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Abstract

Brucellosis is a contagious, infectious disease; common to Human and many animal
species ; caused by bacteria of the genus Brucella spp. A cross-sectional study was conducted
at the wilaya of Tébessa, during the period of September 2018 to May 2019. 303 blood
samples were collected from bovine, goat and sheep species, to detect the presence of
antibodies anti-Brucella spp. by using the Rose Bengal Test. The results obtained showed an
individual seroprevalence rate of 7.84% (IC 95% 5.38%—11.51%), six herds have at least one
seropositive animal. Statistical analysis has shown that presence of abortion in the latest
gestation has a significant association with seropositivity (OR = 4.97; p=0,001). This study
confirmed the presence of antibody anti-Brucella spp. in the region of Tébessa.

Measures to fight against the brucellosis is preventive ; in the first place the screening
with systematic slaughter of seropositive animal after a confirmation by a more specific test
and vaccination of the healthy animal. Public awareness is of paramount importance for
citizens to take hygienic measures, and to avoid the consumption of dairy products, if it
unpasteurized or unknown origin.

Keywords: Brucella spp, bovine, goat, sheep, Rose Bengal, Tébessa.
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Résumé

La brucellose est une maladie infectieuse, contagieuse, commune & de nombreuses
especes animales et a ’Homme, due a une bactérie du genre Brucella spp. Une étude
transversale a été menée au niveau de la wilaya de Tébessa, pendant la période : Septembre
2018 a Mai 2019, sur un échantillon de 303 prélévements sanguins d’espéces bovine, caprine
et ovine ; pour dépister la présence des anticorps anti-Brucella spp. via I’utilisation de test
d’Epreuve de I’ Antigéne Tamponné (EAT) ou Rose Bengale. Les résultats obtenus a montré
un taux de séroprévalence individuelle de 7.84% (IC 95% 5.38%—11.51%), Six troupeaux ont
au moins un cas séropositif. L’analyse statistique a montré que 1’avortement antécédent en
derniére gestation a une association significative avec la séropositivité (OR = 4.97 ; IC 95% ;
p=0,001). Cette étude a confirmé la présence des anticorps anti-Brucella spp. dans la région
de Tébessa.

Le meilleur moyen de lutte est préventif ; en premier licu le dépistage et 1’abattage
systématique d’un animal séropositif aprés une confirmation avec un test plus spécifique, avec
la vaccination de I’animal sain. La vulgarisation et la sensibilisation des citoyens pour prendre
les mesures hygiéniques, et d’éviter la consommation des produits laitiers non pasteurisés et

d’origine inconnu.

Mots clés :

Brucella spp., bovine, caprine, ovine, Rose Bengale, Tébessa.
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Introduction

Introduction

La brucellose est une antropozoonose, due a des bactéries du genre Brucella spp. de
distribution cosmopolite ; I’incidence de cette maladie est estimé en 2001 a 500 000 cas/an
[49]. La maladie ayant de graves conséquences sur la santé humaine et les revenus des
éleveurs. Chez I’animal, la maladie se définit comme une maladie d’évolution chronique
touchant principalement les organes de la reproduction et provoque plusieurs manifestations
cliniques, dont I’avortement et 1’infertilit¢ chez les animaux de rente sont les signes les plus
fréquents.

Le diagnostic et le dépistage de cette maladie s’effectue par deux méthodes différentes
(i) directe, comme les réactions d’amplification en chaine par polymérase (PCR) et le
diagnostic bactériologique ; ces techniques sont généralement caractérisées par une sensibilité
et spécificité tres élevée, mais se sont des tests lourd et non recommandés sur une grand
échelle. A cet effet (ii) les tests indirects (sérologiques) ont 1’avantage d’étre automatisable et
applicable au dépistage a grande échelle avec une sensibilité et spécificité modérées ; parmi
ces tests, I’immunofluorescence indirecte (IFI), ’Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Sérodiagnostic de Wright et I’épreuve a 1’antigéne tamponné (Rose Bengale), ce
dernier est également un test de dépistage indirect, rapide et applicable pour un grand nombre
d’échantillon.

En Algérie la brucellose s’inscrit dans la liste des maladies animales a déclaration
obligatoire [24] ; certaines régions de notre pays ont un état de forte endémicité notamment
les hauts plateaux et les zones pré-steppiques. Plusieurs eétudes ont été menées pour évaluer la
séroprévalence des Brucella spp. ou bien pour identifier génétiquement la bactérie [2] [17]
[24] [37].

L’objectif de cette étude est pour (i) déterminer la séroprévalence des anticorps anti-
Brucella spp. chez trois especes (bovine, ovine et caprine) dans la région de Tébessa, par
I’utilisation de test de Rose Bengale comme test de dépistage; et (ii) d’identifier une

association éventuelle entre la séropositivité et certains facteurs de risque.
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1. Historique

La brucellose a été caractérisée comme entité nosologique, au XIX® siécle, par des
médecines militaires anglaises installées sur I’ile de Malte [30]. Ainsi, la premiére description
clinique fiable de la brucellose est attribuée a Allen Jeffrey Marston en 1859 [29] [30] et
I’agent causal (nommé initialement Micrococcus melitensis) de cette maladie est isolé en
1886 par David Bruce, a partir de rates de militaires décédés de cette maladie a Malte [6].

En 1897 Almroth Wright décrit le test diagnostique par séroagglutination en tube [50].
Le rble de la chévre comme réservoir de I’agent de la brucellose sur I’ile de Malte est décrit
en 1905 par Thémistocle Zammit, bactériologiste maltais [51].

Parallélement, Bernard Bang, Vvétérinaire danois, isole en 1895 chez des bovins
présentant des avortements a répétition une nouvelle bactérie, qu’il nomme Bacillus abortus
[30].

La relation entre Micrococcus melitensiset et B. abortus n’est établic qu’en 1917 par
Alice Evans, bactériologiste américain, qui propose la création du genre Brucella (et des
espéces Brucella melitensis Brucella abortus) en I’honneur des travaux de Bruce [27] [13].
Quatre autres especes sont ensuite caractérisées: B. suis en 1914 isolée par Traum chez des
truies présentant des avortements ; B. canis reconnue en 1966 par Carmichael comme agent
d’avortements chez la chienne de race Beagle ; B. ovis isolée de moutons en 1953 ; et B.
neotomae espéce isolé de rats du désert (N. lepida) dans 1’Utah (Etats-Unis) en 1957. En fait,
de nombreux mammiferes terrestres constituent un réservoir potentiel pour les bactéries du
genre Brucella [30] [13] [32].

Plus récemment, en 1994, un cas d’avortement chez un dauphin en captivité¢ li¢ a une
infection par des Brucella différentes des especes précédemment caractérisées est rapporté en
Californie (Etats-Unis) [14]. D’autres souches semblables sont ensuite isolées chez des
dauphins, mais également chez d’autres mammiféres marins, tel que des phoques ou des
marsouins [5].Cette découverte a relancé 1’intérét médical pour ces bactéries, notamment
depuis la description de cas probables d’infections humaines liées a ces nouvelles Brucella

[43].

2. Etiologie

2.1. Classification

Les Brucella spp. appartiennent au groupe alpha des Proteo-bacteria [35]. Et a la

famille des Rhizobiaceae [53]. Les especes bactériennes les plus proches sur le plan
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phylogénique sont notamment les Bartonella, autres bactéries responsables de zoonoses ; des
bactéries de I’environnement rarement isolées chez I’homme (Ochrobactrum anthropi , Afipia
,Bosea),et des bactéries pathogénes ou symbiotes de plantes (Rhizobium,Agrobacterium). Sur
le plan taxonomique, le genre Brucella a été anciennement divisé en dix especes, elles-mémes
séparées en biovars, en fonction notamment d’une relative spécificité de 1’héte animal naturel.
En accord avec cette classification ancienne, des noms d’espéces ont été proposé€s pour

différentier les souches isolées de mammiferes marins [5].

B. maris regroupant I’ensemble des souches isolées de mammifeéres marins [20]. Puis
plus récemment B. cetaceae (espéces isolées de dauphins) et B. pinnipediae especes isolées de

pinnipédes, notamment phoques, otaries et morses [9].

Les ¢études fondées sur I’hybridation ADN/ADN ou sur la séquence du géne codant pour
I’ARN ribosomal 16S ont montré que le genre Brucella est en fait mono spécifique. Les
anciennes espéces infectant les mammiferes terrestres, ainsi que celles décrites récemment
chez des mammiferes marins, appartiennent & une espece unique dont le nom proposé est B.
melitensis [5].

2.2. Principaux caracteres bactériologiques

Les Brucella sont de petits coccobacilles, a Gram négatif, mesurant 0,6—1,5 um de long
et 0,5-0,7 um de diameétre [15]. Leur croissance nécessite 1’utilisation de milieux enrichis au
sang, et certaines souches se développent mieux en atmosphere contenant 5 a 10% de CO,. La
température de croissance optimale est 34°C. L’isolement des Brucella en primo-culture
nécessite classiquement des temps d’incubation prolongés, de deux a trois semaines en
moyenne et parfois plus. L’utilisation de systémes automatisés pour les hémocultures permet
de réduire ce temps a moins de cing jours [52].

Les Brucella sont des bactéries aérobies strictes, catalase positive, oxydase
habituellement positive [15]. La plupart des souches isolées en pathologie humaine produisent
une uréase d’action rapide et intense. Du fait d’une faible réactivit¢é biochimique,
I’identification de ces bactéries par les méthodes phénotypiques usuelles est difficile [3].

Le lipopolysaccharide (LPS) est I’antigéne le plus immunogéne [16] [33]. Ce LPS est
caractérise par une variation de phase, a 1’origine des phénotypes lisse (S-LPS) et rugueux(R-
LPS). Le S-LPS est retrouvé a 1’état sauvage chez la plupart des espéces et biovars. B. canis et

B. ovis possédent naturellement un R-LPS.
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Les chaines latérales polysaccharidiques (antigene “O”) du S-LPS sont constituées d’un
homopolymere comprenant environ 100 résidus de 4-formamido-4,6-dideoxy-D
mannopyranosyl, support essentiel des réactions croisées entre Brucella spp. et Yersiniaente
rocolitica O : 9, ou plus accessoirement Francis Ella tularensis,Vibriocholerae O : 1,
Escherichia hermanii, E. coli: 157, et Salmonella: 30. L’immunogénicité des protéines
membranaires, périplasmiques ou cytoplasmiques est bien inférieure a celle du LPS [44].

Certaines protéines sont responsables de réactions sérologiques croisées entre Brucella
spp.et d’autres membres de la famille des Rhizobiales [9]. Le génome des Brucella est
original car constitué de deux réplicons circulaires, avec un ratio G+C de 58-59 %. Le
génome de la souche B. melitensis 16M, comprend deux chromosomes circulaires de 1,15 et
2,1 Mb [11]. Cette organisation est retrouvée chez la plupart des espéces, sauf pour B. suis
biovars 3 qui ne comprend qu’un seul chromosome circulaire de 3,2 Mb [21]. Les séquences
complétes des génomes de B. melitensis souche 16M et B. suis souche 1330 sont disponibles
depuis 2001 [39], et celui de B .abortus est en cours de détermination. Les Brucella ne

possedent pas de plasmide.

3. La brucellose animale : Pathogénique et Clinique.

3.1. Brucellose bovine

3.1.1. Pathogénie

La pénétration de la bactérie se fait généralement via la muqueuse orale, du
nasopharynx, des conjonctives, par voie génitale, et parfois par des lésions cutanées. Il se
produit alors une réaction inflammatoire aigue de la sous-muqueuse avec infiltration par des
leucocytes (granulocytes neutrophiles et monocytes), puis il y a extension par voie
lymphatique aux nceuds lymphatiques locaux [23]. En fonction de 1’état immunitaire de
I’hote, de la virulence et de la quantité des bactéries, il se produit :

» Soit une dissémination dans I’organisme et une phase septicémique aigue puis la
localisation dans certains tissus : tissus lymphoides (surtout les nceuds lymphatiques de la
sphére génitale), placenta des femelles gravides, testicules et leurs annexes, glande
mammaire, bourses séreuses et synoviales, et certaines articulations. Parfois, des
manifestations cliniques se déclarent alors, caractéristiques de la brucellose aigue
avortement, orchite. ..

» Soit I’arrét de I’infection par les défenses immunitaires du sujet. Il existe donc

plusieurs formes cliniques.
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Les Brucella peuvent survivre plusieurs années dans certains sites, comme dans les
nceuds lymphatiques, demeurant a I’intérieur des cellules phagocytaires, & I’abri du
complément et des anticorps. Leur réactivation est possible a chaque gestation, entrainant lors
un avortement et/ou une excrétion de bacilles au cours de la mise bas. Lorsque des bactéries
persistent au niveau des séreuses et des articulations, un hygroma ou une arthrite chronique
peuvent se développer La réponse immunitaire des animaux est & la fois humorale et a
médiation cellulaire.

Le LPS étant un antigéne <T-indépendant>, ce qui n’est pas le cas de la majorité des
protéines, les anticorps dirigés contre lui n’ont pas besoin d’une réponse immunitaire a
médiation cellulaire pour étre synthétises .La réponse humorale est identique chez toutes les
espéces animales infectées. Elle est dirigée principalement contre ’antigéne majeur de
B. abortus, a savoir la chaine “O” de son LPS .Ces anticorps anti-LPS induit une lyse
bactérienne, par la voie classique du complément ainsi que par opsono-phagocytose. Une
réponse se développe aussi contre des protéines de la membrane extérieure, du periplasme, et
du cytoplasme, mais plus tardivement. La réponse cellulaire est-elle dirigée exclusivement
contre des protéines bactériennes.

Elle se déroule en quatre étapes : les macrophages infectes produisent des cytokines ;
puis les lymphocytes précurseurs se différencient en lymphocytes de type 1 ; ces lymphocytes
1 se divisent en lymphocytes <helpers» CD4+ et cytotoxiques CD8+ ; et enfin I’interféron

gamma produit par ces deux lymphocytes induit la destruction de la bactérie [34].

3.1.2.Clinique bovine

L’incubation est trés variable 1’avortement peut avoir lieu quelques semaines a plusieurs
mois apres 1’infection, Les symptdmes sont inconstants,

La maladie est généralement asymptomatique chez les femelles non gravides, les
symptomes les plus courants concernant I’appareil génital. En effet le premier signe chez la
femelle est 1’avortement, sans dystocie, possible a n’importe quel stade de la gestation, mais
le plus souvent vers 6-7 mois quand la génisse a été infectée a la saillie ou au tout début de la
gestation. L’avorton est, toujours mort quand il a moins de six mois, parfois vivant quand il
est plus agé, mais il meurt généralement peu de temps apres.

Parfois, si la génisse a été infectée pendant la deuxieme moitié de la gestation, la mise
basse n’est prématurée que de quelques jours, mais les 1ésions d’hypoxie sont souvent trop
graves pour permettre la survie du jeune. La rétention placentaire est fréquente apres

I’avortement. Des Iésions d’endométrite peuvent ensuite €tre responsables d’infécondité
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temporaire. Le pourcentage d’avortement dans un troupeau n’ayant jamais €té au contact de la
bactérie est de 50 a 70%.

Chez le male, des orchites ou orchis-épididymites (uni- ou bilatérales) sont observées
entrainant une stérilité fréquente

Les symptdmes extra génitaux sont rares chez les bovins, associés a une évolution
chronique. Ce sont alors des hygromas, uni- ou bilatéraux, et généralement localisés au carpe
ou des arthrites. Ces symptdmes sont plus fréquents en régions tropicales [5].

3.2. Brucellose ovine et caprine

3.2.1.Pathogénie

L’incubation dure 14 a 180 jours chez les petits ruminants, au cours desquels se produit
la colonisation locale et régionale par les bactéries. Chez les femelles en gestation, les
bactéries se multiplient alors dans le cytoplasme des trophoblastes du chorion (dans le
réticulum endoplasmique granuleux).

Les étapes de I’infection sont identiques a celles de la brucellose bovine. Cependant, les
ovins se débarrassent plus facilement et souvent des Brucella que les bovins : il se produit
souvent une au to stérilisation des brebis en repos sexuel, en six mois a un an. Chez la chévre,
les signes cliniques sont pauvres voire absents, et la distribution de la bactérie dans
I’organisme est treés extensive, avec des animaux qui demeurent souvent infectés toute leur
vie.

3.2.2.Clinique ovin et caprin

Il n’y a aucune atteinte de I’état général lors d’infection aigué. Les formes inapparentes
sont plus fréquentes chez les caprins que chez les ovins. Une forme chronique
asymptomatique existe chez les femelles, avec une colonisation du systeme lymphoréticulaire.
Apres une premiere réponse immunitaire, les symptémes et les anticorps disparaissent alors et
les animaux restent porteurs asymptomatiques.

Les symptomes génitaux sont les plus fréquents, notamment 1’avortement, qui a lieu
surtout chez les femelles primipares, pendant le dernier tiers de gestation (40 a 90% des
femelles). Dans 10-15% des cas, il se produit plusieurs avortements chez la méme femelle.

En cas de mise bas a terme, la mortalité périnatale est trés forte dans les 24 heures
suivant la mise basse. Si le petit survit, il peut devenir porteur chronique. La rétention
placentaire est moins fréequente que chez les bovins, mais une stérilité temporaire est
couramment observe chez les femelles infectées.

L’infection des males est généralement inapparente, avec parfois des orchites ou

¢pididymites. Des mammites se déclarent parfois, et peuvent toucher beaucoup d’animaux, au



Partie bibliographique

stade clinique, avec des nodules inflammatoires et du lait grumeleux les arthrites et bursites

sont rares chez les petits ruminants [5].

4. Epidémiologie de la brucellose

Les espéces animales affectées par B. abortus sont surtout les bovins, mais aussi
d’autres ruminants domestiques (buffles d’Asie, yaks, dromadaires, zébus, moutons et
cheévres) et sauvages (buffles d’Afrique, gnous, bison d’Amérique...), et plus rarement les
suides, equidés, carnivores, et rongeurs. Un cheval infecté par B. abortus présente une
infection chronique des bourses séreuses du cou et du garrot. Les ovins, caprins et porcins
sont peu sensibles a B. abortus. L’infection des bovins par B. melitensis provoque une
maladie identique.

Les sources de contagion sont tous les bovins infectés, malades ou apparemment sains
(puisqu’ils peuvent rester porteurs a vie). Mais la contagiosité est variable et souvent
intermittente : elle est maximale durant la période de reproduction, la phase la plus
dangereuse étant la vidange de 1’utérus gravide. Tout animal sensible infecté peut aussi étre
source de contamination.

Les matieres virulentes les plus importantes sont le contenu de 1’utérus gravide,
expulsé pendant I’avortement ou la mise bas, avec une excrétion qui débute des la liquéfaction
du bouchon muqueux obturant le col et qui disparait généralement deux ou trois semaines
apres D’expulsion du feetus. Les sécrétions vaginales et 1’urine peuvent également étre
virulentes.

Enfin il existe une excrétion transitoire (quelques jours apres la mise bas) et discréte de
bactéries dans le lait et le colostrum (surtout importante aprés un avortement). Chez le male, il
peut y avoir une excrétion de Brucella dans le sperme.

Des bactéries sont parfois présentes dans les produits de suppuration (hygromas), dans
les feces (jeunes nourris avec du lait infecté), et dans les viscéres infectés (contamination
humaine).

Les Brucella sont sensibles a la pasteurisation, mais elles peuvent résister plusieurs
semaines a plusieurs mois dans les matieres virulentes et le milieu extérieur (paturages, points
d’eau, lisier...) :

» Plus de huit mois dans un avorton a I’ombre ou dans des fosses a purin

» Deux ou trois mois dans un sol humide

» Trois ou quatre mois dans les féces
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Il existe de nombreux modes de transmission de la maladie entre animaux. La
transmission verticale a lieu in utero ou lors du passage dans la filiére pelvienne. Les jeunes se
débarrassent généralement de 1’infection, sauf dans 5-10 % des cas (infection persistante sans
réaction sérologique décelable). Les signes cliniques n’apparaitront que chez les jeunes
femelles infectees, lors de leur premiére gestation ou plus tard.

Quant a la transmission horizontale, elle peut étre directe par contacts lors de
cohabitation, ou par ingestion (d’eau, de nourriture, de colostrum ou de lait contaminés) ou
encore par voie vénérienne, lorsque les taureaux excretent des bactéries dans leur sperme. Elle
peut également avoir lieu de maniere indirecte par I’intermédiaire de locaux, paturages,
aliments, eaux et matériels, ou par léchage de placentas, avortons ou appareils génitaux.

La pénétration de la bactérie se fait donc par voie cutanée, conjonctivale, respiratoire,
digestive ou vénérienne.

Divers facteurs de sensibilité et réceptivité ont été identifiés. En effet, la gestation est
un important facteur de sensibilité, et lors de contamination hors gestation, on observe une
infection transitoire et guérissant spontanément dans plus de 50 % des cas. De plus, il semble
que I’age le plus sensible soit aprés le développement complet des organes génitaux : les
bovins pubéres restent généralement infectés toute leur vie, tandis que les jeunes gueérissent

souvent de leur infection [5].

5. Importance Socio-économique
5.1. Impacts sociaux

Depuis 1955, les Etats-Unis ont produit des bombes contenant B. suis pour 1’US Air
Force [5]. Les brucelles sont ainsi classées parmi les pathogénes potentiels du bioterrorisme
[38]. Trois nouveaux défis ont relancé récemment 1’intérét médical vétérinaire pour cette
maladie : son expansion dans la faune sauvage, I’inefficacité des certains vaccins disponibles
et la découverte d’un nouveau réservoir chez les mammiféres marins dont I’impact est quasi
inconnu [5].

L’incidence mondiale de la maladie est estimée a 500.000 cas/an (soit une incidence
humaine annuelle, en 2001, de 4 a 5.105 cas humains [49].

Entre 2003 et 2004, des cas humains ont été recensés en Afriqgue notamment au
Cameroun, en Ethiopie, au Kenya, au Nigéria, en Tanzanie, en Ouganda, au Burkina Faso, au

Mali, au Congo, en Erythrée, en Namibie, au Swaziland [41].
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Le danger de cette maladie réside dans la consommation et la manipulation des produits
infectés, la difficulté d’affirmer la guérison définitive [26] la présence de symptomes peu
spécifiques invalidant I’Homme et portant a confusion avec le paludisme.

5.2. Impacts économiques

Les pertes économiques sont estimées a pres de 600.106 dollars en Amérique Latine
(Godefroid) [19]. En Afrique de I’Ouest, le troupeau laitier est affecté a 30%, et le rendement
économique est réduit de 5,8% [4]. On estime en 2002 que la production de lait et de viande
en Afrique de 1’Ouest pourrait augmenter de 56.168 millions de dollars/an si la brucellose
était éradiquée [28]. Les pertes sont surtout liées aux multiples avortements, 1’infertilité des
vaches, la baisse de production laitiére et la contamination du lait. L’importance économique
que revét cette zoonose oblige certains pays a recourir aux programmes d’abattage-

indemnisation et de vaccination a co(ts élevés.

6. METHODES DIAGNOSTIQUES

Les signes majeurs de suspicion sont I’avortement (quel que soit le stade de gestation)

isole ou en série et chez le male I’orchite et (ou) I’épididymite [18].
6.1. Diagnostic direct (OIE 2000)

6.1.1. Diagnostic bactériologique

Il est réalisé par examen microscopique avec colorations, ou par culture en milieux
sélectifs, permettant une identification de genre et espéce. Les échantillons les plus
intéressants pour sa réalisation sont : le placenta, des excrétions vaginales, ou du poumon, foie
et contenu gastrique du feetus.

Principe : Les prélévements doivent étre fixes avec la chaleur ou 1I’éthanol avant d’étre
colore par les méthodes de Stampa, Coster, ou Machiavels. L’observation d’agrégats
intracellulaires permet alors d’émettre une suspicion de brucellose. Mais la morphologie de la
bactérie est la méme que celle de Coxiella brunette, Chlamydophila abortus et des confusions
peuvent avoir lieu. Ces bactéries sont résistantes a la décoloration par les acides faibles et
apparaissent donc colorées en rouge sur fond bleu par la coloration de Stampa. Un isolement
et une mise en culture de Brucella peuvent étre réalisés sur milieux solides classiques, qui
limitent la formation de mutants «rough> et le developpement de contaminants. Cependant, il
est recommandé d’utiliser des milieux liquides pour les échantillons volumineux ou pour
pratiquer un enrichissement. Les milieux les plus utilises sont le «Trypticase-Soy Agar> ou le
«Sérum Dextrose Agar». La culture sur milieu sélectif permet d’éviter la croissance d’autres

espéces de bactéries. Le plus utilise est le milieu de Farrell, qui est préparé par addition de six
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antibiotiques a un milieu de culture classique. Un enrichissement peut étre pratique lorsque la
culture est réalisée a partir de prélevements pauvres en bactéries, comme le lait ou le
colostrum. Au bout de trois ou quatre jours d’incubation, des colonies rondes de 1-2 mm de
diametre apparaitront, bombées, transparentes, de couleur miel, lisses, luisantes, et a contours
réguliers. Ces colonies deviennent avec le temps plus gros et plus foncées. L’identification
d’espéce et le bio typage peuvent étre réalisés grace a des techniques de phage-lyse et sur
culture bactérienne, a partir de critéres biochimiques et sérologiques.

Avantage

» La reproductibilité du test est tres bonne.

» La culture permet I’identification de 1’espéce en cause.

> Cela permet la détermination de la sensibilité aux antibiotiques.

Inconvénient

» La spécificité de I’identification est rendue difficile du fait de conditions de
croissance tres voisines pour Bordetella bronchiseptica et Brucella [40].

> Méthode longue de quelques jours a quelques semaines.

6.1.2. Diagnostic par PCR (Polymérase Chain Réaction)

Une technique de PCR mise au point permet également la détection et ’identification de
Brucella, et plusieurs techniques moléculaires, comme la PCR, la RFLP, et le Southern
Blot permettent de différencier les espéces de Brucella et certains de leurs biovars.

Plusieurs études récentes ont montre I’intérét de la PCR. En effet, cette technique
semble étre simple, trés sensible, spécifique et relativement bon marché, ce qui permet d’en
faire un test de routine. La PCR permet d’établir le diagnostic de brucellose aigue plus
précocement que lors de I’utilisation des tests conventionnels et est capable de détecter chez
I’homme les patients dont les traitements ont echoué. On peut ainsi détecter des rechutes
éventuelles alors que la mise en culture ou les tests sérologiques sont inefficaces.

La PCR semble avoir un grand intérét pour le suivi post-traitement [48].

6.2. Diagnostic indirect (OIE 2000)

6.2.1. Diagnostic sérologique

Le diagnostic et le dépistage sérologiques sont tres utilises, sur sérum ou lait. Les
anticorps détectes sont ceux diriges contre les épitopes du LPS, ce qui entraine des problemes
de parente entre B. abortus et d’autres bactéries. En effet, lorsque la prévalence est faible, la
valeur prédictive de ces tests diminue car beaucoup de faux positifs apparaissent, notamment

a cause d’une réaction croisée avec Yersinia enterocolitica [25].

10



Partie bibliographique

De plus, I’intensité et la durée de la réponse humorale sont trés variables en fonction des
individus et des doses infectieuses, avec aussi des variations qualitatives.

La realisation de ces tests doit suivre les standards internationaux définis par 1’Office
International des Epizooties, et les réactifs utilises doivent avoir été produits en respectant les
standards décrits. Ainsi, pour la production d’antigénes de diagnostic, seules les souches S99
(Weybridge) ou 1119-3 de B. abortus peuvent étre utilisées. Ces souches doivent étre
complétement «smooth> et ne doivent pas agglutiner en milieu salin. Elles doivent provenir
de cultures pures et se montrer conformes aux caractéristiques de B. abortus biovarl
d’indépendance vis-a-vis du CO..

6.2.2. Epreuve a ’antigéne tamponné
(EAT) = Test Rose Bengale

Principe : I’antigéne utilise est une suspension de B. abortus (souche 99 de Weybridge)
inactivée par la chaleur et le phénol (0,5%), diluée en tampon acide puis colorée par le Rose
Bengale. Il doit étre conserve entre 2 et 8°C, a I’obscurité, et ne doit surtout pas étre congéle.
Selon les normes de OIE, I’antigéne pour le test au Rose Bengale est préparé en récupérant
par centrifugation des souches 99 de B. abortus tuées, et en les remettant en suspension dans
du phénol salin. Pour chaque 35 ml de cette suspension, on rajoute 1 ml de Rose Bengale a 1
% dans de I’eau distillée ; et le mélange est agite pendant deux heures a température ambiante.
Le mélange est ensuite filtré et centrifugé pour recueillir les cellules colorées, remises en
suspension au taux de 1g de cellules pour 7mL de diluant (hydroxyde sodique, phénol, acide
lactique). La couleur de cette suspension doit étre rose intense, et le surnageant doit étre sans
colorant. La suspension est de nouveau filtrée a plusieurs reprises, puis conservée a
I’obscurité et au frais.

L’antigene et le sérum a analyser sont mélanges a volumes égaux, et apres 4 minutes de
contact, la présence d’anticorps se traduit par la formation d’agglutinats visibles a ’ceil nu.
S’il n’y a pas d’anticorps spécifiques, le mélange reste homogene.

Le mode opératoire est le suivant :

» Placer I’antigéne et les sérums a température ambiante (18-23°C), 30 a 60 minutes
avant le début du test

» Sur une plaque, déposer 30 uL de chacun des sérums a testé

» Agiter doucement le flacon d’antigéne

» Déposer 30 uL d’antigéne colore a cote de chacun des sérums

» Me¢élanger soigneusement I’antigéne et le sérum

» Agiter la plaque pendant quatre minutes exactement et lire immédiatement

11
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I1 est préférable d’avoir un témoin positif (sérum infecte) et un témoin négatif.

Pour I’interprétation, une absence d’agglutination signifie qu’il n’y a pas d’anticorps dans le
sérum, tandis que I’existence d’une agglutination, aussi minime soit-elle, signale la présence
d’anticorps anti-Brucella.

Avantages

> Ce test permet le diagnostic sérologique des brucelloses (B. melitensis, suis, abortus)
sur lame, en milieu acide tamponne (Ph 3,65 /0,05).

» Le tampon acide permet d’augmenter la spécificité car 1’activité agglutinante des
immunoglobulines G augmente en ph acide.

» C’est une des méthodes les plus faciles @ mettre en ceuvre et la plus largement
utilisée pour la mise en évidence des anticorps brucelliques dans les sérums.

> Simple et rapide, ce test est donc surtout utilise en dépistage. Une fixation du
complément ou une ELISA sont ensuite nécessaires pour confirmer les positifs ou douteux.

Inconvénients

> Ce test est tres sensible, en particulier chez les animaux vaccinés. En effet, le vaccin
peut provoquer une forte réponse en anticorps, et interférer alors avec les tests sérologiques.
Des faux négatifs peuvent apparaitre, et seront détectes en renouvelant le test a au moins trois
mois d’intervalle.

6.2.3. Epreuve de I’anneau sur le lait = Ring Test

Principe

C’est une réaction d’agglutination qualitative obtenue par interaction des anticorps
contenus dans le lait diriges contre le LPS bactérien avec un antigene colore par
I’hématoxyline. Les agglutinats colores sont adsorbes sur les globules gras et se regroupent en
surface dans 1’anneau de créme.

L’antigéne utilisé est une suspension de B. abortus (souche 99 de Weybridge) inactivée
par la chaleur et le phénol (0,5%), et colorée a I’hématoxyline. 1l doit étre conservé entre 2 et
8°C, sans étre congele.

Selon les normes de I’OIE, la production de cet antigéne se fait a partir d’une
suspension de souches 99 de B. abortus tuées, centrifugée puis remise en suspension dans une
solution d’hématoxyline colorant. Aprés avoir repose 30 minutes a température ambiante, le
mélange violet est additionne de 940 ml de sulfate d’ammonium aluminium a 10%. La

solution doit étre gardée a température ambiante pendant 45-90 jours.

12
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Avant utilisation, la solution est mélangée et filtrée. La solution finale a une
concentration d'un gramme de cellules pour 30 ml de colorant et est conservée 48h a
température ambiante.

Elle est ensuite ré-centrifugée et lavée trois fois, pour avoir un pH de 3.0. Les bactéries
sont finalement remises en suspension au taux de 1 gramme pour 27 ml de diluant (phénol,
acide citrique, hydrogene-phosphate di sodique), et filtrées une derniere fois.

Le mode opératoire est le suivant :

» Placer I’antigéne une heure a température ambiante (18-23°C) avant le début des
tests

» Agiter avec soin I’antigéne au moment de 1I’emploi

» Homogénéisera les laits a tester par agitation (apres les avoir conserves au moins 24h
a+4°C), puis les repartir en tubes de 1 ml. La taille de la colonne de lait dans le tube doit étre
d’au moins 25 mm. Les échantillons de lait ne doivent pas avoir été congeles, chauffes ou
violemment remue.

» Ajouter 50 uL d’antigeéne

» Meélanger soigneusement

» Incuber une heure a I’étuve a 37°C, puis 18 a 20h entre +2 et +8°C

» Effectuer la lecture (une incubation de toute une nuit & 4°C augmente la sensibilité
du test et permet une lecture plus facile)

I1 est préférable d’avoir comme témoins un lait positif et un lait négatif.

Pour I’interprétation, si I’anneau de créme est moins colore que le lait sous-jacent, cela
signifie qu’il n’y a pas d’anticorps, tandis que si ’anneau de créme est plus ou autant colore
que le lait sous-jacent, des anticorps doivent étre présents. Une réaction fortement positive est
indiquée par la formation d’un anneau bleu/violet au-dessus d’une colonne de lait, mais tout
dépot bleu a I’interface entre le lait et la créme doit étre considére comme positif car il peut
étre révélateur, surtout dans les gros troupeaux. Un lait individuel est considére comme positif
a partir de la dilution au 1/8.

Avantage

> Ce test est trés sensible.

Inconvénients

» Difficulté voire impossibilité de prélever du lait.

» Nécessite d’avoir un lait positif et un lait négatif.

» Test non adapte. fait pour les animaux de rente.

13
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6.2.4.Serio-agglutination de Wright

Principe

C’est une technique d’agglutination lente en tubes. Des dilutions de sérum a titrer sont
mises en présence de quantités constantes d’antigénes brucelliques, puis ces dilutions sont
mises a incuber une nuit a 37°C.

Lorsque le sérum est positif, il se forme des complexes antigene/anticorps qui
précipitent en formant un culot, tandis que le surnageant devient transparent. Lorsque le
sérum est négatif, le mélange réactionnel reste opaque.

Avantages

» Faible cout.

> Faisabilité.

Inconvénients

» Ce test, moyennement sensible et trés peu spécifique, n’est pas reconnu comme test
de référence par les organismes internationaux.

6.2.5. Fixation du Complément

Principe

Technique est tres utilisee comme test de confirmation mais elle est compliquée a
réaliser, demande un équipement de laboratoire sophistique et une équipe bien formée. La
fixation du complément peut étre réalisée a chaud (37°C pendant 30 minutes) ou a froid (4°C
pendant 14-18 heures), avec des caractéristiques l1égérement différentes, a adapter a la qualité
des sérums testes.

Avantages

> Sa forte spécificité et sensibilité.

Inconvénients

> Test difficile @ mettre en ccuvre.

6.2.6.ELISA (Enzyme Liked Immune Sorbent Assay)

Principe

Pour la réalisation de ce test, le LPS de Brucella est fourni fixe sur les parois des puits
des microplaques en polypropyléne. Les sérums ou laits a tester sont dilues et mis a incuber
dans les puits. S’il y a des anticorps specifiques, il se forme alors des complexes
LPS/anticorps fixes sur les parois du puits. Apres lavage, une immunoglobuline anti-anticorps
couplée a une enzyme est mise a incuber, et ce conjugue se fixe sur I’immun complexe. Aprés

un deuxieme lavage, le substrat de ’enzyme (TMB) est ajoute dans les puits. Si I'immuno-

14
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complexe est présent, I’enzyme assure la transformation du substrat en un compose bleu,
devenant jaune apres blocage. L’intensité de la coloration mesure le taux d’anticorps présents
dans I’échantillon. Le seuil de positivité est fixe & partir d’un échantillon de contréle positif a
introduire sur chaque microplaque.

Avantages

» L’ELISA de compétition est trés spécifique et évite la plupart des réactions dues aux
anticorps vaccinaux. Utilisable pour la confirmation sur les animaux vaccines.

Inconvénients

» L’ELISA indirecte est un test trés sensible mais il ne permet pas toujours de
différencier les animaux infects des vaccines et est donc plutét utilise en dépistage.

6.2.7. Fluorescence Polarisation Assy

Principe

Le mécanisme de ce test est base sur la rotation aléatoire des molécules en solution.

La taille des molécules étant le principal facteur influencant le taux de rotation, qui y est
inversement proportionnel, une petite molécule tourne plus vite qu’une grosse. Si une
molécule est marquée avec un fluor chrome, le temps de rotation pour faire un angle de 68,5°
peut étre détermine en mesurant I’intensité de la lumiére polarisée dans des plans horizontaux
et verticaux. Une grosse molécule émet ainsi plus de lumiére dans un plan simple (plus
polarisée) qu’une petite molécule, qui tourne plus vite et qui émet plus de lumicre dépolarisée.

Avantages

» C’est une technique simple et rapide de mesure d’interaction antigénes/anticorps, qui
peut étre pratiquée aussi bien en laboratoire que sur le terrain. Elle est recommandée comme
test de référence dans le cadre du commerce international.

Inconvénients

» L’interprétation des résultats n’a pas encore été standardisée.

En conclusion, selon les recommandations de I’OIE, le test Rose Bengale, le BPAT
(Buffered Plate Agglutination Test), ’ELISA et le test en lumiére polarisée sont des bons tests
de dépistage. Mais les positifs doivent toujours étre confirmes en raison de leur manque de
spécificité. Le test de sera-agglutination est considére comme non satisfaisant pour des fins de
commercialisation.

Le test de fixation du complément est plus spécifique et a un systeme standardise
d’interprétation quantitative. Les performances de I’ELISA et du test en lumiere polarisée
sont quand a elles comparables ou meilleures que celles du test de fixation du complément, et

comme ils sont plus simple techniquement, ils devraient étre utilises en priorité.
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6.2.8. Intradermo-réaction a la brucellose

Principe

Elle est utilisable dans les situations ou des réactions sérologiques positives sont
soupgonnées d’étre faussement positives, en complément de considérations épidémiologiques
sur I’absence de risque d’infection du cheptel.

Le dépistage allergique consiste en la mise en évidence de I’'immunité cellulaire. C’est
une intradermo-réaction a la brucellose. La réaction est considérée positive lorsque
L’épaississement du pli cutané, constate 72h apres I’injection, est supérieur a deux
millimetres.

Cette réaction est spécifique mais peu sensible (beaucoup de faux négatifs). C’est une
réaction d’hypersensibilité retardée suite a 1’injection dans le derme de Brucella. Elle est peu
utilisée en routine, avec une bonne spécificité mais une sensibilité moyenne.

Avantage

> Bon test complémentaire des approches sérologiques.

Inconvénients

» Cette méthode n’est plus utilisable sur les animaux vaccines.

» C’est un moyen de dépistage des troupeaux infectes (et non des animaux infectes),

car il y a beaucoup de faux négatifs.
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Tableau 1: Comparaison des différentes méthodes de diagnostic de la Brucellose [34].

ImmunoGlobulin

DistinctionVaccinés

Test Sensibilité Specificité | détectées Maladies Codt Faisabilité
+++ IgM Facile ;
EAT Selon situation +++ lgG1l NON Faible Peut se faire sur le terrain
Epidémiologique 1gG2
+++ Oul Assez
Ring test Selon la taille de | ++ IgG Généralement Faible Facile mais nécessite
troupeau Une étuve
Séro —
Agglutination | ++ + 1gG2 NON Faible Facile
de Wright
lgG1l Compliqué et nécessite
FC +++ ++++ IgG2 NON Elevé matériel de pointe
lgG1 Plus Compliqué qu’EAT
BPA +++ +++ 1gG2 NON Faible pour résultats équivalents
Elisa lgG1
Indirect ++++ +++ 1gG2 NON Elevé Difficile
Elisa +++ ++++ lgG1 Oui Eleve Difficile
Compétition 1gG2
++++ Oui Moyen Facile
FPA +++ Faisable sur le terrain, mais

nécessite matériel

spécifique
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7. Prophylaxie
7.1. Prophylaxie médicale

Il existe actuellement plusieurs vaccins pour les bovins mais aucun pour les especes
sauvages.

7.2. Prophylaxie sanitaire

Aucune mesure de police sanitaire n'est définie réglementairement pour la brucellose de
la faune sauvage. La gestion de la prévention et des suspicions de brucellose dans la faune
sauvage pourrait se faire sur la base de recommandations établies a partir de celles faites aux
troupeaux de bovins, d’ovins et de caprins :

» la déclaration de la maladie est obligatoire. C’est une maladie professionnelle, on
doit donc respecter impérativement les régles d’hygiéne et de sécurité et notamment pour les
personnels de laboratoire ou les professionnels au contact de produits biologiques
potentiellement infectes (produits lactés, annexes embryonnaires, sang, litiéres etc.)

> prendre des précautions a titre individuel port de gants et port de masques (étre
prudent avec la formation d'aérosols), hygieéne de 1’alimentation.

» en cas d’avortement, isolement de la femelle, désinfection des locaux et destruction

des annexes embryonnaires et du feetus [34].
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1. Matériel et Méthodes
Objectif

Une étude transversale a été conduite dans la reégion de Tébessa, pour (i) estimer la
séroprévalence des anticorps anti- Brucella Spp. chez trois especes (Bovine, Ovine et
Caprine) considérées comme les sources potentielles de la contamination humaine par cette
bactérie et (ii) d’évaluer 1’association entre la séropositivité et certains facteurs de risque

putatifs (espece, sexe, catégorie d’age et survenue des avortements en derniére gestation)

1.1. Présentation générale de la région d’étude

La wilaya de Tébessa se situe au Nord-est de 1’Algérie ; s’étend sur une superficie de
13.878 km?, c’est une zone qui regroupe un vaste étendu steppique de notre pays en position
de transit entre le Nord et le Sud, son altitude varie entre —1 et 1713m. Elle est limitée au
Nord par la Wilaya de Souk-Ahras, au Sud par la Wilaya d’El Oued, a 1’Ouest par les Wilayet
d’Oum El-bouaghi et Khenchela et a I’Est par la république tunisienne sur une distance de
300 km de frontiére. Sur le plan administratif, la wilaya compte 28 communes regroupées en
12 Dairas (Figurel).

Cette région étant une zone de transition météorologique est considérée comme une
zone agro-pastorale avec une présence d’un nombre important de phénomenes (gelée, gréle
crue, vent violent). Elle se caractérise par un hiver froid avec faible pluviométrie, et un été
chaud et humide (la température dépasse 40°C en juillet).

La superficie totale de la wilaya se divise en quatre zones homogénes du coté des
données climatiques.

» La zone Subhumide (400 a 500 mm/an) trés peu étendu, il couvre que quelques ilots
limités aux sommets de quelque reliefs (une superficie de 135000 ha, soit 10% de la
superficie totale).

» La zone Semi-aride (300 a 400 mm/an) représenté par les sous étages frais et froid, il
couvre toute la partie Nord de la wilaya avec une superficie de 229450 ha.

» La zone Subaride (200 a 300 mm/an) couvre les plateaux steppiques d’Oum-Ali,
Safsaf-El-Ouesra, Thlidjene et Bir El-Ater, occupe environ 50% de la superficie totale de la
wilaya.

» la zone Aride ou saharien doux (—200 mm/an), commence et s’étend au-dela de
I’Atlas saharien et couvre les plateaux de Negrine et Ferkane, soit une superficie de 202457
ha.
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1.2. Echantillonnage et prélévements sanguins
1.2.1. Période d’étude : La présente étude s’étale entre le mois de Septembre 2018 et
Mai 2019.
1.2.2. La taille d’échantillon

La taille minimale d’échantillon a été calculée par I’utilisation de la formule suivante [46]

_ 1962 Poyy(1-Peyp)
= L

; d’ou P.(expected prevalence) : la prévalence attendue et

d?(desired absolute precision) : la précision requise ou la marge d’erreur. La taille
d’échantillon requise calculée est 38 animales pour 1’espéce bovine et de 86 animales pour les
petits ruminants ; en utilisant une prévalence attendue de 2.5% et 5.68% respectivement [24]

et une précision adéquate 0.05 [22].
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Figure 1: Localisation géographique et organisation administrative de la wilaya de Tébessa
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1.2.3. Animaux
Cette étude inclus 303 prélevements provenant de 34 élevages privés, issus de 15
communes de la wilaya de Tébessa. Pour I’espéce ovine et caprine un échantillonnage
aléatoire simple a été adopté au niveau de chaque troupeau pour sélectionner entre 5 a
25animales ; I’échantillon étudié inclus 84 tétes caprines et 156 tétes ovines issues de 9 et 13
troupeaux respectivement. Pour 1’espéce bovine, 63 tétes bovines échantillonnés dans 15

troupeaux par une procédure d’échantillonnage exhaustive au niveau de chaque troupeau.

1.2.4.Prélevements sanguins

Des echantillons de sang (5 ml) ont été prélevés a la veine jugulaire de 1’animal ; en
utilisant des tubes secs de type Vacutainer a 1’aide d’une aiguille jetables et un porte aiguille,
ou bien I’aide des seringues de 5cc pour d’autre échantillons.

Les sérums ont été extraits par centrifugation, ou bien apres coagulation et décantation
des prélevements (Figure 02). Le sérum, obtenu a été aliquotes dans des tubes Eppendorf puis
a été congelé a —20°C avant d’étre analyser. Aucun prélévement de sang total n’a été réfrigéré
ou congelé pour éviter I’hémolyse.

A chaqgue prise de sang, le tube était ensuite numéroté, et le numéro reporté sur une
fiche de prélévement ou étaient indiqués la description de 1’animal (Espéce, sexe, présence ou
absence d’avortement), ces informations sont enregistrées aprés avoir un questionnaire avec

les éleveurs de cheptels.

rw

.’

-
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q' f '? h & & .
}‘ : ,‘ e i Y' I\\ .:"

Figure 2: Coagulation de sang et décantation des sérums (Photo personnelle).

1.3. Test sérologique
Tous les sérums obtenus ont été testé via un test de Rose Bengale (Rose Bengal Antigen

for RAS test (Diagnostic sérologique de la Brucellose par I’Epreuve de 1’ Antigéne Tamponné

21



Partie bibliographique

(EAT) ou Rose Bengale — ID.vet Innovative Diagnostics)) ; la lecture a été faite au niveau du

laboratoire de polyclinigue Hammamet.

1.3.1. Description et principe

L’épreuve a I’antigéne tamponné (EAT) ou Test de Plaque de Rose Bengale (RBTP)
repose sur une réaction antigene-anticorps conduisant a une agglutination. Il permet la mise
en évidence d’anticorps spécifique de B. abortus (bovins), B. melitensis (petits ruminants).

» C’est une méthode facile a mettre en ceuvre et pouvant étre appliquée a un grand
nombre de sérums.

» La culture lisse de Brucella spp. colorée avec le colorant Rose Bengale est mélangée
dans une suspension acide tamponnée et melangée a un volume égal (gouttes) de sérum.

» Elle est basée sur une méthode d’agglutination sur lame en milieu acide (ph 3,65 +
0,05) qui permet de réduire ’apparition d’agglutination non spécifique.

» La coloration au Rose Bengale offre une meilleure lisibilité des agglutinats.

» Ce reactif est titré suivant la directive CE 64/432 de fagon & donner un résultat positif

avec sérum étalon OIEISS dilué au 1/45 et un résultat négatif avec une dilution au 1/55.

1.3.2. Réactif

Un flacon de 10 ml d’une suspension de B. abortus biovar 1 (souche 99 de weybridge)
inactivée a la chaleur et au phénol, colorée au Rose Bengale et diluée en tampon acide
(Figure 03).

1.3.3. Matériels nécessaire

1. Contréle positif et négatif.

2. Micropipettes délivrant 30 pl.

3. Support de réaction : lames de verre, microplaque, carton ou Bristol.

4. Agitateur a usage unique : bois, verre ou plastique.

1.3.4. Mode opératoire : (cf. Norme NF U 47-003)

1. 25 a 30 pl de sérum a tester et un volume équivalents de Rose Bengale sont melangés
rapidement sur une lame pour produire une zone d’un diamétre de 15 mm environ.

2. Apreés 4 min sous agitation lente, la présence d’anticorps spécifiques est révélée par
la formation d’agglutinats visibles a I’ceil nu. En absence d’anticorps spéecifiques, le mélange

garde un aspect homogene.

1.3.5. Precautions
1. Tous les réactifs et les échantillons doivent étre amenes a temperature ambiante

avant utilisation. Les tests doivent étre effectués a température ambiante (21°C + 5°C).
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Il est important de bien agiter le flacon d’antigéne coloré (par retournement du flacon)

avant son utilisation afin de garantir I’homogénéisation de la suspension.

Figure 3: Réactif de Rose Bengale (Photo personnelle).

1.3.6. Interprétation des résultats
L’interprétation est faite indépendamment du type d’échantillon, I’échantillon testé est

considéreé positif si la suspension bactérienne est colorée et agglutinée (Figure 4 et 5).

Controle négatif Controle positif 2

4 s : :
Figure 4: Contréle positif et négatif de Rose Bengale (Photo personnelle).

1.4. Récolte et analyse des données
Aprés avoir analysé les échantillons sérologiques, nous avons procédé au calcul des taux
de séroprévalence instantanée individuelles de I’infection a Brucella spp. et de troupeaux

infectés globales et pour chaque espéce étudiée.
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~ Positif Négatif 5 Neégatif 6

-

Figure 5: Cas positifs et négatifs de quelques échantillons (Photo personnelle).

1.4.1. Calculs des taux de séroprévalence et des intervalles de confiance

Le taux de séroprévalence individuelle est calculé par I’utilisant de la formule suivante :

Nombre d' animaux positifs

Prévalence apparente = )
Pp Nombre d’ animaux testés

Le taux de troupeaux infectés est le rapport entre le nombre des troupeaux présentés au
moins un seul cas séropositif sur le nombre des troupeaux étudiés.

Les taux de séroprévalence calculées n’est que I’expression de la séroprévalence sous
forme de pourcentage.

Les intervalles de confiance a 95% des pourcentages ont été établis a partir de la

IC=pA+1.96 /”"’z""’ - D’ou ;

e pA : laprévalence apparente.

e qA=(1-pA)

e n:lataille de I’échantillon

formule suivante :

1.4.2. Analyse statistique

Apres la collection et I’organisation des données, nous avons utilisés le test de khi-deux
(ou bien test de Fisher, si n<5) pour évaluer 1’association statistique entre la séropositivité et
quatre facteurs de risque putatifs. Les variables explicatives présentent une valeur de p<0.05,
ont soumis pour calculer ’Odds Ratio (OR) a intervalle de confiance de 95% (calcule en ligne

http://www.aly-abbara.com/utilitaires/statistigues/khi carre rr odds ratio ic.html). Une
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variable est considérée significativement associée avec la séropositivité, si Odds Ratio
(OR)>1 et p<0.05.

Les données ont été organisées dans des tableaux croisés et présentées graphiquement
par I'utilisation du logiciel Microsoft Excel 2013, 1’analyse statistique s’effectu¢ a 1’aide du

logiciel SPSS Statistics version 22 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

2. Résultats
2.1. Taux de séroprévalence individuelle apparente
Les tests Rose Bengale, que nous avons réalisés sur 303 sérums, ont révélé 24 sérums
positifs a la présence des anticorps anti-Brucella spp. soit un taux de séroprévalence
individuelle apparente de 7.84% (IC 95% 5.38%—11.51%). La distribution des cas positifs sur
les trois espéces est comme suite : espéce bovine 0% (0/63), ovine 10.26% (16/156) et caprine
9.52% (8/84) (Figure 6).

120%
100
100% 89.74 90.48 92.16
9
< 0/
.3: 80/0
S 60%
S 0%
%
T 20% 10.26 9.52 7.84
0
0% = = —
Bovin Ovin Caprin Total
Espéce
® Positif = Négatif

Figure 6: Taux de séropositivité individuelle totale et de chaque espece.
2.2. Taux de troupeau infecté
L’analyse sérologique nous a permis de détecter un taux de troupeau infecté 0% (0/16)
pour I’espece bovine, 38.46% (5/13) pour I’espece ovine et un taux de 11.11% (1/9) pour
I’espéce caprine; soit un taux de séropositivite global de 17.64% (6/34) (1C95%
8.1%—32.68%) (Figure 7).
Le tableau 02 présente : la distribution des animaux échantillonnés et séropositifs en

fonction d’espece et dans les différentes communes.
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Figure 7: Nombre de troupeau infecté total et de chaque espéce
2.3. Les facteurs de risque associés a la présence des Anticorps anti-Brucella
spp.

2.3.1. Facteur d’espece
Parmi les 303 animales étudiés, le taux de seropositivité le plus élevé a était signalé
chez I’espece ovine (10.26%), suivi par 1’espece caprine (9.52%) et pour 1’espece bovine les

63 sérums testés ont été séronégatifs (Figure 6).

2.3.2. Facteur de sexe
Parmi les 268 femelles testées au sein de trois especes seules 24 cas ont été révélé
séropositives, soit un taux de séropositivité de 8.95% ; tandis que aucun cas séropositif chez

les males échantillonnés (Figure 8).
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Tableau 2 : la distribution des animaux échantillonnés et séropositifs en fonction d’espéce et

dans les différentes communes.

\ Commune |N° de troupeau Espece Téte prélevée | Nombre de caspositif \
1 Bovine +Caprine 12 0
T Rovine |2 e
Hammamet 3 Bovine 4 0
A | Ovine | S R
5 Ovine | 15 | 4
6 Bovine 2 0
7 | Bovine | 4 o
BoulhafDyr| 8  |Bovine+Caprine| 21 | o
9 [ Ovine | 7 o
""""" 10 | ovine | 14 | o
_________ 11 |Bovine+Caprine| 5 | 0
12 Bovine 3 o
""""" 13 | Bovine | 3 | o
Bir Dhehab | 14 |  Bovine | 4 o
""""" 15 | Bovine | 5 | o
""""" 16 | Bovine | 8 | o
""""" 17 | ovine | 11 | 1
_________ 18 | Bovine | 1 O .
Guorriguer | . 19 | Caprine | . 6 O
20 Ovine 13 0
Telidjen 21 Ovine 25 7
Morsott 22 Ovine 6 0
. 23 Bovine 6 0
El koulf -, 20 T Caprine | R o T
_________ 25 | Caprine 16 0
Bir El ater 26 Caprine | 4 8
""""" 27 | ovine | 12 |2
Tébessa 28 Caprine 5 0
El meridj 29 Ovine 11 1
Ouenza 30 Caprine 14 0
El mezeraa 31 Ovine 10 0
Cheria 32 Ovine 17 0
Stahguentis 33 Ovine 5 0
El malabiod 34 Bovine 6 0
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Figure 8: Distribution de séropositivité en fonction de sexe

Facteur présence d’avortement antécédent en derniere gestation

Parmi les 268 femelles échantillonnées dans la région d’étude, 87 femelles ont été
déclarés avoir subi un avortement au cours de la derniére gestation, dont 16 sont révélées
séropositives soit un taux de séropositivité de 18.39%. En revanche 181 femelles sans
antécédents d’avortements (allaitantes ou bien gestantes); seule huit cas se sont révélé

séropositive, soit un taux de séropositivité de 4.41% (Figure 9).
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Figure 9: La séropositivité en fonction de présence ou d’absence d’avortement
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1.1.1.Facteur de classe d’age

Nous avons classé notre échantillons en trois classe en fonction de leur &ge et catégories
de paréties : (i) Premiére classe inclus les femelles nullipares chez les trois espéces et les
veaux moins d’une année, (ii) Deuxiéme classe inclus les femelles primipares chez les trois
especes et (iii) troisieme classe inclus les femelles multipares et les méales puberes chez les
trois espéces.

Les résultats de tests sérologiques ont révélé que parmi les 30 animales testés de
premiére classe, un seul cas a était séropositive (3.33%) ; pour la deuxiéme classe, parmi les
46 animales testés, quatre sérums sont revélé positifs (8.69%) et 19 animales se sont révelé
positifs parmi 227 animales de troisieme classe, soit un taux de séropositivité de 8.37%
(Figure 10).

120.00
C
~ 100.00 96.77 91.30 91.59
\O
<
< 80.00
=
£ 60.00
w
(=]
= 40.00
&
20.00
323 8.70 8.41
Classel Classe2 Classe3
Classe
Négatif m Positif

Figure 10: Distribution de séropositivité en fonction de catégorie d’age

2.4. Résultats d’analyse statistique
L’analyse statistique des données a montré que seule la variable Présence des
avortements en derniére gestation a une association significative avec la variable dépendante
(p=0.001) (Tableau 3).
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Tableau 3 : Résultats des analyses statistiques univariées

: | Numéro de -
Variable | Catégorie | | Cas positifs | valeur p OR (IC 95%)
téte prélevé
Bovine 63 0 0,01
Espéce Caprine 84 8 (Fischer Non Calculé
Ovine 156 16 exact)
Classel 31 1
X?=1,042
Age Classe2 46 4 NC
p=0,592
Classe3 226 19
Male 34 0 X?=3,294
Sexe NC
Femelle 269 24 p=0,089
Oui 86 16 X?=14.6 4.97
Avortement
Non 182 8 p=0,001 (1C 95% 2.04-12.14)
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3. Discussion

Cette étude a portée sur les trois espéces (Bovine ; ovine et caprine), les plus exploitées
dans la wilaya de Tébessa ; ils ont consideres comme source potentiel de la contamination
humaine par la bactérie Brucella spp.

Nous voulons d’avoir un nombre plus élevé (notamment pour 1’espéce bovine), mais
vue de I’indisponibilité des éleveurs et parfois par le manque de confiance de la part des
propriétaires dans quelques élevages nous obligent de travailler avec des tailles différentes
d’une espéce a autre. Cependant, vu que (i) les prélevements ont été faits dans 34 troupeaux
distribuent en 15 communes de la wilaya de Tébessa, (ii) qu’un échantillon aléatoire et
rigoureux a été effectué pour les especes ovine et caprine et (iii) que notre objectif principal
est de savoir I’espéce le plus touchée par Brucella spp., nous pensons que les résultats obtenus
dans cette étude sont valables.

Le test que nous avons utilisé pour analyser les sérums était le Rose Bengale (EAT).
C’est un test rapide, simple, économique, qualifié spécifique et peu sensible, qui dépend de la
situation épidémiologique de la maladie [1]. Le Rose Bengale reste sensible si la brucellose
est bien controler, c’est le cas de I’espece bovine d’ou un dépistage systématique effectué
chaque six mois avec I’abattage systématique pour les cas confirmer séropositifs, sans
implication de compagne de vaccination. En revanche, pour les deux autres espéces (ovine et
caprine), I’implication de vaccination conjonctivale par le ministére de 1’agriculture et de
développement rurale (MADR) depuis 2006 ; rend le test de Rose Bengale peu sensible ou
douteux avec difficulté de distinction entre les anticorps d’une souche sauvage a celle
vaccinale [54] [51].

Sur I’ensemble des 303 échantillons, 24 se sont révélés positifs a 1’issue du Rose
Bengale (taux de prévalence de 7,84%), avec un taux de 17.64% des troupeaux échantillonnés
ont été détecté séropositif. Ces prévalences indiquent que la brucellose est fort probablement
soit présente dans la région d’étude, malgré les mesures prophylactiques (sanitaire et
médicale) menée par 1’état ; chose qui peut confirmer par les taux de brucellose humaine
signalés chaque année par la direction de santé de la wilaya. Cependant, un test de
confirmation plus sensible nous aurait permis d’avoir une prévalence un peu plus réelle,
I’ELISA serait la technique la plus sensible et la plus automatisable [47].

Dans cette étude, le taux de séroprévalence individuelle des anticorps anti-Brucella spp.
détecter par le test EAT est plus ¢élevé aux résultats d’autre d’études menées dans différentes
régions en Algérie ; il est supérieur a celle trouvés par GABLI et al, 2015 [17] dans les
wilayet de Sétif et Batena, AGGAD 2003 [2] dans la région de Tiaret et de NEHARI et al,
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2014 [37] dans la région d’el bayadh d’ou les taux de séroprévalence individuelle sont 0.98%,
2.6% et 3% respectivement.

Les taux de troupeaux infecté est supérieur aussi aux études antérieurs en Algérie,
notamment celle menée a 1’échelle nationale par ministére de 1’agriculture et de
développement rurale (MADR) en 2014 d’ou les taux de troupeaux infectés sont 5.68% chez
les petits ruminants et de 0.76% chez 1’espéce bovine [24].

La différence dans les taux de séroprévalence rapporté dans différentes études peut
expliquer en grande partie par (i) le test de dépistage utilisé ; le test EAT peut donner des
résultats incorrects a cause des réactions croisées avec des bactéries du méme genre et ne peut
pas distinguer les cas vaccinés des cas infectés [36] [54]. (ii) région d’étude d’ou les systémes
d’¢élevage, les conditions écologiques sont différents ; (iii) la conception d’étude menée (taille

d’échantillon et procédure d’échantillonnage) [42] [8].

Dans cette étude, les femelles ayant été avortée en derniére gestation ont cing fois d’étre
séropositive que les femelles qu’ont pas d’avortement; ceci n’indique qu’un lien
statistiquement significatif (OR=4,97 et p=0,001) entre la séropositivité et la survenue
d’avortement. Ce résultat n’indique pas que Brucella spp. est le vrai agent pathogéne méme
chez les animaux séropositifs et ne n’exclut pas son effet abortif chez les animaux
séronegatifs. la quantification de 1’association entre la séropositivité et 1’avortement est
difficile a établir a cause de (i) I’incidence d’autres agents abortifs [6] [29] qui rend moins
apparente de telles association ou qui réduit ’exactitude des techniques analytiques pour
détecter la relation entre séropositivité-avortement, (ii) Le test de Rose Bengale reste un test
de diagnostic indirecte, ses résultats positifs nécessitent une confirmation par autre technique

de diagnostic direct comme la PCR ou le diagnostique bactériologique.
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Conclusion

La brucellose est une zoonose due a une bactérie du genre Brucella. C’est une maladie
professionnelle a déclaration obligatoire et aussi contagieuse commune a I’homme et a
I’animal. Etant conscients de risque que représente la brucellose sur le plan Socio-économique
et ces répercussions négatives par des pertes économiques insupportables surtout dans les

pays en voie de développement.

Dans cette étude, la séroprévalence de cette maladie apparait supérieure de ce qui a été
enregistré au niveau d’autres ¢tudes. A propos des résultats des tranches d’age, nous pouvons
suggérer que toutes les catégories d’ages sont infectées par cette bactérie, et les femelles

avortées en derniére gestation sont les plus exposées a la séropositivité et en trouve que les

espéces ovines et caprines sont les plus touchées que 1’espece bovines.

Enfin, pour I’éradication de cette zoonose il faut insister sur 1’étroite collaboration entre tous

les parties concernées.
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