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Réesume

Résumé

La brucellose est une anthropozoonose bactérienne causée par diverses
especes de Brucella spp. de distribution cosmopolite, affectent principalement les
bovins, les chévres et les moutons et est connue comme une maladie professionnelle.
C’est une maladie qui cause des conséquences graves sur la santé publique et sur
I’industrie d’¢levage des ruminants. En Algérie malgré I’impact de cette maladie sur
la sant¢ humaine, les études menées pour déterminer 1’occurrence de ce genre
bactérien est limitées. Pour cet effet une étude transversale a été menée dans la wilaya
de Tébessa ; pour estimer le taux de séroprévalence des anticorps anti-Brucella spp.
chez I’espeéce ovine par I’utilisation de technique de séroagglutination de Wright,
ainsi pour déterminer une éventuelle association statistique entre la séropositivité
individuelle et certains facteurs de risque et pour mesurer 1’accordance entre les
résultats obtenus par le test de Wright avec ceux obtenus par la technique d’ELISA.
23 troupeaux englobant 96 ovins ont été échantillonnés entre Septembre 2016 et
Novembre 2018.

Le taux de séropositivité individuelle est 9.38% (IC95% 3.55 - 15.19) avec
21.74% (1C95% 13.5 - 29.98)de troupeaux étudiés ont été présentaient au moins un
cas séropositif. Le test Fischer exact a révélé que seul le facteur taille de troupeau est
associe significativement avec la séropositivité individuelle (p= 0.039). Le coefficient
Kappa Cohen (xk=0.17 ; p = 0.00 et IC 95% : -0.027 — 0.367) a montré un léger accord
entre les résultats de deux tests. Ce resultat a une importance cruciale pour les
praticiens chargés de la santé publique et pour les vétérinaires praticiens pour
réimplanter des nouveaux programmes de contrle et de prophylaxie contre la
brucellose. Néanmoins, d’autres études devront étre effectuées pour explorer le

veéritable impact de ce bactérie en santé publique et animale.

Mots clés : Brucella spp., Ovine, Wright , ELISA, Facteurs de risque, Tébessa,
Algérie.



Abstract

Abstract

Brucellosis is a bacterial anthropozoonosis caused by various species of
Brucella spp. of cosmopolitan distribution; mainly affect cattle, goats and sheep and is
known as aprofessional disease. A disease causes serious consequences for public
health and the ruminant farming industry. In Algeria, despite the impact of this
disease on human health, studies to determine the occurrence of this bacterial genus
are limited. For this purpose, a cross-sectional study was carried out in the wilaya of
Tébessa; to estimate the seroprevalence rate of anti-Brucella spp. in the sheep species
by the use of Wright’s seroagglutination technique, thus to determine a possible
statistical association between individual seropositivity and some risk factors and to
measure the agreement between the results obtained by the Wright test with those
obtained by the ELISA technique.

23 flocks including 96 sheep were sampled between September 2016 and November
2018.The individual seroprevalence is 9.38% (95% CI 3.55 - 15.19) and 21.74%
(95% CI 13.5 - 29.98) of herds studied were showing at least one seropositive animal.
The exact Fischer test revealed that only the herd size factor was significantly
associated with individual seropositivity (p = 0.039). The Kappa Cohen coefficient (k
=0.17; p = 0.00 and 95% CI: -0.027 - 0.367) showed slight agreement between the
results of two tests. This result is of crucial importance for public health practitioners
and for veterinary practitioners to re-establish new brucellosis control and prophylaxis
programs. However, more studies will need to be done to explore the true impact of

these bacteria in public and animal health.

Keywords:Brucella spp., Sheep, Wright , ELISA, Risk factors, Tébessa, Algérie.
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Introduction

Introduction

La brucellose est une maladie infectieuse courante chez I’homme et 1’animale
qui touche des population humaines du monde entier [1][2][3][4] . elle est causée par
la bactérie du genre brucella .[5][6][7][8]

La brucellose est classée parmi les sept principales zoonoses négligées dans le
monde[9]. La bactérie affecte un grand nombre de mammiferes, y compris les bovins,
les petits ruminants, les porcs, les équidés, les rongeurs, les mammiferes marins ainsi

que les humains [10].

En Algérie, comme dans les pays méditerranéens, la prévalence de la
brucellose est toujours élevée, malgré I’instauration du programme de lutte en 1995
(dépistage/abattage) et son renforcement par la vaccination obligatoire des petits
ruminants en 2006. Cependant le développement sporadique de cas de brucellose
bovine dont les conséquences directes seraient des pertes économiques considérables
(abattage sanitaire, avortements, pertes en lait) ainsi que des répercussions
systématiques sur la santé des individus en contact étroit avec les animaux infectés

(les éleveurs, les vétérinaires, le personnel des abattoirs.....)

Le diagnostic de la brucellose chez ’homme et I’animal repose principalement
sur la détection d’anticorps spécifiques du brucella LPS dans des échantillons de lait
et de sérum au moyen de tests sérologiques , s’effectue par deux méthodes différent

directe comme PCR et indirecte comme sérodiagnostic de Wright et ELIZA .....[11].

La différenciation des animaux infectés a partir de vaccins (DIVA) n’est pas
possible avec les vaccins les plus protecteurs, ce qui limite les efforts de lutte contre la
maladie. la vaccination du bétail peut étre un moyen rentable de contrdler la maladie

et de limiter son impact sur la santé humaine et animale[12].

Cette étude a été réalisée pour la détection des anticorps anti-brucella spp. Chez les
petites ruminent dans la région de Tébessa. en utilisation deux techniques (techniques
de fixation de complément et technique de Wright), pour comparer les résultats de

deux techniques utilisées dans la détection des anticorps anti-brucella.
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Partie bibliographigque

Chapitre 01 : La Brucellose

1 Historique :
La maladie connue aujourd’hui sous le nom de brucellose attira pour la
premicre fois I’attention de médecine militaires britanniques, sous le nom de fiévre

méditerranéenne a malte , durant la guerre de Crimée , dans les années 1850 [13] .

En 1887, le microbiologiste Davide Bruce qui isolé 1’agent infectieuse de la
brucellose (Microccus melitensis) a partir de la rate de soldats décéde
[14][25][16][27][13][28][19][20] .

En 1897 la présence d’anticorps agglutinants dans le sérum des maladie fut
démontrée par Wright[16]. En 1918, Alice Evans suggéra le lien entre Bacterium
abortus et Micrococcus melitensis, confirmé par Karl Meyer en 1920, et I'organisme

fut renommé Brucella en I'honneur de son découvreur [21][15][17].

En 1940, Mignot affirma que I'existence de cette maladie dans le Hoggar

n'aurait pu avoir pour mode d'introduction que les caravanes maliennes.

L’existence de la brucellose en Algérie remonte au 19éme siécle, des
recherches furent instituées en 1907 sur des élevages caprins par Sergent et
collaborateurs a Alger et Oran. Ces études révéleérent I’infection non seulement des
caprins mais aussi des autres animaux domestiques. Le taux était élevé dans les
élevages comprenant des chévres maltaises. A publié le gouverneur général de
I’Algérie pris un arrété interdisant I’importation de caprins et bovins provenant de
Malte (le berceau de la brucellose). Ceci flt les premiéres mesures prophylactiques

prises contre la brucellose, en Algérie.

2 Définition :

La brucellose une maladie infectieuse due a une bactérie aérobie Gram négatif
du genre Brucella[22][3], et contagieuse chez 1’animal, transmissible a 1’homme par
voie cutanée chez les éleveurs qui sont au contact permanent avec ces animaux, et par
voie digestive lorsqu’on consomme des produits artisanaux a base de laitages frais ou

fromages au cru , elle se manifeste par une fievre ondulante et des atteintes

2
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articulaires [23]. C’est une maladie a déclaration obligatoire connue sous plusieurs
noms, notamment “maladie de Corps”, “fievre méditerranéenne”, “fievre ondulante”,

“fievre de Malte”, “fievre de Gibraltar” (chez I’'Homme).

3 Etiologie :

3.1 Classification :

Les Brucella spp. appartenant a la famille des Brucellaceae, ordre
Rhizobiales, classe Alphaproteobacteria, phylum Proteobacteria[16]. Parmi les sept
genres (les autres étant Crabtreella, Daeguia, Mycoplana, Ochrobactrum,

Paenochrobactrum,Pseudochrobactrum). [17]

Ce genre comprend dix especes qui différent par leurs hotes de prédilection et
leur pathogénie (Figure 1) et peuvent étre separées en deux groupes.

' ¥
LA

GENRE Brucella

Figure 1: Principales espéces de Brucella et hotes de prédilection.

Le premier groupe rassemble les six espéces qui constituent la taxonomie de
référence, chacune ayant son héte de prédilection : B. abortus (bovins), B. canis
(chien), B. ovis (mouton), B. suis (porc, sanglier, lievre), B. melitensis (mouton,

chévre) et B. neotomae (chez le néotoma du désert)[24]. Outre ces especes hotes
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préférentielles, cette bactérie est capable d’infecter de nombreuses especes
domestiques et sauvages : elle n’a pas de spécificité d’hotes forte. Au sein de
certaines de ces especes, différents biovars ont été identifiés : B. abortus regroupe
ainsi sept biovars (1-6 ;9), B. suis en regroupe cing (1-5), tandis que trois différents
biovars ont été mis en évidence pour B. melitensis (1-5). Chaque biovar posséde sa

propre répartition géographique et sa pathogénicité pour I’Homme

Le second groupe est formé des nouvelles espéces recemment identifiées,
touchant essentiellement des animaux sauvages. Brucella ceti et B. pinnipedalis ont
été ainsi isolées de cétacés et pinnipédes respectivement, dans les mers et océans
d’Europe et d’Amérique du Nord dans les années 1990[25]. Les deux derniéres
especes historiqguement identifiées sont B. microti, isolée chez le campagnol commun
(Mircrotus arvalis) [26]et B. inopinata, mise en évidence au niveau de 1’implant

mammaire d’une femme ayant présenté des signes de brucellose[27].

3.2 Caractéres bactériologiques :

La Brucella est une coccobacille a Gram négatif intracellulaire facultatif
[28][29], de 0,5 & 0,7 um de diameétre et 0,5 a 1,5 um de longueur [30][31]. Les
cellules sont immobiles et ne forment ni flagelle conventionnel, ni capsule, ni spore.
Les bactéries du genre Brucella sont aérobies strictes, mais certaines souches
nécessitent une atmosphére enrichie en CO2 (5 a 10 %) pour leur croissance [32],
donnant des colonies oxydase positive, catalase positive et a activité uréasique rapide
Elles sont d'identification difficile par les méthodes  phénotypiques ou en
spectrométrie de masse, plus facilement identifiées par les méthodes moléculaires
[33][34][35].

3.3 Caractéres génétique :
Les AND de B. abortus, B.melitensis, B. suis, B. neotomae, B. ovis, et B.

caniscontiennent de 56 a 58 moles % de guanine-plus- cytosine.

La capacité d’hybridation entre un AND monocaténaire et un autre AND
monocaténaire provenant d'une source hétérologue permet de mesurer la parenté
génetique des germes. des études sur 1’homologie des AND ont montre que certains
membres du genre Brucella ne présentent aucune homologie avec d'autres germes
dont les AND renferment des pourcentages analogues de guanine-plus-cytosine

(serratia marcescens ,Escherichia coli ,Francisella tularense et Bordetella

4



Partie bibliographigque

bronchiseptica ). Par contre, chez toutes les membranes du genre brucella, les
sequences de polynucléotides présentent de nettes similitudes. Pour B. abortus, B.
melitensis, B. suis, B. netomomase, 1’homologie est compléte, alors qu'il manqué a
I'AND de Br .ovis certaines séquences de polynucléotides communes aux autre
especes du genre, a la suite, semble-t-il, d’une amputation chromosomique naturelle.
Le fait qu’une forte proportion de polynucléotides de Br. ovis sont analogues a ceux

d'autres especes de Brucella justifie néanmoins son inclusion dans le genre.

L’AND de B.canis, autre espéce pathogéne stable, non lisse, trouvée dans la
nature , présente une homologie compléte avec celui de Br. suis et , par conséquent ,
avec celui des autres Brucella . cette espéce est donc a considérer comme appartenant

au genre Brucella[36].

4 Epidémiologie :
4.1 Epidémiologie Analytique :

4.1.1 Sources de contagion:
Les sources de contagion sont toujours des animaux malades surtout pendant
I'agnelage ou le vélage, qui contamine directement un animal sain ou excréte une

grande quantité de Brucella dans le milieu extérieur.

Les males jouent un rdle important dans la dissémination et la persistance de
I’infection car ils sont souvent porteurs. La persistance du germe dans

I’environnement joue aussi un réle important.

4.1.2 Matiéres virulents :

1) Contenu de I'utérus gravide : Expulsé dans le milieu extérieur au moment de
I'avortement ou a I'occasion d'une mise bas apparemment normale, le contenu
de l'utérus gravide représente la matiére virulente essentielle. L’excrétion
virulente est cependant transitoire. L’excrétion débute des la preparation de la
femelle, lors de la liquéfaction du bouchon muqueux obturant le col uterin ;
elle passe par son maximum lors de I'expulsion des eaux foetales, avorton,
placenta et lochies ; elle disparait habituellement chez les bovins au bout de 2

a 3 semaines.



Partie bibliographigque

2) Sécrétions vaginales : elles peuvent aussi contenir des bactéries (période
entourant la mise bas, parfois au moment des chaleurs).

3) Urine : contaminée par les sécrétions utérines, elle est fréequemment virulente
en periode de mise bas.

4) colostrum et lait : 20 a 60 % des vaches sérologiquement positives, sans
symptdme de brucellose, éliminent le germe dans le colostrum et le lait et ce
taux s'éleve a 70-80% apres un avortement. Cette excrétion est néanmoins
transitoire (souvent limitée a quelques jours apres la mise-bas) et discrete dans
I’espéce bovine (surtout importante apreés un avortement).

5) Sperme : méme en 1’absence de symptomes, la localisation des Brucella dans
les organes génitaux du méale permet leur excrétion dans le sperme.

6) Autres : les Brucella sont présentes dans les produits de suppuration
(hygromas), parfois les feces (cas des jeunes nourris avec du lait infecté). Les
visceres infectés (utérus, mamelle, tissus lymphatiques... ne jouent de role
éventuel que dans la contamination humaine).

7) Modes de transmission:

+ La transmission horizontale:
Ce mode de transmission fait intervenir deux principales voies de contamination :

- la voie directe, par laquelle les individus sains entrent en contact direct avec des
individus excréteurs et se contaminent via des aérosols, par ingestion de matiere
contaminée ou par voie vénérienne. Les males peuvent ainsi jouer le réle de vecteurs
mécaniques ou méme transmettre la bactérie via le sperme en cas d’orchite ou
d’épididymite.

- la voie indirecte, faisant intervenir I’environnement. La bactérie est alors transmise :
par I’intermédiaire des locaux, paturages, véhicules de transport, aliments, eaux,
matériel divers (véleuse, lacs,...) contaminés par des matieres virulentes. Un autre
élément a prendre en compte est le role des canides, qui pourraient jouer le réle de
vecteurs mécaniques et biologiques pour B. melitensis, mais ce phénomene n’a pas été
fréguemment étudié. Il a été cependant montré que la présence de chiens dans des
exploitations touchees par la brucellose en Jordanie constituait un facteur de risque
[37].

+ La transmission verticale:
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A I’image des mécanismes de transmission de B. abortus chez les bovins, B.
melitensis a la capacité de contaminer le nouveau-né a partir de sa mére. Seule une
faible proportion des jeunes sont contaminés in utero ou lors du passage de la filiere
pelvienne, la majorité entrant en contact avec la bactérie lors de 1’ingestion de
colostrum puis de lait contaminés. Ils peuvent alors étre victimes d’une multiplication
bactérienne au niveau des noeuds lymphatiques drainant le tube digestif et excréter la
bactérie dans leurs féces, ce qui compléte encore le tableau des différentes voies
d’excrétion. Les jeunes ovins et caprins domestiques semblent néanmoins se
débarrasser de I’infection par une phénoméne d’auto-guérison, a I’image de ce qui est
suspecté chez les bovins[38] . Ils restent cependant susceptibles de développer une
nouvelle infection une fois la maturité sexuelle atteinte, aucune immunité efficace

n’ayant pu se mettre en place.

8) Sensibilité et réceptivité: La gestation est un facteur important de sensibilité,
et lors de la contamination hors gestation, on observe une infection transitoire
et guérissant spontanément dans plus de 50 % des cas. De plus, ’dge est un

facteur de sensibilité[39].

4.2 Epidémiologie synthétique :

La contamination des cheptels indemnes se fait surtout par la transhumance,
ainsi que par les echanges commerciaux et le prét des males. Elle est aussi possible
par des patures ou des bergeries contaminées. L’extension de I’infection dans les
troupeaux a lieu au cours de la période des mises bas.

De plus, la conservation des jeunes femelles nées de méres infectées sont a
I’origine de résurgences dans les cheptels assainis. Parfois, il y a intervention d’autres
especes comme les chiens[40] .

Chez les petits ruminants domestiques, la brucellose a B. melitensis est une
maladie observée chez 1’adulte qui touche aussi bien les males que les femelles. Les
jeunes n’ayant pas atteint la maturité sexuelle peuvent étre contaminés mais ne
présentent pas de signes cliniques, bien que généralement une faible réponse
sérologique transitoire soit détectable lorsque la contamination a lieu aprés la mise en
place de leur propre systétme immunitaire[38]. La réceptivité de 1’hote augmente

grandement apres la maturité sexuelle et surtout lors de gestation.
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La plupart des races de chévres domestiques sont sensibles a 1’infection
brucellique a B. melitensis alors qu’il existe une grande variabilité de sensibilité a la
bactérie entre les différentes races ovines, celles destinées a la production laitiére
étant plus enclines a développer les signes de la maladie. Le facteur comportemental
joue un réle important puisque les brebis ont tendance a se regrouper lors de la mise-
bas et la nuit, ce qui constitue un facteur de risque, contrairement aux chévres qui ne

présentent pas ce type de comportement.

La conduite de 1’¢levage est également un facteur de risque : en cas de densité
animale élevée, de mélanges d’animaux d’origines différentes etc. La transhumance et
la pratique de I’estive semblent ainsi augmenter le risque pour les troupeaux d’étre

touché par B. melitensis.

5 Pathologie de B. melitensis chez les petits ruminants domestiques:

5.1 Pathogénie et réponse immunitaire:

B. melitensis est une bactérie intracellulaire facultative du systéme réticulo-
endothélial, elle se multiplie préférentiellement au sein des macrophages, des cellules
dendritiques et des cellules trophoblastiques du placenta [41]. Sa virulence dépend
grandement de la souche et de la dose d’inoculation. La pathogénie varie également
selon I’espece hote et I'individu (le statut reproducteur est prépondérant). En
conséquence, tous les degrés d’atteinte intermédiaires sont observés sur le terrain, de

I’absence de signe clinique a I’infection aigiie et sévere.

5.2 Les différentes phases de I’infection brucellique :

La voie d’entrée la plus fréquente chez les petits ruminants est représentée par
la muqueuse de I’oropharynx et des voies respiratoires supérieures. La voie
vénérienne offre également une possibilité de contamination & considérer.

On distingue alors trois phases dans [’évolution clinique de [D’infection
brucellique : une période d’incubation, avant les premiers signes cliniques, une phase
d’infection aigiie, pendant laquelle la bactérie se multiplie et des symptomes
cliniques, hematologiques et des lésions tissulaires sont observables, et enfin une
phase d’infection chronique, caractérisée par des signes cliniques intermittents
consécutivement a la mise en place d’une réaction d’hypersensibilité de type IV. La

succession et la durée de ces différentes phases dépend de I’hote[42] .
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Parallelement a cette évolution clinique, la physiopathologie de 1’infection

brucellique consiste en la succession de deux périodes :

La période primaire, qui suit la contamination et qui comprend elle-méme
trois étapes :

v' La lere étape consiste en la multiplication des Brucella dans les noeuds
lymphatiques de la porte d’entrée[43] . Cette étape dépend principalement de
I’immunité cellulaire développée par 1I’hdte et dirigée contre les bactéries
nouvellement introduites. En effet, les Brucella sont rapidement phagocytées par
les polynucléaires neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques. Dans
ces deux derniers types cellulaires, elles résistent aux mécanismes de digestion et a la
fusion avec les lysosomes pour finalement se réfugier au sein des réticulums
endoplasmiques et s’y multiplier[44].

v' La 2eme étape correspond, aprés quelques jours a plusieurs semaines, a la
dissémination, par voie lymphatique et/ou sanguine, via le systeme réticulo-
endothélial[43]. Chez les petits ruminants, la bactériémie est détectable dix a vingt
jours apres contamination et peut persister de trente jours a plus de deux mois.
Elle n’est pas aussi longue que chez I’homme, ce qui exclut I’hémoculture pour le
diagnostic dans ces especes.

v La 3éme est marquée par la multiplication des bactéries en certains sites électifs :
les tissus lymphoides (notamment les noeuds lymphatiques de la sphere génitale et
mammaire, parfois la rate), ’'utérus et le placenta chez les femelles gravides, les
testicules et ses annexes chez le male, la glande mammaire et les bourses séreuses
et synoviales et certaines articulations. Ces localisations peuvent alors
s’accompagner de manifestations cliniques caractérisant la brucellose aigiie :
avortement (généralement au tiers de la gestation), orchite, épididymite, arthrite,
mammite subclinique, etc. Elles expliquent également les sources d’excrétion et
de dissémination de la bactérie : sécrétions génitales, annexes foetales, sperme,
lait, etc. Cependant, chez un certain nombre d’individus, I’infection est limitée par
le systeme immunitaire et ceux-ci deviennent alors des porteurs asymptomatiques
potentiellement excréteurs via leurs sécrétions[45] .

La période secondaire: est associée a un état de résistance de 1’hote plus ou
moins marqué, 1ié¢ au développement d’une immunité de type cellulaire. Les Brucella

peuvent alors étre éliminées ou persister. En effet, ces bactéries ont la capacité
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d’échapper au systéme immunitaire, de se maintenir plusieurs années dans certains
sites privilégiés comme les noeuds lymphatiques, puis de se réactiver. C’est le cas lors
de chaque gestation : les bactéries peuvent alors, via I’infection placentaire (placentite
exsudative et nécrotique qui interrompt les échanges entre la mére et son foetus),
provoquer un avortement (généralement une unique fois) et/ou induire une excrétion
bacillaire a I’occasion des mises-bas[46]. Leur persistance dans les bourses séreuses et

articulations peut étre a 1’origine d’hygromas ou d’arthrites chroniques.

5.3 Réponse immunitaire :

L’infection par la bactérie Brucella provoque la mise en jeu de I’'immunité
cellulaire et humorale, mais ’ampleur et la durée de cette réponse dépendent de
nombreux éléments : la virulence de la souche, la dose inoculatrice, 1’espéce hote, le
sexe, le statut reproducteur et immunitaire de I’individu, etc [47][48]. Les bactéries du
genre Brucella ont longtemps constitué¢ un mode¢le pour 1’étude de I’immunité mise en
place contre les agents bactériens intracellulaires. 1l a été ainsi rapidement démontré
que la résistance de I’hdte a ce genre d’agents pathogenes repose essentiellement sur

I’immunité cellulaire[49].

5.3.1 Immunité innée :

Elle repose sur I’action des macrophages et des cellules dendritiques, qui
phagocytent les bactéries et les éliminent. Les Toll Like Receptors (TLRs) de ces
cellules reconnaissent différents éléments bactériens (LPS, lipoprotéines, acides
nucléiques) puis, en entrainant la production de cytokines proinflammatoires,
amorcent la réponse immunitaire spécifique. Les polynucléaires neutrophiles jouent
un role clé¢ dans ’immunité innée, en représentant la population cellulaire recrutée en
premier sur le site de I’inflammation. Par phagocytose puis fusion du phagosome avec
leurs granules antimicrobiens, les PNN éliminent de nombreuses bactéries, celles-ci
ne pouvant pas s’y multiplier a I’'inverse des macrophages et cellules dendritiques.
Certains lymphocytes, dont le type NK (Naturel Killer), initient également la réponse
immunitaire spécifique en produisant de maniere précoce de l’interféron gamma

(IFNy) [50].

5.3.2 Immunité spécifique acquise :
Cette réponse immunitaire se décline en deux volets complémentaires :

cellulaire et humorale. Elle se déploie apres 1’activation de 'immunité innée dans le

10
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but de développer et maintenir une défense de 1’hote durable et spécifiquement dirigée
contre Brucella. 1l a été démontré que cette réponse est principalement de type
cellulaire Thl, c'est-a-dire qu’elle repose sur la sécrétion d’IFNy par des lymphocytes
T (surtout des CD4+) reconnaissant spécifiquement les antigénes de Brucella. Cette
cytokine est essentielle dans la réponse immunitaire, en activant les mécanismes
bactéricides des macrophages, en promouvant 1’expression de molécules de co-
stimulation au sein des cellules présentatrices d’antigénes, en stimulant les
lymphocytes cytotoxiques et en potentialisant 1’apoptose des macrophages infectés
[50].

Les lymphocytes B sont quant a eux les principaux acteurs de la partie
humorale de I'immunité spécifique en produisant des anticorps spécifiquement dirigés
contre les antigénes brucelliques. Les anticorps n’ont pas seulement un effet
neutralisant : ils facilitent la phagocytose grace a leur effet opsonisant, ils activent le
complément et aident a la cytotoxicité anticorps-dépendante. Leurs actions sont
surtout remarquables sur les Brucella extra cellulaires, n’agissant que trés peu sur les
bactéries une fois intégrées aux cellules de 1’hote. C’est pourquoi le role de la partie
humorale de I’'immunité spécifique contre les Brucella est limité et peu protectrice
[51]. Attendue dans les deux a quatre semaines qui suivent 1’exposition, son intensité
est ainsi trés variable, parfois inexistante. La réponse sérologique est tres forte en cas
de placentite accompagnée ou non d’avortement, modérée en cas d’atteinte de la
mamelle, faible a absente si seuls des noeuds lymphatiques sont concernés par la

multiplication bactérienne .

5.4 Les stratégies d’échappement a la réponse immunitaire :

Les bactéries du genre Brucella ont développé différentes stratégies dans le
but d’échapper a la réponse immunitaire immédiate innée et a la réponse plus tardive
mais spécifique. Un des phénomenes décrits correspond a 1’envahissement par
Brucella des macrophages et des cellules dendritiques dans le but de survivre et de se
multiplier au sein de 1’hote sur le long terme. Ainsi, les bactéries interférent avec les
mécanismes de présentation d’antigénes et de lyse bactérienne de ces cellules en
altérant la reconnaissance des motifs bactériens via les TLR [51]. Cette stratégie
ouvre alors une « fenétre » de réplication pour la bactérie, avant 1’activation de la

réponse cellulaire de type Thl [50] .

11
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La réponse sérologique dépend donc des caractéristiques individuelles de
I’individu (sexe, stade de gestation, exposition précédente a I’agent pathogene), de
I’évolution clinique de la maladie, de la souche impliquée et de la dose inoculatrice,
ainsi que du statut de 1’individu (porteur latent ou excréteur). Ces variations soulévent
la question de la confiance a accorder aux résultats donnés par les tests sérologiques.
Ainsi, les réponses sérologiques les plus fortes sont observées en cas d’infection
active et ce pendant plus de 30 semaines chez des brebis gestantes mais aucun étude
n’a évalué la fiabilité des tests sérologiques sur de plus longues durées [52]. Nous ne
pouvons donc pas écarter que des individus porteurs de la bactérie puissent entretenir
des niveaux d’anticorps circulants inférieurs aux seuils de détection des tests
sérologiques classiquement utilisés. C’est ce qui a d’ailleurs été décrit chez des
agneaux contaminés dés la naissance : un phénomeéne d’immunotolérance a été

suspecté en isolant B. melitensis chez de jeunes individus séronégatifs [38] .

6 Manifestations cliniques de la brucellose animale :

L’incubation est trés variable et les symptomes sont inconstants et identiques
pour Brucella abortus ou B. melitensis. La maladie est généralement asymptomatique
; les symptomes les plus courants concernent 1’appareil génital. La symptomatologie
est particulierement fruste et les formes chroniques ou asymptomatiques sont plus

fréquentes chez les bovins.

En effet, le premier signe chez la femelle gravide est 1’avortement, sans

dystocie.

Chez la vache, I’avortement est possible a n’importe quel stade de la gestation
mais, intervient le plus souvent vers 6-7 mois quand la génisse a été infectée a la
saillie ou au tout début de la gestation. La vache n’avorte en général qu’une fois (dans
80% des cas), mais elle reste infectée et peut excréter des bactéries. La rétention
placentaire et endométrite sont fréquentes apres 1’avortement. Le pourcentage

d’avortement dans un troupeau n’ayant jamais €t€ au contact de la bactérie est de 50 a

70% [53] .

Chez les petits ruminants, il semblerait que la brucellose, méme en 1’absence

d’avortements, soit un facteur de stérilité chez la chévre et la brebis.

12
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Chez les ovins, I’avortement ne survient qu’une seul fois et ils ont tendance a se
débarrasser spontanément des Brucella plus facilement en produisant souvent I'auto-
stérilisation dans un délai de 6 mois a 1 an en période de repos sexuel. Néanmoins, la
persistance de l'infection sur un certain nombre d'animaux assure la pérennité de la
maladie dans le troupeau.
Chez les caprins, les signes cliniques sont pauvres voire absents. Elle contraste avec
la distribution extensive de B. melitensis dans I'organisme. Contrairement a la brebis,
la chevre demeure genéralement infectée une grande partie de sa vie. La réponse
sérologique apres infection apparait en outre plus durable . Les porteurs chroniques de

Brucella apparaissent nombreux et sont une source importante de contamination [54] .

Chez le male, des orchites ou orchi-épididymites (uni- ou bilatérales) sont

observées, entrainant une stérilité fréquente.

Les symptomes 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.

L’épididymite contagieuse du bélier due a B.ovis, se caractérise par
I’évolution chez le bélier d’une inflammation chronique de 1’épididyme aboutissant a
une baisse importante de fertilité. Chez la brebis, I’infection est souvent inapparente
en raison du faible taux de multiplication des bactéries ce qui facilite leur auto

stérilisation.

Néanmoins, 1’avortement et les atteintes articulaires sont observés chez les
camelins comme chez les autres especes. Certains auteurs révelent que 1’avortement
se produit généralement a la premiere moitié de la gestation et que les chamelons

infectés ont une sérologie positive jusqu’a I’age de 5 mois [55] .

Concernant les 1ésions, ils n’existent pas des 1ésions brucelliques spécifiques.
Toutefois, on observe des altérations histopathologies peu spécifiques, variables et

inconstantes.

Au niveau de ’appareil génital, chez les femelles un exsudat utérin gris sale,
de consistance visqueuse et d’aspect floconneux, a été observé. De plus, Les

enveloppes chorioniques enflammées d’aspect cedémateux et diffus, les cotylédons

13
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avec nécrose des villosités et les eaux foetales troubles ont été cités. Quant aux males,
les testicules enflammés avec zone de nécrose et les atteintes des vésicules séminales

sont fréquentes.

Chez les avortons, on constate des gastroentérites catarrhales ; une

hypertrophie de la rate et des nceuds lymphatiques ; de la pneumonie.

7  Techniques de diagnostic :

7.1 Diagnostic épidémio-clinique :

Il est difficile a réaliser car les symptdmes de la brucellose sont tardifs et peu
spécifiques. En effet, aprés une longue période asymptomatique, la maladie est sub-
clinique chez la plupart des animaux. Cependant, le recueil des commémoratifs du
troupeau peut faciliter une suspicion. Le diagnostic de laboratoire est donc toujours
nécessaire, par isolement de la bactérie ou la mise en évidence d’anticorps dans le

sérum [56].

Une suspicion de brucellose bovine peut étre émise lors de : avortement isolé
ou en série, mort d’un veau en anoxie dans les 48h aprés la mise bas, fréquence
anormale des rétentions placentaires, hygromas, et orchite/épididymite chez le male
[57].Pour les petits ruminants, un troupeau est suspecté de brucellose lors
d’avortements en phase terminale de gestation, de mortalité post natale, ou d’atteinte

des organes génitaux males[56].

7.2 Diagnostic de laboratoire :
Le recours & des methodes de laboratoire est essentiel afin de confirmer la
suspicion par I’isolement de 1’agent pathogéne, la mise en évidence ses antigenes ou

la détection de réponse immunitaire de 1’hote [58].

7.2.1 Diagnostic bactériologique :

Les échantillons les plus fiables pour sa réalisation sont : des cotylédons du
placenta, les excrétions vaginales, ou du poumon, foie et contenu abomasal du feetus.
Ce genre de diagnostic est réalisé par un examen microscopique avec colorations, ou
par culture en milieux sélectifs (Figure 2), permettant une identification des
Brucella[56].

14
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La coloration et I’examen microscopique sont les deux premieres étapes de
I’examen bactériologique, I’isolement de Brucella sur un milieu sélectif (pour inhiber
la croissance d’autres organismes) est nécessaire pour confirmer la présence de
bactérie dans les échantillons biologiques. Aprés 3-4 jours d’incubation ; Brucella
donne des colonies bombees, transparentes de couleur miel, lisses, luisantes, avec un
conteur régulier et 1-2 millimetre de diamétre; trois tests biochimiques sont utilisés
pour I’identification des colonies de Brucella recherche de I’oxydase, catalase et de
I’urease [59].

L’inconvénient de cette méthode revient du fait qu’elle est peu spécifique a
cause de la possibilit¢ de confusion des Brucella avec Chlamydia et Coxiella,
fastidieux et dangereux de part la manipulation. En plus, elle présente une faible
sensibilité pour le lait et produits laitiers ou les Brucella sont en faible quantité et

I’interprétation est souvent rendue difficile par la présence des globules gras [60].

Figure 2: Culture de Brucella

7.2.2 Les techniques d’amplification génique :

Le diagnostic direct de brucellose par amplification génique est réalisé dans
certains laboratoires de référence. La technique le plus couramment utilisée est la
PCR[61][62]. Plus récemment, I’utilisation de la technique de PCR en temps réel dans
le diagnostic de la brucellose a été rapportée[63],[64]. La PCR est une technique
sensible et spécifique, particulicrement utile dans le cas ou I’administration d’une
antibiothérapie empirique empéche 1’isolement des Brucella. La détection de I’ADN
de Brucella peut étre réalisée a partir du sang ou du sérum, en phase aigué
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bactériémique, permettant un diagnostic plus précoce (en 24 heures) que
I’hémoculture [65][66][67]. La détection de ’ADN de Brucella dans diverses
suppurations ou biopsies tissulaires, au cours des formes focalisées de brucellose,
semble particuliérement intéressante du fait d’une sensibilité bien supérieure a celle

de la culture [62].

La présence d’inhibiteurs de I’ADN polymérase dans les échantillons
cliniques peut conduire a de faux négatifs, alors que les contaminations en laboratoire
ou plus rarement des réactions d’amplification croisée peuvent induire des faux
positifs. Les genes cibles utilises dans le cadre du diagnostic direct sont
principalement le gene bcsp31 codant pour une protéine de membrane externe de 31
kDa [65][68][62] , et la séquence d’insertion I1S711 [63][29], dont plusieurs copies
sont présentes dans le génome des Brucella. La plupart des tests PCR utilisés sont

specifiques de genre, et ne permettent pas de déterminer 1’espéce en cause.

7.2.3 Diagnostic sérologique :

Les tests sérologiques font intervenir des suspensions antigéniques de cellules
entieres inactivées de B. abortus et le sérum suspect. Les anticorps détectés sont alors
pour la plupart, spécifiques d’épitopes portés par les lipopolysaccharides (LPS) et
certaines protéines membranaires. Il existe plusieurs tests serologiques dont les plus

connus sont les suivants :

7.2.3.1 Le sérodiagnostic de Wright (SW) :

La technique d’agglutination en tube ou séroagglutination de Wright (SAW)
est la premiére technique sérologique décrite, et demeure la référence préconisée par
I’OMS du fait de sa standardisation. En effet, il existe un sérum étalon international
titré & 1000 U, distribué par le Laboratoire vétérinaire central en Angleterre (Central
Veterinay Laboratory, Weybridge, Surrey, England). De faux négatifs sont observés
par phénomene de zone en exceés d’anticorps, ou du fait de la présence d’anticorps
bloquants. L’évaluation de différentes dilutions du serum test permet de détecter un
phénomene de zone. L’absence d’agglutination aprés mélange d’un sérum positif

contrdle au sérum test permet de révéler la présence d’anticorps bloquants.

7.2.3.2 Réaction a I’antigéne au Rose Bengale, ou antigéne tamponné :
C’est une réaction d’agglutination rapide sur lame, sensible et spécifique. Elle

est réalisée au moyen d’une suspension bactérienne colorée au Rose Bengale en
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milieu acide tamponné. Elle permet le dépistage de pratiquement tous les cas de
brucellose. Bien qu’elle ne mette en évidence que les IgG, elle ne se positive guére
plus tardivement que le sérodiagnostic de Wright. Elle est donc trés utile dans la
phase aigué. De plus, elle reste positive tres longtemps et demeure ainsi souvent
utilisable dans la phase chronique. Ce n’est pas une réaction quantitative et, en cas de
positivite, les sérums doivent étre titrés par SAW. Cette réaction, de par sa simplicite,
sa rapidite, sa sensibilité et sa spécificité, est devenue la technique de base du
sérodiagnostic de brucellose, utilisée aussi bien pour le diagnostic et la surveillance de

la brucellose-maladie que pour le dépistage et les enquétes épidémiologiques [69].

!

| N— o

Figure 3:Test Rose Bengale

7.2.3.3 Epreuve de I’anneau sur le lait : « Ring Test » :

Utilisé pour mettre en évidence des anticorps brucelliques dans le lait (Figure
4). C’est un test tres efficace, facile a réaliser, économique (utilisé sur lait de
mélange), et tres utile chez les bovins. Il peut étre réalisé a grande fréguence pour le
dépistage des troupeaux laitiers infectés. Le Ring test est une réaction d’agglutination
qualitative obtenue par interaction des anticorps présents dans le lait dirigés contre le
LPS bactérien avec un antigéne coloré par 1’hématoxyline ; ce qui conduit a

I’apparition d’un anneau.

Figure 4: Réaction de I’anneau dans le lait
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7.2.3.4 Réaction d’immunofluorescence indirecte :

Elle permet la détection et le titrage des IgG et des IgM. C’est une réaction
trés sensible et plus spécifique que les techniques d’agglutination. Les anticorps ainsi
mis en évidence apparaissent a peine quelques jours plus tard que les agglutinines,
mais persistent plus longtemps, au-dela de 18 mois. Ces anticorps sont le plus souvent

présents dans les brucelloses chroniques.

7.2.3.5 ELISA (Enzym Linked ImmunoSorbent Assay):
Ce test est équivalent au test de fixation du complément, en termes de
sensibilité et de spécificité. Il peut étre realisé sur des sérums ou sur des laits dans les

cheptels laitiers.

Cette technique permet de détecter des anticorps a partir de divers antigénes de

brucelles entiéres ou fractionnées plus ou moins purifiées (Figure 05).

Parmi celle-ci, le LPS-S ou un extrait soluble brut détectent des anticorps de

méme spécificité que I’agglutination.

L’intérét des tests ELISA réside dans leur grande sensibilité, supérieur a celle
de I'immunofluorescence. Ils Mettent en évidence de trés faibles quantités

d’anticorps, et ils sont bien adaptés a la réalisation des enquétes €pidémiologiques
[70].

G&(' & (= ;(@' ” s
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Figure 5: Technique immuno-enzymatique (ELISA)

7.2.3.6 Réaction de fixation de complément :

Cette technique est tres utilisée comme test de confirmation mais elle est
compliquée a réaliser, demande un équipement de laboratoire sophistiqué 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
legerement différentes, a adapter a la qualité des sérums testes [71] .
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Si des anticorps spécifiques de Brucella abortus sont présents, il y a absence
d’hémolyse, tandis qu’en 1’absence de ces anticorps, une hémolyse se produit. Il est
indispensable de mettre en place différents témoins pour pouvoir interpréter les
réactions : un témoin sérum, un témoin antigéne, un témoin complément et un témoin

globules rouges.

L’interprétation des résultats est standardisée : il existe un systéme d’unité
pour la lecture, basé sur le sérum standard de I’Office International des Epizooties,
qui contient 1000 ICFTU (International Complement Fixation Test Units) par
millilitre. Chaque laboratoire pratiquant ce test doit donc étre agréé pour que ses
résultats soient interprétables suivant les normes internationales. Ainsi, les sérums
donnant un titre équivalent a 20 ICFTU/mL ou plus sont considérés comme positifs
[71].

Ce test est tres spécifique, mais certains faux positifs peuvent apparaitre a
cause du vaccin S19. Les femelles vaccinées avec le vaccin S19 entre 3 et 6 mois sont
considérées comme positives si le sérum donne une fixation positive a un titre de 30

ou plus ICFTU/mL lorsque les animaux sont testés a 1’age de 18 mois ou plus [72].

Figure 6: Le Test de Fixation du complément

7.2.4 Diagnostic allergique :

Le dépistage allergique consiste en la mise en évidence de I’'immunité
cellulaire. C’est une intradermo-réaction a la brucelline. La réaction est considérée
positive lorsque 1’épaississement du pli cutané, constaté 72h apres 1’injection, est
supérieur a deux millimétres. Cette réaction est spécifique mais peu sensible
(beaucoup de faux négatifs) [73].

C’est une réaction d’hypersensibilité retardée suite a I’injection dans le derme

de Brucella. Elle est peu utilisée en routine, avec une bonne spécificité mais une
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sensibilit¢ moyenne. C’est donc un bon test complémentaire des approches

sérologiques mais il ne permet pas non plus de différencier un infecté d’un vacciné. Il

n’est jamais mis en ceuvre en pratique [56].

Chez les petits ruminants, on pratique une injection par voie sous-cutanée a la

paupiere inférieure. Une réaction locale nettement positive se produit au bout de 48h

chez les infectés : cedéme de la paupiere et de la région zygomatique. C’est un moyen

de dépistage des troupeaux infectés (et non des animaux infectés), car il y a beaucoup

de faux négatifs [56].

Tableau 1: Caractéristiques des différentes techniques de diagnostic sérologique

+++ +++

selon situation

épidémiologique

+++ ++

selon la taille

du troupeau
- B -
8 Prophylaxie :

8.1 Prophylaxie sanitaire :

IgM
lgG1
1gG2

[o]€]

1gG2

1gG1
1gG2

[o]€]

lgG1
1gG2
1gG1
1gG2

NON

oul
généralement

NON

NON

NON

NON
Oul

Ooul

Faible

Faible

Faible

Elevé

Faible

Elevé
Elevé

Moyen

Facile :

peut se

faire sur le

terrain
Assezfacile,maisnéc
essite

une étuve

Facile

Compliquéet
Nécessitematériel
depointe
Pluscompliqué

que EATpour
résultatséquivalents
Difficile

Difficile
Facile,faisable

sur leterrain,

maisnécessite
matérielspécifique

La prophylaxie sanitaire a pour but d’éviter I’apparition et la propagation d’une

maladie en n’ayant recours qu’a des moyens hygiéniques : désinfection, quarantaine,

périmetre de sécurité, dépistage des individus malades, porteurs ou sains. Les mesures

s’adaptent ainsi en fonction de la situation épidémiologique et du but recherché[58].
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+ Défensive :

Les mesures défensives sont indispensables pour les pays déja infectés qui
envisagent une lutte contre la brucellose et également pour les pays indemnes[75].
Les mesures défensives sont : controle aux frontiéres des animaux pour n’admettre
que I’ introduction de bovins certifiés indemnes, mise en quarantaine et controle
individuel par sérologie, renforcer I'nygiéne de la reproduction et surveiller les
animaux a haut risque surtout lors de [I'insémination artificielle ou le monte
publique[76]. En plus, il nécessaire de maintenir le cheptel a 1’abri des
contaminations de voisinage, d’isoler les femelles lors de parturition et détruire les

placentas, désinfecter les locaux et contrble réguliérement les cheptels[56].
+ Offensive ou mesures d’assainissement:

Les mesures offensives sont un ensemble de mesures visant a I'assainissement des
exploitations infectées. Les mesures d'assainissement sont : le dépistage, isolement
puis I’abattage sanitaire des animaux infectés ; la désinfection périodique des locaux
et des objets infectés ; 1’élimination des jeunes femelles nées de mére infectée ; le
contrble de toutes les espéces réceptives et ¢limination des infectés ; 1’utilisation de

I’insémination artificielle a fin de limiter la transmission vénérienne[56][75].

8.2 Prophylaxie médicale (La vaccination) :
Elle est basée sur la vaccination, qui est interdite chez I’espéce bovine sauf en
cas de dérogation, et pratiquée chez les ovins et les caprins seulement dans les milieux

tres infectés pour éviter les pertes économiques.

21



PARTIE

EXPERIMENTALE



Partie bibliographigque

Objectifs de travail:

L’objectif de cette étude transversale, était (i) la détection des anticorps anti-Brucella
spp. par 'utilisation de Séroagglutination de Wright (SAW) chez I’espéce ovine dans
la région de Tebessa et a identifier une éventuelle association entre la séropositivité
avec certains facteurs de risque putatifs ; et (ii) d’autre part de comparer ces résultat
avec les résultats obtenus lors de 1’analyse de mémes échantillons par le test immuno-

enzymatique(ELISA) dans une étude précédente (données non publiées).

1. Matériels et Méthode :

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 I’Ouest par les Wilayet d’Oum Elbouaghi 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 (Figure?).

Cette région étant une zone de transition météorologique est considérée comme
une zone agro-pastorale avec une présence d’un nombre important de phénoménes
(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 homogenes du c6té
des données climatiques.

+ La zone Subhumide (400 a 500 mm/an) tres 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 Sub-Aride (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.
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+ Et, la zone Aride ou saharien doux (—200 mm/an), commence et s’étend au-

dela de L’ Atlas saharien et couvre les plateaux de Negrine et Ferkane, soit une

superficie de 202457 ha.

“ALGERIA
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Figure 7 : Localisation géographique et organisation administrative de la wilaya

de Tébessa
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1.2. Echantillonnage et prélévements sanguins :

1.2.1. Période d’étude :

Les prélévements ont étaient effectués pendant les saisons de pic d’agnelage
entre une période s’étale entre le mois de Septembre 2016 a Novembre 2018. Alors
que, P’analyse des échantillons par la technique de Wright s’effectué pendant la

période entre 9 et 11 juin 2020.

1.2.2. Animaux :

Cette étude inclus 96prélevements provenant de 23 élevages privés d’espéce
ovine, issus de 18communes de la wilaya de Tébessa. Un échantillonnage aléatoire
simple a été adopté au niveau de chaque troupeau pour sélectionner entre 1 a 18

animales.

1.2.3. Prélevements sanguins :
Des échantillons de sang de 5 ml ont été prélevés a la veine jugulaire de
I’animal ; en utilisant des tubes secs de type Vacutainer a 1’aide d’une aiguille jetables

et un porte aiguille, ou bien a I’aide des seringues de Scc pour d’autre échantillons.

Les sérums ont été extraits par centrifugation(3000 rpm for 10 min),ou bien
aprés coagulation et décantation des préléevements (Figure 8). Le sérum, obtenu a été
aliquotes dans des tubes Eppendorf puis a été congelé a -20°C avant d’étre analyser.
Aucun prélevement de sang total n’a été réfrigéré ou congelé pour éviter I’hémolyse.

A chaque prise de sang, le tube était ensuite numéroté, et le numéro reporté sur
une fiche de prélévement ou étaient indiqués la description de I’animal (date de
prélevement, présence ou absence d’avortement pendant la dernicre gestation,
présence ou absence des chévres dans le méme élevage, nombre de parité, taille de
troupeau et taux des avortement), ces informations sont enregistrées aprées avoir faire

un guestionnaire avec les éleveurs de cheptels.

1.3. Test sérologique :
Tous les sérums obtenus ont été testé via un test séroagglutination de Wright
(SAW) (Diagnostic sérologique direct de la Brucellose) ; la lecture a été faite au

niveau du laboratoire d’hygiene EPSP —Chéria, pendant le mois de juin 2020.
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Figure 8 : Coagulation de sang et décantation de sérum.

Ces échantillons sont aussi analysés auparavant via ['utilisation d’un kit ELISA
(ID.vetlnnovative Diagnostics, ID Screen, BRUCELLOSE Indirect®, France), au
niveau de laboratoire de CRBt-Constantine.Ce kit de diagnostic est destiné a la mise
en évidence d’anticorps spécifiques de la brucellose présents dans les sérums de

ruminants.

1.3.1. Description et principe :

Le sérodiagnostic de Wright est une réaction d'agglutination utilisant comme
antigéne une suspension de Brucella tuées par le formol et la chaleur. Si un titre
supérieur ou égal a 1/80 (120 U.l/ml) indique une brucellose active, un titre plus

faible (1/40, et méme 1/20) a valeur de forte présomption.

+ La séroagglutination lente en tube ou sérodiagnostic de Wright est la plus
ancienne technique étalonnée au plan international (réponse en Unités
Internationales possible).

+ la réaction a été effectuée sur six tubes, fin de prévenir un phénomeéne de zone
éventuel (dilutions 1/10 au 1/320) .

la lecture des agglutinations est effectuée en comparant 1’opacité du 1’opacité du
surnageant des six tubes de réaction (que 1’0on prend soin de ne pas secouer) a

I’opacité du surnageant du tube témoin correspond, en opacité, a ++ .

1.3.2. Réactif :

e Présentation : 1 ampoule de 5 ml
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e Nature du réactif: Antigene brucellique pour sérodiagnostic de Wright
(suspension de Brucellatuées par la chaleur et le formol a 4%o).

e Conservation : a + 2-8 °C.

e Validité : jusqu’a la date de péremption indiquée sur le coffret en I’absence de

contamination (y compris aprées ouverture).

Figure 9 : Réactif de wright

1.3.3. Matériels nécessaires :

Agitateur Incubateur micropipettes

]
. -

Tubes a hémolyse Eau physiologique.

1.3.4. Mode opératoire :
A. Dilution des sérums :

Les dilutions du sérum a tester sont effectuées directement avec la suspension

bactérienne.
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+ Disposer sur un portoir une série de 9 tubes a hémolyse (de 5 ml de
préférence) rigoureusement propres.

+ Introduire dans le 1° tube: 1,9 ml de suspension antigénique + 0,1 ml de
sérum a etudier. Homogeéneiser.

+ Introduire 1 ml de suspension antigénique dans chacun des tubes numérotés de
2 a 8 et 250 pl dans le tube n° 9.

+ Prélever dans le ler tube 1 ml du mélange (qui représente la dilution au 1/20
du sérum étudié) et l'introduire dans le tube n° 2. Homogénéiser.

+ Prélever 1 ml dans ce 2éme tube et le transférer dans le tube n° 3.
Homogénéiser.

+ Procéder de la méme facon jusqu'au tube n° 8, la quantité de 1 ml prélevée
dans ce dernier tube étant jetée.

+ Ajouter 750 pl d'eau physiologique dans le tube n° 9 qui sert de témoin de

titration.
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Figure 10 : Dilution des sérums

B. Incubation :

Placer les tubes a I'étuve a 37°C pendant 18 a 24 heures aprés les avoir bouchés

(bouchon, parafilm).

En cas de nécessité, cette incubation peut étre remplacée par une centrifugation de 5

minutes a 250 g.

C. Lecture:
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Examiner les tubes, sans les secouer, sur fond noir, avec une source lumineuse située

au-dessous et derriére les tubes.

» Constater, en premier lieu, I'absence d'agglutination dans le tube témoin de
titration.
> Plusieurs types d'agglutinats peuvent étre observes :
- agglutinats en créepe dans le fond du tube avec liquide clair (+++).
- agglutinats tres visibles avec liquide l1égérement trouble (++).
- agglutinats visibles seulement a I'agglutinoscope (+).
- L'absence d'agglutinats traduit une réaction négative (-).

En cas de réaction positive, le titre du sérum testé correspond a la plus haute dilution

donnant un trouble analogue a celui du témoin de titration.

1.3.5. Interprétation des résultats :
«+ Un titre supérieur ou égal a 1/80 (120 U.I/ml) indique une brucellose active ;
ce taux est habituellement dépassé.
% Un titre plus faible (1/40, et méme 1/20) doit éveiller la suspicion et justifie un

sérodiagnostic quelques jours plus tard.

Figure 11 : Sérum positif et sérum négatif

1.4.Récolte et analyse des données:

Aprés avoir analysé les échantillons, nous avons procédé au (i) calcul des taux
de séroprévalence instantanée individuelles de présence des anticorps anti-Brucella
spp. et le taux de troupeaux séropositifs ; (ii) et de calculer le coefficient Kappa pour

évaluer 1’accordance entre nos résultats et celle de test ELISA.
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1.4.1. Calculs des taux de séroprévalence et des intervalles de confiance:

Les calculs des taux de séroprévalence individuelle sont effectués en utilisant
la formule suivante (Thrustfield, M., 2007. Veterinary Epidemiology. 3" ed,
Blackwell Publishing, Oxford.):

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 étudies. Les
taux de séroprévalence calculés n’est que ’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 /% - Dol ;

e pA : laprévalence apparente.
e qA=(1-p4)
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 I’association statistique entre la
séropositivité (variable dépendante) avec six facteurs de risque putatifs de nature
qualitatives (Avortement antécédent, Nombre de parité, Présence d'espéce caprine,
Avortement chez l'espéce caprine, Taille de troupeau et Année). Laseule variable
explicative de nature quantitative (Taux d'avortement) a soumis a l'analyse par la
régression logistique univariable. Les variables explicatives présentent une valeur de
p<0.05, ont été considérées associées significativement avec la variable dépendante.
Les données ont été organisées dans des tableaux croisés et présentées graphiquement
par I'utilisation du logiciel Microsoft Excel 2013, 1’analyse statistique s’effectué¢ a

I’aide du logiciel SPSS Statistics version 22 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA).

1.4.3. Test Kappa:
Pour donner I’agrément a un test, comme il n’y a souvent pas de gold standard
dans les tests diagnostics, il est possible de prouver I’agrément entre deux tests, I’'un

étant la référence.
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Le Test Kappa nous permet ici de mesurer I’agrément entre les tests
sérodiagnostic de Wright et I’ELISA (gold standard) au-dela de ce qui peut étre
attendu par la chance. Nous avons donc calculé le coefficient de Kappa, qui chiffre
I’intensité de 1’accord réel entre des jugements qualitatifs appariés. Ce coefficient a
un rang de 0 a 1, avec un agrément considéré comme modéré pour des valeurs
autour de 0,4—0,5 et bon pour des valeurs supérieures a 0,5. Il se calcule avec la
formule suivante(Bergeri, Michel, & Boutin, 2002):

P,—P .
=-—2—2:-D’ou:
1-P,

e P, :laproportion d’accord observée entre les deux tests.

e P, : la proportion d’accord aléatoire, ou concordance attendue sous
I’hypothese d’indépendance des jugements.

L’interprétation de coefficient Kappa (Landis & Koch, 1977):

k<0 : Pas d’accord

k entre 0.00 et 0.20 : Iéger accord

k entre 0.21 et 0.40 : accord équitable

K entre 0.41 et 0.60 : accord modéré

K entre 0.61 et 0.80 : accord substantiel

k entre 0.81 et 1.00 : accord presque parfait.

2. Résultats :
2.1. Prévalence individuelle apparente :
L’analyse des 96 sérums par la technique de Wright a révelé 09 sérums
positifs a la présence des anticorps anti-Brucella spp., soit un taux de séroprévalence
individuelle de 9,38% (IC 95% 3.55% - 15.19%) (Figure 12).

m Positive
m Négative

Figure 12 : Taux de séropositivité individuelle
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2.2.Taux de troupeau infecté :

Les analyses sérologiques effectuées au niveau de 23 troupeaux, nous a permis
de détecter 5 troupeaux, soit un taux de séropositivité de 21,74% (1C95%:13.5% -
29.98%)(Figurel3).

m Positive
m Négative

Figure 13: Taux de troupeau infecté

2.3. Les facteurs de risque associes a la présence des Anticorps anti-Brucella spp.
2.3.1. Facteur d’avortement:

Parmi les 96 femelles échantillonnées dans la région d’étude, 48 femelles ont
été déclarés avoir subi un avortement a la derniére gestation ; dont 5 se sont révélées
positives soit un taux de séropositivité de 10,42%.Pour les 48 femelles sans
antécédents d’avortement a la derniére gestation, 4 se sont révélées positives soit un
taux de séropositivité de 8,33% (Figure 14).

m Positive ® Négative

89.58% 91.67%
>
9
>
z
o
et
P 10.42% 8.33%
] ]
Oui Non

Survenu d'avortement

Figure 14: Distribution de séropositivité en fonction de survenue d’avortement
en derniere gestation
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2.3.2. Taille de Troupeau:
Les troupeaux étudiés, sont repartis en quatre classes en fonction de ses tailles
(Taille <30 tétes/troupeau, 30-100 tétes/troupeau, 100-200 tétes/troupeau et >200
tétes/troupeau). Les résultats de séropositivité mesurés a 1’échelle individuelle sont
avéres comme suite (Figure 15) :
» Parmi deux tétes provenant du cheptel de taille moins de 30 tétes/troupeau,
aucun échantillon positif, soitun taux de séropositivité de 0%.
> 39 animales ont été échantillonnés dans des troupeaux de taille 30-100
tétes/troupeau ; sept préléevements se sont révelés positive soit un taux de
séropositivité de 17,95 %.
> Dans les troupeaux de taille comprise entre 100-200 tétes/troupeau ; nous
avons échantillonnés 32 animales, aucun échantillon positif, soit un taux
de séropositivité de 0%.
> Et, pour la derniére classe (> 200 tétes/troupeau) ; 25 animales ont été
échantillonnés, dont deux se sont révélés positive soit un taux de
séropositivité de 8%.

m Positive m Négative

100% 100%

~ 92%

S 82.05%

2

=

2

Q.

o

= 17.959 .
oo [ W el 2

<30 30-100 100-200 >200

Taille de troupeau

Figure 15: Distribution de séropositivité en fonction de taille de troupeau
2.3.3. Facteur nombre de parité :
Les animaux échantillonnés sont classés en trois classes en fonction de nombre de
parité (multipare, primipare et nullipare), les résultats sont avérés comme suite :

> Parmi 75 animaux multipares ; six animales se sont révélées positives, soit un
taux de séropositivité de 8%.
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> 14 animaux primipares, entre eux trois se sont révélées positive, soit un taux
de séropositivité 21,43 %.

> pour les sept animaux de nullipare ; il n’y avait pas des cas positif (Figure 16).

m Positive m Négative

1009
= ° 92%
S 78.57%
\8
=
2
o
g 21.43%
0 —_—
Nullipare Primipare Multipare

Catégorie d'age

Figure 16: Distribution de séropositivité en fonction de nombre de parité
2.3.4. Présence d’espece caprine :

Parmi 96brebis échantillonnées dans la région d’étude, 67 tétes sont en
élevage commun avec 1’espéce caprine et 29 tétes n’ont pas en contact avec les

chévres, les taux de séropositivités sont 5,97% (4/67) et 17,24% (5/29) respectivement
(Figure 17).

m Positive ® Négative
94.03%
82.76%

17.24%

Non

Présence d'espéce caprine

Séropositivité (%)

5.97%
|

Oui

Figure 17: Distribution de séropositivité en fonction de la présence d’espéce
caprine.
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2.3.5. Facteur taux d’avortement :

Le taux d’avortement est le rapport entre le nombre de brebis ayant été avortée

sur le nombre total des brebis présentent dans le troupeau, il est varié entre 0% et 48%
avec un taux moyen de 12,17% (Figurel8).

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Taux d'avortement

Figure 18: Variation de taux d’avortement dans les troupeaux échantillonnés

2.3.6. Facteur année (2016 /2017/ 2018):
Parmi les 96 animales échantillonnée dans la région d’étude tout au long de la
période d’étude, les résultats se sont avérés comme suit (Figure 19) :

» En 2016, 50 animales ont été échantillonnés, sept se sont révélés positive
soit un taux de séropositivité de 14%.

> En 2017 et 2018, Parmi les 23 animales échantillonnés, un seul cas a était
séropositive 4,35 %.

m Positive m Négative

. 95.65% 95.65%
L 86%
2
=
o
e
3 14%
4.35% 4.35%
- [ ] [ ]
2016 2017 2018

Année

Figure 19: Distribution de séropositivité en fonction d’année
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2.3.7. Facteur d’avortement chez 1’espece caprine :

Parmi les 96 brebis échantillonnées dans la région d’étude, 58 brebis sont en
contact avec des chévres ayant avoir un probléme d’avortement, dont quatre sont
révélées séropositives soit un taux de séropositivité de 6,90%. En revanche
38brebisn’ont pas en contact avec les chéres ayant un probleme d’avortement, cing

sujets positifs ont été trouves, soit un taux de sérum positif de 13,16% (Figure 20).

Positive m Négative

0,

93.10% 56 8404
S

@

>

g

o

= 13.16%

) 6.90% <070

Oui Non

Avortements chez I'espece caprine

Figure 20: La séropositivité en fonction de I'existence d’avortement chez 1'espéce
caprine
2.4 Résultats d’analyse statistique :

L'analyse statistique(test de Fischer exact) a montré que seulement le facteur taille de

troupeau est associé significativement avec la variable dépendante (p=0.039) (Tableau 2).

Tableau 2: Analyse statistique des facteurs de risque (Test Fischer exact ).

. .. , itif
Variable Catégorie Testé Cas positi ValeurP
(%)
Oui 48 5 (10.42)
Avortement 1
Non 48 4 (8.33)
Nullipare 7 0 (0)
Nombre de parité Primipare 14 3(21.43) 0.24
Multipare 75 6 (8)
Présence d’espéce Oui 67 4(5.97) 0.001
caprine Non 29 5 (17.24) '
Avorte chez les Oui 58 4 (6.90) 0.248
autres especes Non 38 5 (13.16) '
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<30 2 0 (0)
Taille de troupeau 30-100 37 7(18.91) 0.039
100-200 32 0 (0)
>200 25 2 (8)
2016 50 7 (14)
Année 2017 23 1 (4.35) 0.413
2018 23 1(4.35)
“F Variable quantitative continue, régression logistique univariable
d’avortement P=0,911 OR=0,998 1C95%=1 0,996, 1,026[

2.5.Comparaison de résultats (coefficient Kappa) :

L’analyse sérologique étant réalisée par le test de Wright et comparées avec

celles obtenue par le test ELISA. L’accordance observée entre les deux tests a été

trouvée dans cing cas positif et 66 cas négatifs ; les résultats de 25 sérums ont été

différents entre les deux tests (Tableau 3). La mesure d’accord entre les deux tests

par le coefficient Kappa (k = 0.170) calculé a I’aide de logiciel SPSS 18 ; a montré

que le test de Wright moins performant que le test ELISA considéré comme gold

Standard.

Tableau 3: Tableau contingence pour les résultats de deux tests.

Test ELISA
Positif Négatif Total
- Positif 5 4 9
g S | Negatif 21 66 87
2 ™ Totl 26 70 %
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3. Discussion :

Dans cette ¢tude, 1’utilisation de technique de seroagglutination de Wright pour
détecter les anticorps anti-Brucella spp. chez I’espéce ovine dans la région de
Tébessa, a montré un taux de 9.38%. Ce résultat est supérieur a celui trouvé dans une
étude précédente effectuée sur 376 prélevements (dont les 96 prélévements de cette
¢tude) d’ou le taux de séropositivité est de 8.24% par ’utilisation de technique
d’ELISA (BENLAKEHAL donnée non publiée). Il est également supérieur aux
résultats des études menées par Gabli 2015[79] dans les wilayet de Sétif et Batna,
Aggad 2003[80] dans la région de Tiaret et par Nehari et al, 2014 dans la région d’el

bayadh d’ou les taux de séroprévalence sont 0.98%, 2.6% et 3% respectivement.

Les variations de taux de prévalence observée peuvent résider dans le fait que, (i) les
techniques et I’hygiéne d’élevage qui se différent d’un élevage a autre (ii) la
technique de diagnostic utilisée d’ou la sensibilité et la spécificité peuvent parfois
varier d’un test a autre et (iii) le type d’étude d’ou la taille d’échantillons et la

procédure d’échantillonnage peuvent étre a I’origine de résultats différents.
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Conclusion

* La brucellose persistera tant que le réservoir animal ne sera pas controlé.
* Nécessité d’une collaboration des services de santé et des services vétérinaires.
*Les services vétérinaires doivent étre informés de tout nouveaucas humain et
entreprendre une enquéte dans le troupeau incrimine.
* De méme que tout foyer animal nouvellement dépisté devrait entrainer

systématiquement une enquéte sérologique dans la population a risque.
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