

S102/17 20 Caprin  Poumon khnéfra 0 23 

S103/17 21 Caprin  écouvillon khnéfra 0 0 

S104/17 22 Caprin  écouvillon khnéfra 0 0 
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Annexe 4 : Résultats isolement bactériologique et identification  

n° attribué n° identification  Espèce Type de prélèvement Provenance Coloration  catalase oxydase 

S1/15 9626 Bovin Poumon  Kénitra gram- positive positive 

S4/15 9612 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame gram- positive positive 

S5/15 795 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame gram- positive positive 

S6/15 9521 Bovin Poumon  Kénitra  gram- positive positive 

S7/15 5312 Bovin Poumon  Laarche gram- positive positive 

S27/15 123 Ovin écouvillon nasal Ouarzazate gram- positive positive 

S30/15 119 T Ovin écouvillon nasal Tinghir gram- positive negative 

S32/15 896 bovin             Poumon Kénitra gram- positive negative 

S33/15 737 Ovin écouvillon nasal Ouarzazate gram- positive negative 

S34/15 371 Ovin écouvillon nasal Ouarzazate gram- positive negative 

S41/15 741/1 Ovin écouvillon nasal Sidi bettach gram- positive positive 

S42/15 742/1 Ovin écouvillon nasal Sidi bettach gram- positive negative 

S43/15 742/2 Ovin écouvillon nasal Sidi bettach gram- positive positive 

S1/16 ATFI/1 Bovin écouvillon nasal Benslimane gram- positive negative 

S2/16 AHMINE/1 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive negative 

S4/16 AHMINE/3 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive negative 

S5/16 AHMINE/4 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive negative 

S6/16 ALI/1 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive negative 

S7/16 ALI/2 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive positive 

S8/16 ALI/3 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive positive 

S9/16 ALI/4 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive positive 
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 S10/16 ALI/5 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive positive 

S11/16 AZOUZ/1 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive positive 

S12/16 OMAR/1 Bovin écouvillon nasal Tit Mellil gram- positive positive 

S13/16 OMAR/2 Bovin écouvillon nasal Tit Mellil gram- positive negative 

S14/16 JALOUL/1 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive positive 

S15/16 JALOUL/2 Bovin écouvillon nasal Berchid gram- positive negative 

S2/17 BR/155 Bovin  Poumon IAV gram- positive positive 

S3/17 BR/238 Bovin  Poumon IAV gram- positive positive 

S4/17 BR/241 Bovin  Poumon IAV gram- positive positive 

S6/17 AO/2 Ovin  Poumon IAV gram- positive positive 

S8/17 04_15 vœu Poumon IAV gram- positive positive 

S10/17 1_2017 Vœu Ecouvillon Khmisszmamra gram- positive positive 

S11/17 2_2017 Vœu Ecouvillon Khmisszmamra gram- positive positive 

S12/17 3_2017 Vœu Ecouvillon Khmisszmamra gram- positive positive 

S13/17 4267 male Vœu Poumon IAV gram- positive positive 

S14/17 4267 femelle Vœu Poumon IAV gram- positive negative 

S15/17 Pm Vœu Poumon LOUKKOUS gram- positive positive 

S16/17 soucheoujda 2009 Ovin  Poumon oujda gram- positive positive 

S17/17 soucheoujda 2012 Ovin  Poumon oujda gram- positive positive 

S18/17 CHADLI 6402 bovin Ecouvillon Laarache gram- positive positive 

S20/17 CHADLI 6 bovin Ecouvillon Laarache gram- positive positive 

S22/17 CHADLI 9649 bovin Ecouvillon Laarache gram- positive positive 

S23/17 CHADLI 1 bovin Ecouvillon Laarache gram- positive negative 

S29/17 760 Ovin  Ecouvillon Laarache gram- positive negative 

S38/17 382 Ovin  Ecouvillon Tinghir gram- positive positive 
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S40/17 381 Ovin  Ecouvillon Tinghir gram- positive positive 

S42/17 160 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S46/17 183 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S49/17 166' Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S50/17 166 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive negative 

S53/17 159' Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S54/17 141 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S56/17 137-02 Ovin  écouvillon Tinghir gram- positive positive 

S60/17 92 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S64/17 26 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S65/17 389-02 Ovin  écouvillon Tinghir gram- positive positive 

S66/17 64 Ovin  écouvillon Errachidia gram- positive positive 

S73/17 52-02 Ovin  écouvillon Tinghir gram- positive negative 

S86/17 4 caprin écouvillon Khnéfra gram- positive positive 

S87/17 5 bélier écouvillon Khnéfra gram- positive positive 

S91/17 9 bélier écouvillon Khnéfra gram- positive negative 

S93/17 11 caprin écouvillon Khnéfra gram- positive negative 

S94/17 12 caprin écouvillon Khnéfra gram- positive positive 

S96/17 14 Agneau  écouvillon Khnéfra gram- positive positive 

S102/17 20 Caprin  Poumon Khnéfra gram- positive positive 
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Annexe 5 : Préparation du gel d’agarose 2% 

•   Préparation d’un gel d’agarose 2%  

➢ Préparer le moule et le peigne appropriés au nombre et au volume des échantillons à 

séparer ; 

➢ Préparer suffisamment de tampon TAE 1X pour remplir la cuve et préparer le gel ;  

➢ Dans un bécher en verre, peser la quantité d'agarose déterminée (pour obtenir un gel 

d’agarose à 2 % final, peser 2 g d’agarose, la resuspendre dans 100ml de tampon TAE 

1X) ; 

➢ Dissoudre complètement l'agarose dans le tampon, soit au four à micro-ondes, soit 

encore dans un bain marie d'eau bouillante, soit sur une plaque chauffante et en agitant 

de temps en temps. L'agarose est totalement dissoute lorsque les grains, initialement 

visibles sous forme de petites lentilles, ont complètement disparu, 

➢ Mettre sous agitation et laisser refroidir, ou placer dans un bain-marie à environ 50°C 

(température supportable au toucher). Éventuellement, refroidir plus rapidement en 

laissant couler un filet d'eau froide le long de la bouteille en agitant constamment, 

➢ Ajouter du Sybr safe à une concentration finale de 0.5 µg/ml ; 

➢ Couler l'agarose dans le moule avec le peigne et laisser refroidir. (Un gel froid et figé 

prêt à l'emploi se reconnaît par son apparence opalessante lorsqu'il est observé par la 

tranche, par rapport à un gel encore liquide qui est parfaitement translucide) ; 

➢ Juste avant d'effectuer l'électrophorèse, placer le gel dans la cuve et s'assurer qu'il est 

recouvert de tampon. Retirer ensuite le peigne. 

• Dépôt et migration des échantillons  

➢ Surcharger les échantillons à déposer avec du bleu de charge ; 

➢ Charger les échantillons ; 

➢ Faire migrer en appliquant une tension ou un courant adapté. 

 

• Validation des résultats  

 

1. Ajouter un témoin négatif d’amplification, pour s’assurer de l’absence de contamination 

lors de la préparation de mix ; 

2. Ajouter un témoin positif d’amplification, à partir d’un échantillon positif (=témoin 

positif) ; 

Ces témoins seront inclus dans la réaction afin de valider l’étape de l’amplification.
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Annexe 6 : Résultats de confirmation par PCR Conventionnelle 

     
PCR Conventionnelle 

code n° identification  espèce Type de prélèvement Provenance PM MH 

S1/15 9626 Bovin Poumon  Kénitra Neg Neg 

S4/15 9612 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame Neg Pos 

S5/15 795 Bovin Poumon  Moulay Bouslhame Neg Pos 

S6/15 9521 Bovin Poumon  Kénitra  Neg Neg 

S7/15 5312 Bovin Poumon  Laarche Neg Neg 

S27/15 123 Ovin écouvillon nasal Ouarzazate Pos Pos 

S30/15 119 T Ovin écouvillon nasal Tinghir Neg Pos 

S32/15 896 bovin             Poumon Kénitra Neg Pos 

S33/15 737 Ovin écouvillon nasal Ouarzazate Neg Pos 

S34/15 371 Ovin écouvillon nasal Ouarzazate Neg Pos 

S41/15 741/1 Ovin écouvillon nasal Sidi bettach Neg Pos 

S42/15 742/1 Ovin écouvillon nasal Sidi bettach Neg Pos 

S43/15 742/2 Ovin écouvillon nasal Sidi bettach Neg Pos 

S1/16 ATFI/1 Bovin écouvillon nasal Benslimane Neg Pos 

S2/16 AHMINE/1 Bovin écouvillon nasal Berchid Pos Pos 

S3/16 AHMINE/2 Bovin écouvillon nasal Berchid Pos Pos 

S4/16 AHMINE/3 Bovin écouvillon nasal Berchid Pos Pos 
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S5/16 AHMINE/4 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S6/16 ALI/1 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S7/16 ALI/2 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S8/16 ALI/3 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S9/16 ALI/4 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S10/16 ALI/5 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S11/16 AZOUZ/1 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S12/16 OMAR/1 Bovin écouvillon nasal Tit Mellil Neg Pos 

S13/16 OMAR/2 Bovin écouvillon nasal Tit Mellil Neg Pos 

S14/16 JALOUL/1 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Pos 

S15/16 JALOUL/2 Bovin écouvillon nasal Berchid Neg Neg 

S2/17 BR/155 Bovin  Poumon IAV Pos Neg 

S3/17 BR/238 Bovin  Poumon IAV Pos Pos 

S4/17 BR/241 Bovin  Poumon IAV Pos Neg 

S6/17 AO/2 Ovin  Poumon IAV Neg Neg 

S8/17 04_15 vœu Poumon IAV Neg Neg 

S10/17 1_2017 Vœu écouvillon Khmiss zmamra Neg Neg 

S11/17 2_2017 Vœu écouvillon Khmiss zmamra Neg Neg 

S12/17 3_2017 Vœu écouvillon Khmiss zmamra Neg Neg 

S13/17 4267 male Vœu Poumon IAV Neg Neg 

S14/17 4267 femelle Vœu Poumon IAV Neg Neg 
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S15/17 Pm Vœu Poumon LOUKKOUS Neg Pos 

S16/17 souche oujda 2009 Ovin  Poumon oujda  Neg Neg 

S17/17 souche oujda 2012 Ovin  Poumon oujda  Neg Pos 

S18/17 CHADLI 6402 bovin  écouvillon Laarache Neg Neg 

S20/17 CHADLI 6 bovin  écouvillon Laarache Neg Neg 

S22/17 CHADLI 9649 bovin  écouvillon Laarache Neg Neg 

S23/17 CHADLI 1 bovin  écouvillon Laarache Neg Neg 

S29/17 760 Ovin  écouvillon Laarache Neg Neg 

S38/17 382 Ovin  écouvillon Tinghir Neg Neg 

S40/17 381 Ovin  écouvillon Tinghir Neg Neg 

S42/17 160 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S46/17 183 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S49/17 166' Ovin  écouvillon Errachidia Neg Pos 

S50/17 166 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S53/17 159' Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S54/17 141 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S56/17 137-02 Ovin  écouvillon Tinghir Neg Neg 

S60/17 92 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S64/17 26 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S65/17 389-02 Ovin  écouvillon Tinghir Neg Neg 
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S66/17 64 Ovin  écouvillon Errachidia Neg Neg 

S73/17 52-02 Ovin  écouvillon Tinghir Neg Pos 

S86/17 4 caprin écouvillon khnéfra Neg Pos 

S87/17 5 bélier écouvillon khnéfra Pos Neg 

S91/17 9 bélier  écouvillon khnéfra Pos Neg 

S93/17 11 caprin écouvillon khnéfra Neg Pos 

S94/17 12 caprin  écouvillon khnéfra Neg Pos 

S96/17 14 Agneau  écouvillon khnéfra Neg Pos 

S102/17 20 Caprin  Poumon khnéfra Neg Pos 
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Annexe 7 : Etude de pouvoir pathogène Pasteurella 

Lieu de l’expérimentation : Animalerie de Biopharma. 

 Inoculation de la souche bactérienne : 

Dose de l’inoculum : Dépendra de la concentration de la souche isolée 

Voie d’injection : intrapéritonéale 

a- Déroulement de l’essai 

 

- Groupe A: 5 souris (MH, PM) 

                                                                            (Voie intrapéritonéale) 

-Groupe B: 5 souris Témoins (BCC)      

b-  SUIVI CLINIQUE : 

Le suivi de souris inoculées consiste à vérifier quotidiennement l’état général des souris, les 

signes spécifiques de la maladie de la pasteurellose. 

L’enregistrement du suivi clinique est effectué par la notation du score pour les souris inoculées 

selon l’index du scoring ci-après : 

 

          Absence de signes 0 

Malade  1 

Mort 2 

 

c- SUIVI BACTERIOLOGIQUE ET CONFIRMATION: 

-Faire Autopsie des souris  

-Répartir le prélèvement en 2 (un destiné pour le ré-isolement et l’autre pour PCR) pour 

confirmer la bactérie en question.
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Annexe 8: Résultats de dénombrement et pouvoir pathogène sur souris 

Code souches Identification Especes 

type de 

prélèvement 

Etude pouvoir pathogène Date 

d'inoculation Date de Mort 

Dénombrement 

souris  concentration  

S1/15 9626 Bovin Poumon  4Mort//5 27/09/2017 28/09/2017 3,2 108 

S4/15 9612 Bovin Poumon  3Mort//5 27/09/2017 28/09/2017 3,35 108 

S5/15 795 Bovin Poumon  0//5 28/09/2017 _ 5,65 109 

S6/15 9521 Bovin Poumon  0//5 27/09/2017 _ 4,55 108 

S7/15 5312 Bovin Poumon  04Mort//5 27/09/2017 28/09/2017 6,4 108 

S27/15 123 (2) Ovin écouvillon nasal 04Mort//5 10/10/2017 11/10/2017 1,02 109 

S30/15 119 T(7) Ovin écouvillon nasal 05Mort//5 10/10/2017 11/10/2017 1,06 109 

S32/15 896 bovin             Poumon 05Mort//5 10/10/2017 11/10/2017 1,00 109 

S33/15 737 (10) Ovin écouvillon nasal 05Mort//5 10/10/2017 11/10/2017 1,21 109 

S34/15 371(11) Ovin écouvillon nasal 05Mort//5 10/10/2017 11/10/2017 1,41 109 

S41/15 741/1() Ovin écouvillon nasal 05Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 9,1 108 

S42/15 742/1 Ovin écouvillon nasal 03Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 3,6 108 

S43/15 742/2 Ovin écouvillon nasal 05Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 9,0 108 

S1/16 ATFI/1 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 2,68 109 

S2/16 AHMINE/1 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 2,01 109 

S3/16 AHMINE/2 Bovin écouvillon nasal 04Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,01 109 

S4/16 AHMINE/3 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,07 109 

S5/16 AHMINE/4 Bovin écouvillon nasal 04Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,00 109 

S6/16 ALI/1 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,07 109 
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S7/16 ALI/2 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,45 109 

S8/16 ALI/3 Bovin écouvillon nasal 04Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 8,0 108 

S9/16 ALI/4 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,17 109 

 S10/16 ALI/5 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 2,05 109 

S11/16 AZOUZ/1 Bovin écouvillon nasal 04Mort//5 24/10/2017 25/10/2017 1,05 109 

S12/16 OMAR/1 Bovin écouvillon nasal 

01Mort 5(26/10) et 03 Mort 

(27/10) 26/10/2017 26/10/17 et 27/10/17 5,35 108 

S13/16 OMAR/2 Bovin écouvillon nasal 04Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 1,035 109 

S14/16 JALOUL/1 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 1,29 109 

S15/16 JALOUL/2 Bovin écouvillon nasal 05Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 1,11 109 

S2/17 BR/155 Bovin écouvillon 04Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,445 108 

S3/17 BR/238 Bovin écouvillon 05Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,06 109 

S4/17 BR/241 Bovin écouvillon 05Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,30 109 

S6/17 AO/2 ovin écouvillon 05Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,895 109 

S8/17 04_15 vœu écouvillon 05Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,52 109 

S10/17 1_2017 Vœu écouvillon 0Mort//5 31/10/2017 _ 1,95 109 

S11/17 2_2017 Vœu écouvillon 03Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,27 109 

S12/17 3_2017 Vœu écouvillon 0 Mort 31/10/2017 _ 1,51 109 

S13/17 4267 male NI Poumon 01 malade//5 26/09/2017 27/09/2017 6,35 108 

S14/17 4267 femelle NI Poumon 3//5 26/09/2017 27/09/2017 7,9 108 

S15/17 Pm NI Poumon 5//5 26/09/2017 27/09/2017 5,35 108 
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S16/17 

souche oujda 

2009 NI écouvillon 0Mort//5 26/10/2017 _ 1,18 108 

S17/17 

souche oujda 

2012 NI écouvillon 05Mort//5 26/10/2017 27/10/2017 5,15 108 

S18/17 CHADLI 6402 Bovin écouvillon 0 Mort 31/10/2017 _ 8,9 108 

S20/17 CHADLI 6 Bovin écouvillon 01Mort//5 31/10/2017 01/11/2017 1,10 109 

S22/17 CHADLI 9649 Bovin écouvillon 01Mort//5 02/11/2017 03/11/2017 9,85 108 

S23/17 CHADLI 1 Bovin écouvillon 03Mort//5 02/11/2017 03/11/2017 8,00 108 

S29/17 760 Ovin  écouvillon 0 Mort 02/11/2017 _ 1,14 109 

 S38/17 382 Ovin  écouvillon 4mort//5 02/11/2017 03/11/2017 6,2 108 

S40/17 381 Ovin  écouvillon 0 Mort 02/11/2017 _ 5,9 108 

S42/17 160 Ovin  écouvillon 03Mort//5 02/11/2017 03/11/2017 1,415 109 

S46/17 183 Ovin  écouvillon 02Mort//5 02/11/2017 03/11/2017 1,91 109 

S49/17 166' Ovin  écouvillon 0 Mort 02/11/2017 _ 1,16 108 

S50/17 166 Ovin  écouvillon 0 Mort 02/11/2017 _ 1,455 109 

S54/17 141 Ovin  écouvillon 0 Mort 02/11/2017 _ 1,00 109 

S56/17 137-02 Ovin  écouvillon 05 Malades 19/12/2017 _ à refaire 

S65/17 389-02 Ovin  écouvillon 05 malades  19/12/2017 _ 5,25 107 

S86/17 4 caprin écouvillon 05//5 19/12/2017 20/12/2017 7,15 108 

S93/17 11 caprin écouvillon 05//5 19/12/2017 20/12/2017 8,25 108 

S94/17 12 caprin  écouvillon 05//5 19/12/2017 20/12/2017 2 109 

S96/17 14 Agneau  écouvillon 05//5 19/12/2017 20/12/2017 5,25 108 

102/17 20 Caprin  Poumon 05//5 19/12/2017 20/12/2017 5,6 108 
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Annexe 9: Résultats de l’antibiogramme 

N°attribué  (A) (STR) (DO)  (NA)  (ENF)  (SXT) (AMC) (CN)  (FFC) E  (Sp)  (UB) 

S6/15  S (32) S (21)   R R   R  S (18)  S (32)  S  R (10) S (27)  I (21)   R 

S7/15  R S (19)  R (14)  R   R  R  S ( 23)  S (30) S (27)  R  R (14)   R 

S27/15 R S (19) S (20) R R (9) ≥ S S (22) S (26) S (25) R R R 

S30/15 R S (22) R (12) R R (10) R R R (13) I (16) R R  (9) R 

S32/15 R S (27) R (13) S (22) S (25) ≥ S R R S (23) R (10) R R 

S33/15 R ≥ S ≥ S S (22) S (31) S  (26) R S (22) R (13) R R R (20) 

S34/15 R ≥ S ≥ S ≥ S S (32) ≥ S S (26) S (23) S (26) R R S (28) 

S41/15 ≥ S R (12) R  (12) R R (16) ≥ S S (35) S (20) S (32) R R R 

S42/15 S (26) R R  (12) R S (23) ≥ S ≥ S ≥S ≥ S R R R 

S43/15 S (32) S  (32) R  (11) R S  (30) >> S >> S  S (25) >> S R R R 

S1/16 R R R  (10) R R  (16) R R S (21) R R R R 

S2/16 I  (14) S (31) R  (12) R S  (28) >>S >> S >>S >> S >> S S (26) R 

S4/16 S (26) S (25) S (26) R R(15) S (29) >> S S (20) S (29) R R R 

S8/16 >>S R S (28) R S (27) >> S >> S >> S >> S >> S >> S R 

S10/16 >> S S (20) R (18) R I (19) S (29) >> S S (19) I (18) R R (12) R 

S12/16 I (20) S (20) S (21) R R (11) R S (25) R S (28) I (21) I (16) R 

S13/16 R S (19) S (20) R I (19) S (27) R S (17) S (28) R R R 

S14/16 R S (27) R R R (16) S (32) R S (20) >>S R R R 

S15/16 R S (30) R S (23) S (30) S (33) S (32) S (24) S (30) R (10) R S (32) 

S2/17  I (16)  S (25) R  R   R  R I  (18)  R  R  R  R  R  

S3/17  R  S (25)  R R   S (34) R  S (22)  S (30)  S (27)  R   R  S (30)- 
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S4/17  R R  R   R  R (12) S (31)  S (31)  R (13)   S  (25)  R  R R (8)  

S6/17 ≥ S    ≥ S   ≥ S  R   ≥ S   S S  S  S  S  S  S  

S8/17  ≥ S  ≥ S   R   R ≥ S    S  S  S  S  S S  R  

S11/17 S (25) R R (13) R R R >>S S (17) S (33) R R R 

S13/17  R S (18)   R  R  R R  S (19)   S (16)  S (23) R  R  R  

S14/17 R S (20) R R R S (25) S (24) R (12) S (20) R R  R 

S15/17 R R R (12) R R (15) R S (29) I (15) I (18) R R  R 

S16/17  I (20)  S (21)  R (9)  R  R   R S  S   R (11) R  S   R 

S17/17  S (25)  S (23)  R (13)  S (25)  I (18)  S S (31) S (20)  S (28)  I (14)   R (13) R (11)  

S20/17 >> S R >> S R >> S R R R R R R R 

S38/17 S R (10) S R S (23) S (35) S I (15) S I (21) S (30) R 

S42/17 S (23) S (21) S (30) R S (24) >> S >>S R >>S >>S >>S R 

S46/17 S (24) I (15) S (25) R I (17) >> S >>S R (12) >>S >>S >>S >>S 

S49/17 >> S >> S >> S >> S >> S >> S >> S >> S >> S >> S >> S R 

S73/17 >> S >> S >> S >> S >> S >> S >> s >>S  >> S >> S >> S R 

S86/17 R S (22) R S (23) S (35) R >> S >> S >> S R R >> S 

S91/17 >> S >> S  >> S R I (20) >>S  >>S >>S >>S >>S >>S >>S 

S93/17 S (25) S (26) S (32) R R (13) >>S >>S S (18) S (29) >>S >>S R 

S96/17 I (20) S (26) R (14) R R R S (22) S (15) I (15) R R (15) >>S 

S102/17 I (15) S (20) S (25) S (26) R S (25) S (24) I (15) I (18) S (24) I (20)  R (13) 
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Annexe 10: Test CMI vis-à-vis de la colistine 

Préparation de l’inoculum 

Inoculum : une suspension équivalente à un standard de 0,5McFarland sera préparée à partir 

de colonies de 24h. 

Inoculation des plaques de microdilution 

Retirer une plaque à 96 puits de son emballage stérile. 

• Etiqueter les plaques stériles de 96 puits en mentionnant les dilutions appropriées de 

l'antibiotique et le numéro de souches. 

• Mettre 100 µl de bouillon dans le puits de contrôle de stérilité (colonne 12) et 

50 ml dans le puits de contrôle de croissance (colonne 11). 

• Distribuer 50 µl de chaque dilution d’antibiotique aux puits respectifs de la plaque 

(colonne 1 à 10). 

• Ajouter 10µl de l’inoculum équivalent à un standard de 0,5McFarland dans 11ml de 

MH 

• Ajouter 50µl de suspension de MH dans chaque puits contenant la solution 

antibiotique et le contrôle de la croissance (Colonne 1 à 11). 

• Chaque plaque est scellée à l'aide d'un ruban adhésif et placé 20 à 24 heures à 37 ° C. 

La lecture 

La lecture est facilitée par l'emploi d'un miroir grossissant (loupe), La CMI de l’antibiotique correspond 

à la dernière cupule dépourvue de culture microbienne visible. 

               Figure 1: Example de lecture: 

 

Critère d’interprétation :
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La CMI est définie comme la plus faible concentration d’une gamme de dilutions 

d’antibiotique de demi en demi, qui entraîne une inhibition de toute croissance bactérienne 

visible.
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Annexe 11: Résultats gène mcr-1 par Sybr®Green 

 

Well Well 
Type 

Dye Target Tm Product 1 
(-Rn'(T)) 

A1 Unknown SYBR SYBR 87,50 

A2 Unknown SYBR SYBR 87,50 

A3 Unknown SYBR SYBR 92,00 

A4 Unknown SYBR SYBR 86,50 

A5 Unknown SYBR SYBR 87,00 

A6 Unknown SYBR SYBR 92,00 

A7 Unknown SYBR SYBR 85,50 

A8 Unknown SYBR SYBR 92,00 

A9 Unknown SYBR SYBR 90,00 

A10 Unknown SYBR SYBR 87,50 

A11 Unknown SYBR SYBR 77,50 

A12 Unknown SYBR SYBR 83,50 

B1 Unknown SYBR SYBR 84,00 

B2 Unknown SYBR SYBR 87,50 

B3 Unknown SYBR SYBR 86,50 

B4 Unknown SYBR SYBR 87,50 

B5 Unknown SYBR SYBR 93,00 

B6 Unknown SYBR SYBR 88,00 

B7 Unknown SYBR SYBR 86,50 

B8 Unknown SYBR SYBR 87,00 

B9 Unknown SYBR SYBR 79,50 

B10 Unknown SYBR SYBR 87,00 

B11 Unknown SYBR SYBR 87,50 
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Well Well 
Type 

Dye Target Tm Product 1 
(-Rn'(T)) 

C1 Unknown SYBR SYBR 87,00 

C2 Unknown SYBR SYBR 85,50 

C3 Unknown SYBR SYBR 86,00 

C4 Unknown SYBR SYBR 86,50 

C5 Unknown SYBR SYBR 87,00 
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Annexe 12 : Experimentation de vaccination et suivi sérologique  

Lieu de l’expérimentation : SIDI BETTACH. 

Vaccination  

Dose vaccinale : 1 ml 

Voie d’injection : sous cutanée 

Date de vaccination : 06/10 /2017 

Date de rappel : 02/11/2017 

a- Déroulement de l’essai 

 

10 ovins numérotés : 1, 3, 4, 9, 11, 12, 14, 22, 31 et 34 

b-  SUIVI sérologique : 

 Prise sur tube sec à J0, J7, J14, J21, J28, J35, J42, J49, J56, J63 et J77. 

c- Test ELISA: 

Utilisation du kit Bio-X Diagnostics pour la détection du LPS de Mannheimia Haemolytica.
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Annexe 13: Mode opératoire ELISA  

ELISA Kit for serodiagnosis of Mannheimia haemolytica 

Indirect test for blood sera and plasma  

Diagnostic test for cattle  

Monowell 

PROCEDURE  

 

1- Bring all components to 21°C +/- 3°C before use. Remove the microplate from its wrapper.  

 

2- DILUTION OF SAMPLES  

2.1- Blood sera and plasma preparation  

 The blood serum and plasma samples must be diluted 1:100.  Avoid using haemolysed 

samples or those containing coagulum.   

2.1.1- Dilution in tubes  

 Distribute 990 µl aliquots of dilution buffer, prepared as instructed in the section 

“Composition of the Kit”, to 5 or 10 ml tubes.  Add 10 µl aliquots of the samples to each of 

these tubes and mix briefly on a mechanical stirrer (final dilution:  1:100).  

2.1.2- Dilution on a microplate  

 Distribute 20 µl aliquots of each of the samples to the microwells of a dilution plate.  Add 

180 µl of dilution buffer.  Mix five times by pumping and surging or orbital agitation 

(dilution:  1:10).  Distribute 90 µl aliquots of dilution buffer to the wells of the kit’s 

microplate.  Transfer 10 µl of the 1:10 prediluted samples.  Mix five times by pumping and 

surging or orbital agitation (final dilution:  1:100).  

2.2- Dilution of the kit’s reference sera (positive and negative controls)   

 The positive and negative sera must be diluted 1:100.  Do these dilutions in one step in a tube 

(see Point 2.1.1.) or in two steps on a dilution microplate (see Point 2.1.2.).  

  

3- Distribute the samples (blood serum, plasma) at the rate of 100 µl per well. One well per 

sample.   
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4- Proceed in the same manner for the reference sera (positive and negative sera). Cover with 

a lid and incubate the plate at 21°± 3°C for one hour.  

5- Rinse the plate with the washing solution prepared as instructed in the section “Composition 

of the Kit”.  To do this, eliminate the microplate’s contents by flipping it sharply over a 

container filled with an inactivating agent.  Let the microplate drain upside-down on a sheet 

of clean absorbent paper so as to eliminate all liquid.  Add 300 µl of the washing solution, 

and then empty the plate once again by flipping it over above the containment vessel.  Repeat 

the entire operation two more times, taking particular care to avoid bubble formation in the 

wells.  After these three rinses, go on to the next step.  

6- An automatic plate washer may also be used, but in this case particular care must be taken 

to avoid any contact between the needles and the bottom of the wells to prevent any damage 

of the reagent layer. 

7- Dilute the conjugate 1:50 in the dilution buffer (for example, for one plate dilute 250 µl of 

the conjugate stock solution in 12.250 ml of diluent). Add 100 µl of the dilute conjugate 

solution to each well. Cover with a lid and incubate the plate at 21°± 3°C for one hour.  

8- Wash the plate as described in step 4 above.  

9- Add 100 µl of the chromogen solution to each well on the plate. The chromogen solution 

must be absolutely colourless when it is pipetted into the wells. If a blue colour is visible, 

this means that the solution in the pipette has been contaminated.  

10- Incubate for 10 minutes at 21°C +/- 3°C protected from the light and uncovered. This time 

is given as a guideline only, for in some circumstances it may be useful to lengthen or shorten 

the incubation time.   

11- Add 50 µl of stop solution per microwell. The blue colour will change into a yellow colour.  

12- Read the optical densities in the microwells using a plate reader and a 450 nm filtre. Results 

must be read fairly soon after the stopping solution has been added since the chromogen may 

cristallize in wells with strong signals and thereby distort the data.  

INTERPRETING THE RESULTS  

The test can be validated only if the difference between the optical density readings of the 

positive control serum and negative control serum (OD positive serum - OD negative serum) 

at ten minutes is greater than 0,400 and the negative serum yields an optical density that is 

lower than 0,300. 
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Calculate each serum’s coefficient by means of the following formula:  

OD sample - OD negative serum  

Sample’s Coeff. =      -------------------------------------------------   x 100  

OD positive serum - OD negative serum  

Using the following tables, determine each serum’s or plasma’s degree of positivity.    

 

A reliable diagnosis can be made only if frank seroconversion can be documented using two 

coupled serum samples taken at 2- to 3-week intervals.  The first sample must be taken during 

the acute phase of the infection.  A frank seroconversion is considered to have occurred if the 

signal increases by two orders of magnitude (two plusses; for example, ++ -> ++++ or + -> 

+++).  A sample must be considered positive if it yields a result that is greater than or equal 

to one plus sign (+). 
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Résumé 
Pasteurella est considérée comme le principal pathogène des voies respiratoires chez les ruminants. Mannheimia 

haemolytica et Pasteurella multocida ont été étudiées et typées à partir d'écouvillons nasaux et de tissus prélevés 

sur des moutons, des chèvres et des bovins. En effet, 41 échantillons de poumons et 121 écouvillons nasaux ont 

été collectés sur des animaux suspects de la pasteurellose entre janvier 2015 et décembre 2017 dans six régions 

différentes du Maroc. Les échantillons ont été soumis à un test de criblage par PCR en temps dont les positifs ont 

fait l’objet d’une culture sur gélose au sang. Les isolats identifiés ont été confirmés par PCR conventionnelle. Le 

pouvoir pathogène des isolats a été évalué chez la souris et un examen histopathologique a été réalisé sur certains 

tissus pulmonaires. Ensuite, un test de sensibilité antimicrobienne (AST) a été réalisé pour 41 isolats sur un panel 

de 13 antibiotiques les plus utilisés en médecine vétérinaire. Une multirésistance aux antibiotiques a été observé 

même pour la colistine préservée comme antibiotique de dernier recours. Pour confirmer ces résultats, nous avons 

déterminé le profil de la colistine par la recherche de la concentration minimale inhibitrice (CMI) et nous avons 

procédé à la détection du gène mcr-1 par PCR en temps réel. A notre connaissance, la présente étude est la première 

étude au Maroc qui rapporte des infections par Pasteurella (M. haemolytica & P. multocida) chez les ruminants. 

Pour les deux espèces de Pasteurella, l'Amoxicilline/Acide Clavulanique était l'agent antimicrobien le plus 

efficace, la résistance à la colistine a été confirmée. Aussi, nos résultats suggèrent la nécessité et l'urgence d'établir 

un programme national de surveillance pour déterminer l'antibiotique approprié pour le traitement de la 

pasteurellose. Par conséquent, la production de vaccin inactivé à partir des souches autochtones, est hautement 

nécessaire pour atténuer l'impact de la bactérie chez les animaux. Pour cela un lot expérimental de vaccin inactivé 

a été produit à partir d’une souche sélectionnée dont sa protection a été évalué sur le plan sérologique. 

Mots clés : Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, PCR, histopathologie, pathogénicité, 

antibiorésistance, vaccin, Maroc. 

 

Abstract 

Pasteurella is considered the major pathogen of the respiratory tract in ruminants. Mannheimia haemolytica and 

Pasteurella multocida were studied and typed from nasal swabs and tissues collected from sheep, goats and cattle. 

Indeed, 41 lung samples and 121 nasal swabs were collected from suspected animals with pasteurellosis between 

January 2015 and December 2017 in six different regions of Morocco. The samples were submitted under a 

screening test by real time PCR, then the samples coming out positive were subject to culture on blood agar, after 

which the identified isolates were confirmed by PCR gel based. The pathogenicity of the isolates was evaluated in 

mice and histopathological examination was performed on selected lung tissues. Then, an antimicrobial 

susceptibility test (AST) was performed for forty-one isolates on a panel of 13 antibiotics most commonly used in 

veterinary medicine. A multiresistance to antibiotics was observed even for colistin preserved as an antibiotic of 

last resort. To confirm that we used different tools such as minimum inhibitory concentration (MIC) to determine 

the profile of colistin, in addition, we studied real-time PCR to detect the mcr-1 gene. To our knowledge, the 

present study is the first study in Morocco reporting Pasteurella (M. haemolytica & P. multocida) infections in 

ruminants. For both Pasteurella species, Amoxicillin/Acid clavulanic was the most effective antimicrobial agent, 

colistin resistance was confirmed. Thus, our results suggest the need and urgency to establish a national 

surveillance program to determine the appropriate antibiotic for the treatment of pasteurellosis. Therefore, the 

production of inactivated vaccine from indigenous strains is highly necessary to mitigate the impact of the bacteria 

in animals. For this purpose, an experimental batch of inactivated vaccine was produced from a selected strain 

whose protection was evaluated serologically. 

Key words: Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, PCR, histopathology, pathogenicity, 

antibiotic resistance, vaccine, Morocco. 


