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Résumé :

La brucellose est 'une des pathologies les plus répondues dans le monde, avec une haute
prévalence dans les pays méditerranéens. En Algérie la maladie bovine sévit a I’état enzootique,
elle est dépistée par les services vétérinaires de wilayas et contrdlée au niveau des laboratoires
vétérinaires régionaux par une méthode d'épreuve & 'antigéne tamponné confirmée par un test de

fixation du complément.

Notre étude vise 4 analyser deux antigénes commercialisés en Algérie, utilisés dans 1'épreuve a
I'antigéne tamponné au niveau de différents laboratoires en les comparant avec la méthode de

référence qui est la fixation du complément.

L'analyse de 159 sérums bovins a montré que I'antigéne "1" présente un résultat de 0.34, 0.27, 0.38,

0.24 et -0.38 pour la sensibilité, la spécificité, la VPP, la VPN et I'indice de Youden respectivement.

Et T'antigéne "2" présente un résultat de 0.62, 0.92, 0.91, 0.64 et 0.55 pour la sensibilité, la
spécificité, la VPP, la VPN et l'indice de Youden respectivement.

Devant ces faibles performances, un contrble rigoureux devrait étre entreprit par les laboratoires

compétents sur les réactifs importés avant de les commercialiser.

Mot clés: Brucellose, épreuve a l'antigéne tamponné, sensibilité, spécificité.



Summary:

Brucellosis is a worldwide common disease spread in a very high prevalence in the
Mediterranean countries. In Algeria, the bovine disease is enzootic. It is detected by the
veterinary services of département and controlled at the regional veterinary laboratories by the

buffered antigen test confirmed by complement fixation test.

Our study aims to analyze two antigens marketed in Algeria; it’s used in the buffered antigen
test at different laboratories and comparing them with the reference method which is the

complement fixation.

The analysis of 159 bovine serums showed that antigen "1" has a score of 0.34, 0.27, 0.38,
0.24 and -0.38 for sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative predictive

value ( NPV) and Youden index respectively.

Antigen "2" shows a result of 0.62, 0.92, 0.91, 0.64 and 0.55 for sensitivity, specificity, PPV,
NPV and Youden index respectively.

With these poor performances, a strict control should be preceded by a competent laboratory

for imported reagents before marketing.

Key words: Brucellosis, buffered antigen test, sensitivity, specificity.
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Introduction :

La brucellose est une maladie causée par une bactérie du genre Brucella, considérée comme
I’'une des zoonoses les plus répondue dans le monde, elle sévit dans les cing continents, elle
est en voie d’élimination dans plusieurs pays industrialisés mais reste cependant trés active
dans la plupart des pays en voie de développement [27].

Son importance est due & son impact financier sur les élevages, car elle entraine de sérieux
troubles de reproduction: avortements, mortinatalité, stérilité des adultes, pertes en lait et en
viande d'une part, et d'autre part au danger qu’elle représente pour la santé humaine[66].

En Algérie, la brucellose sévit depuis le début du 19¢me siécle jusqu'a aujourd'hui, elle
continue & se propager dans nos élevages provoquant de lourdes pertes économiques et
enregistrant de nombreux cas humains, en effet la prévalence de la brucellose bovine a été
estimé a 0.7% par I'OIE(2009).

Depuis 1995, un programme national pluriannuel de lutte contre la brucellose a été lancé par
les services vétérinaires, il est basé sur des opérations de police sanitaire et de prophylaxie
sanitaire associant les opérations de dépistage, d'abattage et de contrdle du cheptel [49]

La maladie est de ce fait dépistée et analysée dans les laboratoires vétérinaires régionaux par
des méthodes de référence telles que I'épreuve a l'antigéne tamponné qui est confirmée par la
fixation du complément. Cependant, il existe actuellement sur le marché Algérien plusieurs
firmes pharmaceutiques commercialisant des réactifs de diagnostic utilisés aussi bien pour la

brucellose humaine que animale sans que 'on soit sure de la fiabilité de ces derniers.

Dans ce contexte, nous avons voulu par le biais de cette étude:
Etudier les caractéristiques de deux antigénes de provenance étrangére utilisés dans 1'épreuve
de l'antigéne tamponné dans les laboratoires d'analyses en les comparant avec la méthode de

référence qui est la fixation du complément.



Chapitre I: L'agent pathogéne Partie bibliographique

La brucellose bovine est une maladie infectieuse et contagieuse, transmissible & I'homme et &
de nombreuses espéces animales causée par une bactérie appartenant au genre Brucella.

La principale espéce affectant les bovins est Brucella abortus et l'infection peut également
&tre consécutive & B. melitensis ou B. suis [32] .

1. Taxonomie :

Le systéme actuel de la taxonomie du genre Brucella est fondé sur les recommandations
formulées en 1693 par le sous—commuté de la taxonomie des Brucella du comité international
de nomenclature bactériologique [16]. La bactérie appartient 4 la famille des Brucellaceae, au
genre Brucella [54]. Huit espéces sont reconnues actuellement dans le genre dont deux
d'entres elles de classification récente (cf. tableaul).

Tableau I: Différentes espéces et Biovars de Brucella [58] [46]

Espéces Biovars

Abortus 1,2,3
melitensis 1,2,3
Suis 1,2,3
canis

ovVIS

neotomae

cetaceae*™

pinnipediae*

* especes nouvellement décrites [46].

2. Identification des Brucella :
% Caractéres morphologiques :

Les bactéries du genre Brucella sont des petits coccobacilles (0,5 & 1,5Sum de longueur) a
Gram négatif, sans flagelles ni pili, immobiles [48] et ne formant pas de spores [50]
Elles ne sont pas décolorées par 1’acide acétique (coloration de Stamp), ce qui indique une

acido-résistance relative, liée aux lipides de la paroi.
% Caractéres culturaux :

Les brucella sont des aérobies strictes, certaines souches se développent mieux en atmosphére
contenant 5 a 10 % de CO, la température de croissance optimale est de 34°C, le pH optimal
est de 6.6 & 7.4 ; elles nécessitent des temps d’incubation prolongés, de 2 a 3 semaines en

moyenne et parfois plus [52] .

L’isolement des brucella & partir des produits pathologiques nécessite des milicux spéciaux:

en milieux liquides, la culture apparait en 48 heurs 4 4 jours et donne un trouble homogene et

2
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sur milieu solide, les colonies apparaissent en 2 a 3 jours avec un diamétre de 3 a 4
millimétres [48] . Elles peuvent avoir un aspect de type lisses (Smooth) blanches et convexes,

ou rugueuses (Rough) jaunatres, opaques et friables [71] .
% Caractéres biochimiques :
Les brucella se caractérisent par un métabolisme plut6t oxydatif que fermentatif ; elles sont :

e (Catalase positive.

e Oxydase positive (négative pour B.ovis, B.neotomae et quelques souches de
B.abortus).

e La nitrate réductase est positive (sauf pour B.ovis et certaines souches de B. canis).
* L’uréase est positive (négative pour B.ovis et quelques souches de B. abortus).
e Les brucella oxydent divers acides aminés et glucides.

e Elles ne fermentent pas ou ne provoquent qu’une faible fermentation des glucides dans
les milieux usuels.

e Laproduction d’ H,S varie selon les espéces et les biovars.

e La réaction est négative avec : indole, rouge de méthyle, Voges-Proskauer, citrate de
Simmons et liquéfaction de la gélatine [17] [18].

% Caractéres antigéniques et réaction croisées:

Les principaux antigénes identifiés sont les complexes lipopolysidiques lisses et rugueux
(LPS-S et LPS-R), les deux polysaccharides apparentés : I’hapténe natif (HN) et le

polysaccharide B (poly B) et au moins 20 antigénes protéiques ou glycoprotéiques [19]

Des réactions sérologiques croisées ont été rapportées entre les LPS-S de Brucella avec
d'autres bactéries gram négatif telles que: Escherichia coli 0:116 et 0:157, Salmonella
groupe N(O:30), Pseudomonas multophilia, Vibrio cholerae et Yersinia enterocolitica O:9.
Ces bactéries induisent des taux d'anticorps considérables qui réagissent avec les LPS- S des

antigénes brucelliques lors des tests diagnostiques [07] .

% Caractéres différentiels des espéces et biovars :

La différenciation des espéces est basée principalement sur : L'exigence en CO,, 1la

production d'H,S, la sensibilité 4 la thionine et 4 la fuchsine & des concentrations déterminées
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ainsi qua la lysotypie en évaluant la sensibilité aux différents bactériophages (Wb, Tb,
Bk,.....). [19].

<» Résistance et sensibilité des Brucella :

Les Brucella sont sensibles a la chaleur (la pasteurisation les détruit dans le lait) et aux
désinfectants usuels (composés iodés, ammoniums quaternaires) [26]

Cependant, elles résistent longtemps dans I'environnement:

- Jusqu’a 35 jours dans une pature ombragée.

- Plus de huit mois dans un avorton & I’ombre ou dans des fosses & purin.

- Deux ou trois mois dans un sol humide.

- Trois ou quatre mois dans les feces [39]
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Les étapes de I'infection brucellique, la réponse de I'organisme infecté, les signes cliniques
ainsi que les 1ésions sont décrites ci-dessous.

1. Etapes de Pinfection :

1.1. Voies de pénétration :
Les bactéries pénétrent dans 1'organisme par la muqueuse de tractus intestinal supérieur et des
voies respiratoires supérieures, ou par des 1ésions cutanées [28].

Apres cette contamination deux périodes sont distinguées:

1.2. Période primaire :

Elle suit la contamination et évolue en 3 étapes :

* Etape de multiplication loco-régionale : correspond 4 la multiplication des Brucella dans

les nceuds lymphatiques de la porte d'entrée [31]

= Etape de dissémination: si brucella n’est pas ¢liminée, elle se propage par le sang, trés
certainement sous forme intracellulaire dans des neutrophiles et des macrophages. I1 résulte de

cette bactériémie une infection d’une grande variété de tissus [39].

* Etape de localisation : elle se traduit par la localisation et la multiplication des Brucella
en certains sites électifs qui sont :

- Les tissus lymphoides (notamment les nceuds lymphatiques de la sphére génitale et
mammaire).

- Le placenta chez les femelles gravides (les trophoblastes constituent une cible importante
pour les Brucella).

- Le testicule et ses annexes chez le male.

- La glande mammaire et les bourses séreuses et synoviales (bourses carpiennes) et certaines

articulations [31].

1.3.Période secondaire :

Elle est associée 4 un état de résistance de I'héte plus ou moins prononcé, lié au
développement d*une immunité (de type cellulaire). Deux issues sont possibles : la guérison
(I'élimination totales des brucella est rare) ou la persistance des brucelles dans certains cites
privilégiés notamment les ganglions lymphatiques (les brucella ont la capacité de résister a

Paction des mécanismes immunitaires) [30]
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2. Réaction de I’organisme a ’infection :

Les Brucella entrainent dans 1’organisme infecté des réactions de défense a médiation
cellulaire et humorale, mais & 1’opposé d’autres bactéries intracellulaires, la production
d’anticorps est importante et joue un certain réle dans I’immunité. Les réactions immunitaires
sont communes au genre Brucella ; c’est-a-dire qu’elles sont croisées entre B.melitensis,

B.abortus, B.suis [65]

2.1. Réponse humorale : Se définit par I’apparition d’anticorps post-infectieux présents dans
le sérum et diverses sécrétions (laits, mucus vaginal et sperme) et décelables grice & diverses

réactions sérologiques.

Les macroglobulines IgM apparaissent les premieres, et sont décelées 8 & 10 jours aprés le
début clinique ; suivi par les IgG , les titres des deux s’élévent ensemble pendant le premier
mois de la phase aigue de la maladie, peu & peu les IgG prédominent dans les phases plus
tardives de I’infection ; dans la brucellose chronique les IgM ont disparu, tandis que les IgG
persistent et on peut également ne trouver aucun anticorps décelable dans le sérum des

malades atteints de brucellose chronique [65]

2.2. Réponse cellulaire : Les macrophages infectés par Brucella produisent plusieurs
cytokines : le TNF-a ne joue un rdle que dans le contrdle précoce de I’infection et I'IL-12

semble étre la cytokine-clé pour le déclenchement d’une immunité & médiation cellulaire [65]
3. Symptomes :
3.1. Incubation :

L’incubation peut durer de quelques jours & plusieurs mois [41]; lors d’une infection naturelle,
comme il n’est pas possible de déterminer le moment ou elle se produit, il est difficile
d’évaluer le temps d’incubation de la maladie ; la période d’incubation est inversement

proportionnelle au développement du feetus chez la femelle gestante [01]
3.1.2. Symptomes généraux :

La brucellose chez les bovins est de caractére nettement chronique, les symptomes généraux

sont discrets ou inexistants [40].
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3.1.3. Symptémes locaux :
3.1.3.1. Symptomes génitaux
La brucellose se traduit par des troubles de la reproduction observés chez:

% Les femelles gestantes

Le symptdme prédominant est I’avortement ou la mise bas prématurée, ou a terme de veaux
mort-nés ou affaiblis [10] [41] [01].

L’avortement peut survenir & n’importe quel moment de la gestation, mais le plus souvent, il
se produit pendant la seconde moitié, entre le 5™ et le 7™ mois de gestation. Les vaches qui
ont déja avorté une fois avortent généralement beaucoup plus tardivement que celles qui
avortent pour la premiére fois [39].

Aprés que la vache atteinte ait avorté ou mis bas normalement, I’agent pathogéne ne reste pas
localisé au niveau de I’utérus mais ’infection devient chronique et les brucelles colonisent les
ganglions lymphatiques et le pis de la vache, les brucelles peuvent demeurer dans le pis
durant des années [33].

La rétention placentaire et la métrite sont des suites fréquentes, des infections
polymicrobiennes sont généralement la cause de la métrite qui peut étre aigue avec septicémie
et mort, ou chronique conduisant a la stérilité [11].

Généralement, les animaux guérissent et réussiront 4 donner naissance & une descendance

vivante aprés un premier avortement, mais ils peuvent continuer a excréter la bactérie [58]

Les femelles non gravides

Elles ne présentent pas de signes cliniques et si elles sont infectées avant d’étre saillies, il est
fréquent qu’elles n’avortent pas [01].

¢ Chez les méles

La brucellose se manifeste par une orchite uni ou bilatérale et une épididymite et une infection
des vésicules séminales aigue ou chronique car les brucella se localisent dans les testicules et
les autres organes génitaux.

Dans les cas aigus, un ou les deux testicules sont hypertrophiés et douloureux, il y a
tuméfaction des bourses et épaississement de ’albuginée, ce qui entraine la diminution de la

libido et I’infécondité, parfois il y a rougeur et congestion du pénis par formation de papules
[69] [30]
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3.1.3.2. Symptomes extra-génitaux :

Parmi les autres symptomes de I’infection brucellique, on note des arthrites et des hygromas
(uni ou bilatérales) des genoux, des jarrets, des grassets, de la pointe de la hanche, et entre le

ligament nucal et les premiéres vertébres thoraciques  [06](cf. figure 1).

Figure 1: Hygromas des articulations des genoux [06]

3.2. Lésions :
Des 1ésions de gravité variable sont retrouvées au niveau de:

* L’utérus : au fur et & mesure que I’infection progresse, I’endométrite évolue d’une forme
aigue & une forme chronique. La cavité utérine contient une quantité variable d’exsudat gris

sale, consistant ou visqueux, chargé de flocons purulents de volume variable.

* Les cotylédons: sont nécrotiques et de couleur gris-jaunatre, recouverts d’un exsudat
collant, sans odeur, de couleur brunatre. Des lésions vasculaires parfois accompagnées de

thrombose se retrouvent dans le chorion [45].

* Les avortons: présentent un cedéme sous-cutané important et les cavités splanchniques

contiennent un exsudat sérosanguinolent, cependant certains feetus ne présente pas de 1ésions

macroscopique significatives.
® Le pis: il ne présente pas de 1ésions macroscopiques.

= Les testicules: ils peuvent présenter des lésions de nécrose multifocales ou diffuses

atteignant le parenchyme testiculaire et I’épididyme [42].
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4.1. Epidémiologie analytique :

Les especes animales affectées par B. abortus sont surtout les bovins, mais d’autres ruminants
domestiques et sauvages peuvent en étre infecté aussi. Les bovins sont aussi infectés par
B.mélitensis et peuvent développer une maladie comparable & celle induite par B. abortus,

lorsque ceux-ci sont en contact avec des chévres ou des moutons infectés [56]
4.1.1. Source de contagion :

L’élimination des Brucella par les animaux infectés peut étre prolongée a ’origine d’une
contamination du milieu extérieur, en particulier, le sol et les crudités [53]

Les matieres virulentes les plus importantes sont le contenu de "utérus gravide, expulsé
pendant I’avortement ou la mise bas, avec une excrétion qui débute dés la liquéfaction du
bouchon muqueux obturant le col et qui disparait généralement deux ou trois semaines aprés
I’expulsion du feetus. Les sécrétions vaginales et I’urine peuvent également étre virulentes. Et
enfin, il existe une excrétion transitoire (quelques jours aprés la mise bas) et discréte de
bactéries dans le lait et le colostrum (surtout importante aprés un avortement). [01]

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

humaine). Chez le méle, il peut y avoir une excrétion de Brucella dans le sperme.

4.1.2. Mode de transmission :
4.1.2.1. Transmission horizontale :

Ce mode de transmission correspond au passage des germes d’un animal 4 un autre d'une

maniére directe ou indirecte, il s’effectue par :

= La voie cutanée ou conjonctivale : la brucellose peut étre transmisse par pénétration a
travers la peau (intacte ou avec excoriations) et la conjonctive. Par exemple la queue
d’une vache hautement infectée peut étre contaminante si elle entre en contact avec la
peau ou la conjonctive d’une autre vache.

= La voie orale : permet la transmission de ’infection par le biais de I'eau et I’herbe de
patures infectées et par le biais de I’allaitement au veau.

= La voie vénérienne : les taureaux sont parfois a 1’origine d’une dissémination de
Brucella par leur semence, mais ils ne transmettent d’ordinaire pas I’infection des

vaches infectées aux vaches non infectées, en revanche, le risque est plus important

9
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lors d’insémination artificielle de semence contaminée et lors de transfert
embryonnaire dans le cas ol les embryons sont issus de bovins provenant d’une
exploitation devenue, depuis lors, un foyer de brucellose. [05]

= Les voies respiratoires supérieures : par formation d’aérosols de bactéries.

* La mamelle: de nombreuses formes de mammites brucelliques sont due & la

contamination lors de la traite [36] [63]
4.1.2.2. Transmission verticale :

Ce mode de transmission correspond au passage des germes d’un adulte & son descendant

.elle peut se réaliser in utéro ou lors du passage du veau dans la filiére pelvienne [12]
4.2. Epidémjologie synthétique :

Les causes les plus fréquentes de la contamination d’un cheptel indemne sont I’introduction
d’un animal infecté inapparent et les contaminations de voisinage (animaux et milieu

contaminés).

La contamination de I’environnement (locaux d’élevage, paturages) et la conservation de
jeunes femelles nées de méres infectées (5 & 10% hébergent des brucelles) est aussi

Iorigine d’une résurgence de la maladie dans les cheptels assainis. [13]
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5.1. Définition du diagnostic et du dépistage:

e Le dépistage consiste en une recherche systématique dans une population, a 1’aide des
examens, des individus atteints par un trouble de santé donnée, passée juste 1a inapergue.

e Le diagnostic correspond a I’identification de la maladie chez un sujet présentant des
troubles.

Bien que leurs buts soient sensiblement différents, Le diagnostic et le dépistage peuvent faire
appel au niveau du laboratoire aux mémes testes biologiques. Ils mettent ainsi en jeu la
recherche de I’agent par bactériologie et par les épreuves sérologiques et allergiques [70]

Le diagnostic de la brucellose se fait souvent par la combinaison de 1’observation clinique et
des techniques de laboratoire. Tous les pays, semblent posséder un laboratoire capable
d’effectuer le diagnostic de brucellose. La sérologie est la technique de laboratoire la plus

utilisée [09]

5.2.Diagnostic clinique :

La maladie peut étre suspectée sur la base des signes cliniques tels que les avortements chez
la femelle et les orchites ou é€pididymites chez le male, d’autres éléments de suspicion
peuvent étre inclus comme les arthrites, hygromas, rétentions placentaires, mammites et
métrites ou des troubles de la reproduction. Cependant, 1’avortement n’est qu’un symptdme
sans signification pathognomonique, surtout s’il est isolé ; il posséde effectivement des

étiologies de nature diverses. [63]

5.3. Diagnostic expérimental :

5.3.1. Diagnostic direct :

Il vise a mettre en évidence les bacilles spécifiques dans le matériel suspect. Celui ci
comporte :

a) Les enveloppes feetales et surtout les cotylédons altérés.

b) Les organes de I’avorton ; principalement le contenu de la caillette et le poumon.

¢) Les lochies de la vache qui vient d’avorter ou de mettre bas

d) Le lait

e) Le sperme [40]

11
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5.3.1.1. Diagnostic bactériologique :

< La bactérioscopie :

C’est une technique intéressante pour examiner les produits d’avortement. Les frottis réalisés
a partir de cotylédons placentaires, du contenu de 1’estomac du feetus ou exsudat utérin, sont
fixés a la chaleur puis colorés par une méthode de différenciation comme les méthodes de
Stamp ou Koster.

Cette coloration élective mais, non spécifique, est suivie par un examen microscopique qui
fait apparaitre les Brucella en rouge sur fond bleu. Les éléments tissulaires et les autres

bactéries, exception faite des acido-résistantes, sont colorés en bleu. [19] [40]

< Mise en culture, isolement et identification :

L’isolement des Brucella en culture est la technique de référence pour établir un diagnostic
certain de brucellose. Les cultures se font sur milieu sélectif (milieu de Farrel) et sont
incubées & 37°c en présence de 8% de CO,. Aprés 3 a 4 jours d’incubation, les colonies de
Brucella ont en général entre 1 et 2 millimétres de diamétre. Elles sont bombées,
transparentes de couleur miel; lisses luisantes et présentant un contour régulier. Une culture
sur milieu de Farell est considérée comme négative si aucune colonie suspecte n’est observée

apres 10 jours d’incubation [59] [03]

% Technique d’amplification génique (PCR : Polymerase Chain Reaction) :

La technique d'amplification en chaine par polymérase (PCR) récemment développée
constitue un moyen additionnel de détection et d'identification des Brucella sp. C'est une
technique sensible et spécifique réalisée a partir des tissus et des fluides. Le typage des
Brucella et la distinction des diverses souches vaccinales peuvent étre réalisés avec succés par
PCR, mais celle-ci n'a été que partiellement validée pour une utilisation en tant que premier
test de diagnostic [60]

Les genes cibles utilisés dans le cadre du diagnostic direct des brucelles sont principalement
le géne besp3lcodant pour une protéine de membrane externe de 31kDa et la séquence

d’insertion IS711 dont plusieurs copies sont présentes dans le génome des Brucella [19] [52]

5.3.2. Diagnostic indirect :

Il est fondé¢ sur la mise en évidence d’une réaction immunitaire spécifique.
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5.3.2.1. Diagnostic sérologique :

Les tests sérologiques sont trés utilisés en routine sur sérum ou lait, ils mettent en évidence les
anticorps dirigés contre les épitopes du LPS, ce qui entraine des problémes de parenté entre
Brucella abortus et d’autres bactéries: Yersinia enterocolitica 0O:9, Vibrio cholerae,

Escherichia coli O:157, Salmonella urbana et Pseudomonas maltophilia [20]

5.3.2.1.1. Epreuves réalisées sur sérum :
De nombreux tests sérologiques sont utilisés pour le diagnostic de la brucellose, nous nous
limiterons a décrire ci dessous les plus importants et les plus utilisés en routine.

e Séroagglutination de Wright ou séroagglutination lente en tube (SAW) :
Cette technique mise au point par Wright en 1897, est la plus ancienne des épreuves de
diagnostic, elle met en évidence les agglutinines (principalement IgM et IgG2) [34]
Elle peut donner des résultats erronés par excés, certains animaux indemnes de brucellose
peuvent présenter des réactions positives a cette épreuve. C’est pour cette raison que elle n’a
pas été recommandée pour la mise en ceuvre de programme nationaux de lutte contre la
brucellose, alors que cette épreuve a €té prescrite pour le contréle du bétail avant son
exportation [04] [57]

e Epreuve a ’antigéne tamponné (EAT) ou test au rose Bengale:
Ce test qualitatif est une méthode simple et efficace de dépistage systématique de la
brucellose bovine ; c’est une méthode d’agglutination rapide qui met en évidence les trois
principaux isotypes d’immunoglobulines antibrucelliques (IgM, IgG1, IgG2), dirigés contre le
lipolysaccharide (LPS) bactérien. [04]
Le test au rose Bengale est le test de dépistage le plus couramment utilisé pour la brucellose,
en raison de son apparente simplicité de lecture, cependant, I’ interprétation des résultats peut
étre affectée par ’expérience personnelle. [15]
L’antigéne utilisé est une suspension de Brucella abortus (souche 99 de Weybridge) inactivée
par la chaleur et le phénol (0,5%), diluée en tampon acide habituellement 3,65 + 0,05 puis
colorée par le Rose Bengale. Il doit étre conservé entre 2 et 8°c, a I’obscurité, et ne doit

surtout pas étre congelé. [58]
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- Principe:

L’antigéne et le sérum a analyser sont mélangés a volumes égaux, et aprés 4 minutes de
contact, la présence d’anticorps se traduit par la formation d’agglutinants visibles a 1’ceil nu
alors que leur absence se traduit par un mélange qui reste homogéne (cf.figure 2). [04]

Il est recommandé de soumettre les sérums positifs au rose Bengale & une épreuve de

confirmation tell que la fixation du complément ou ELISA. [24]

Figure 2 : Epreuve a I’antigéne tamponné [43]

e Réaction de fixation du complément ( FC):
Ce test quantitatif met en évidence les anticorps (non dirigés exclusivement contre le LPS
bactérien) fixant le complément. Chez les ruminants, les principaux anticorps fixant le
complément appartiennent & la classe des immunoglobulines IgG1 et les IgM (plus ou moins
éliminées selon les modalités de chauffage du sérum) [04]
C’est un test tres sensible (il détecte 98% des animaux a partir desquels Brucella est isolée) et
spécifique (moins sensible aux séquelles vaccinales et aux réactions croisées que I’EAT). [57]
[08]
- Principe :
Un antigene spécifique est ajouté au sérum a testé, si des anticorps spécifiques de ’antigéne
sont présents, des complexes immunitaires se forment. Un complément est ajouté, il est alors
activé par ces complexes immunitaires, et ainsi consommé. Des érythrocytes sensibilisés sont
par la suite ajoutés et une lyse des érythrocytes se produit lorsqu’il reste suffisamment de
complément (c’est-d-dire lorsque aucun complexe immunitaire n’a ét€ formé). Si le
complément a été¢ consommé, les érythrocytes restent intacts et donnent aprés centrifugation
un petit bouton (inhibition d’hémolyse) sur la surface de la plaque de microtitrage (cf.figure
3). Une détermination semi-quantitative est rendue possible par le titrage du point final du
sérum.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. [40]
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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 1égérement différentes, a adapter a la
qualité des sérums testés. L’interprétation des résultats est standardisée car il existe un
systtme d’unité pour la lecture, basé sur le sérum standard de I’Office International des
Epizooties, qui contient 1000 ICFTU (International Complément Fixation Test Unit) 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 [58]

| Réaction positive

Réaction négative

Figure 3 : Réaction de fixation du complément en microplaque [44]

e Test inmuno-enzymatique ou enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) :
Le titrage immuno-enzymatique est un outil de recherche de grande valeur, pouvant utiliser
des antigénes de brucella purifiés et des réactifs anti-immunoglobulines spécifiques et
sensibles, ce qui permet de titrer les classes et les sous-classes d’anticorps anti-brucella a
I’égard d’antigénes définis [38]
C'est un test trés sensible mais il est moins spécifique que I'EAT et la fixation du complément,
notamment dans les troupeaux vaccinés. Il ne fait pas I’objet d’une standardisation
internationale et n’est donc pas reconnu comme test officiel.[35]
Son avantage par rapport & la fixation du complément est d’étre automatisable, ce qui permet
sa mise en route aisée pour confirmer un résultat négatif ou positif 4 L’EAT [72]

. Par ailleurs, la technique peut étre réalisée sur sérum individuel ou sur mélanges de sérums .
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5.3.2.1.2. Epreuve réalisé sur le lait :

e Le Ring Test ou test de L’anneau (R.T.) :
Il s’agit d’un test collectif, habituellement pratiqué sur lait de mélange, il permet le dépistage
des troupeaux laitiers infectés avec I’avantage d’étre pratique, rapide et peu coiiteux, donc de
pouvoir étre facilement renouvel€. En revanche, il a l'inconvénients d'avoir un nombre élevé

de réactions douteuses, d'erreurs par exces et d'erreurs par défaut [57]

5.3.2.2. Diagnostic allergique :

C’est une réaction d’hypersensibilité retardée qui consiste en la mise en évidence de
I’immunité cellulaire suite a I’injection dans le derme de Brucella. La réaction est considérée
positive lorsque I’€paississement du pli cutané, constaté 72h aprés 1’injection, est supérieur a
deux millimetres. [30]

Cette réaction est spécifique mais peu sensible (beaucoup de faux négatifs); elle est peu
utilisée en routine; c’est un bon test complémentaire des approches sérologiques mais il ne

permet pas non plus de différencier un infecté d’un vacciné [25]

5.4. Evaluation des tests de diagnostic :

Aucun des tests précédemment cités ne détecte a lui seul tous les animaux infectés car
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. Par ailleurs, la réalisation de ces
tests doit suivre les standards internationaux définis par 1’Office International des Epizooties,
et les réactifs utilisés doivent avoir été produits en respectant les standards décrits [37]
Evaluer un test, c’est juger dans quelle mesure ce test sépare les malades des non malades et
quels sont les facteurs qui font varier cette propriété. La valeur d’une méthode de diagnostic

est toujours relative & une méthode de référence. [14]

5.4.1.Caractéristiques intrinséques d’un test :

Définir la validité d’un test, c’est mesurer la capacité du test & séparer les sujets malades et
non malades chez lesquels le diagnostic aura été établi auparavant avec certitude par un test
de référence.

La confrontation des résultats entre le test & évaluer et le test de référence est en général

présentée dans un tableau de contingence de la maniére suivante :
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Maladie (test de référence)
Oui Non
Test & évaluer Positif VP FP
Négatif FN VN

Tableau II: tableau de contingence de confrontation des résultats entre le test a évaluer et le
test de référence [47]
Ou:
— VP (vrais positifs) : sujets effectivement malades pour lesquels le test est positif.
— VN (vrais négatifs) : sujets effectivement non malades pour lesquels le test est négatif.
— FP (faux positifs) : sujets en réalité non malades pour lesquels le test est positif
— FN (faux négatifs) : sujets en réalité¢ malades pour lesquels le test est négatif.
Les deux principales qualités d’un test, qui définissent la validité interne, sont : la sensibilité
et la spécificité.
> La sensibilité : la capacité du test a identifier les sujets atteints de la maladie,
Probabilité d’avoir un test positif quand on est malade : ¢’est donc la proportion de
vrais positifs parmi les malades. [14]
Sensibilité¢ =VP/(VP+FN)

> la spécificité : la capacité du test a identifier les sujets sains, Probabilité d’avoir un
test négatif quand on est non malade C’est donc la proportion de vrais négatifs parmi
les non malades. [14]

Spécificité = VN/(VN+FP)

Un test diagnostique idéal discrimine bien malades et non-malades, il doit donc étre a la fois
sensible et spécifique : tous les sujets malades ont un test positif (sensibilité) et tous les sujets
sains ont un test négatif (spécificité). Mais ce sont deux caractéristiques antagonistes :

augmenter la sensibilité se fait au prix d’une diminution de la spécificité, et vice-versa. [23]

5.4.2.Caractéristiques extrinséques d’un test :
> Valeur prédictive positive : le risque qu’un patient donné soit porteur de la maladie

si son test est positif. [23]

VPP=VP/(VP+FP)
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> Valeur prédictive négative : est la probabilité de ne pas étre malade quand on a un

test négatif. [23]

VPN=VN/(VN+FN)

5.4.3. Autres caractéristiques du test :

> Indice de Youden :
Comme mesure de I'efficacité¢ d'un test, Youden a suggéré un indice combinant la sensibilité
et la spécificité en un nombre compris entre 0 et 1.

Cet indice est défini par :

J = [(sensibilité + spécificité)- 1]

L'indice prend la valeur zéro toutes les fois qu'un test diagnostique donne la méme proportion
de positifs pour les groupes des atteints et des non atteints. L'indice prend sa valeur maximale

seulement si tous les cas de maladie et de contrdle sont identifiés correctement. [21]

18



Chapitre V: Traitement et prophylaxie Partie bibliographique

6.1. Traitement :
Brucella abortus étant sensible aux antibiotiques, notamment & la tétracycline, le traitement est
théoriquement possible. Mais il est interdit en raison de son cott tres élevé, des risques d’apparition

de résistance, et de 1’absence de garantie quant au statut infectieux d’un animal traité [39]

6.2. Prophylaxie :

La prévention et le contréle des zoonoses majeurs dépendent de la décision ferme des autorités
nationales de faire face a ces maladies, sur leurs capacités de mobiliser des ressources dans les
différents secteurs, d’établir la coordination des activités et de promouvoir la coopération
intersectorielle au besoin, surtout entre services nationaux de santé vétérinaire et santé publique en
association avec des campagnes d’éducation en santé publique avec participation de la

communauté.

I1 y’a plusieurs décennies que les pays méditerranées et du Moyen-Orient ont pris conscience que
les zoonoses telles que la brucellose, la leishmaniose, la rage et salmonellose ne peuvent étre
combattues de maniere efficace ou éliminées que si les différents pays ménent chacun de son coté,
ses activités de prévention, de surveillance et de lutte en adoptant les mesures prophylactiques

sanitaires et/ou médicales.

6.2.1. Prophylaxie sanitaire :

Elle consiste en un assainissement des cheptels bovins infectés et une protection des cheptels
indemnes.

6.2.1.1. Mesures offensives:

Dans une zone ou un foyer déclaré, les mesures prophylactiques comprennent:

- Le dépistage des animaux infectés (persistance parfois toute la vie), leur isolement, puis leur
élimination rapide vers la boucherie.

- L'élimination des jeunes femelles nées de méres infectées.

- le contrdle de toutes les espéces réceptives et élimination des infectés.

- L'utilisation de 1’insémination artificielle pour limiter la transmission vénérienne.

- L'isolement strict des animaux infectés, surtout lors de mise bas, dans un local facile & désinfecter
avec application des mesures de désinfections adaptées (destruction du placenta, traitement des
fumiers...). [32]

6.2.1.2. Mesures défensives:

Afin d'éviter l'introduction de la maladie dans un élevage, les mesures suivantes doivent étre

adoptées:
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- Introduction de bovins certifiés indemnes avec quarantaine et contrdle individuel par sérologie.
- Maintien du cheptel a I’abri des contaminations de voisinage.

- Hygiéne de la reproduction : monte publique ou insémination artificielle.

- Désinfections périodiques des locaux.

- Isolement des parturientes et destruction des placentas.

- Contrdle régulier des cheptels. [32]

Dans tous les cas, pour une prophylaxie sanitaire efficace, il faut utiliser une méthode de dépistage
qui est basé sur la mise en évidence indirecte de I’infection parce que la maladie est

asymptomatique pendant longtemps [58]
6.2.2. Prophylaxie médicale:

La vaccination est recommandée par 1’Office International des Epizooties pour le contrble de la
brucellose dans les zones ou la prévalence de I’enzootie est élevée. Le principal objectif d’un
programme de vaccination est de réduire le taux d’infection et de faire en sorte que les troupeaux
soient résistants & la brucellose, pour que ’éradication de la maladie puisse ensuite étre entreprise
[58]Parmi les vaccins qu i ont été largement employés dans le monde:

= Le vaccin Brucella abortus B19 :
C’est le plus utilisé a travers le monde, c’est un vaccin vivant fabriqué a partir de la souche B19
(souche B.abortus strain 19) qui appartient au biotype 1 [39]
Son efficacité est trés bonne, mais il a quelques inconvénients majeurs. En effet, il induit une
réponse humorale identique a celle qui se produit lors d’une infection (déterminant antigénique
majeur porté par le LPS de la membrane externe), avec des anticorps résiduels dans le lait et le
sérum posant probléme pour le dépistage. De plus, il peut étre abortif chez certaines vaches.
En réalité, la persistance des anticorps vaccinaux dépend plus de I’4ge et de la dose de vaccin que
de la voie d’administration. Lorsqu’on I’injecte & dose réduite, il y a moins d’interférences avec les

tests s€rologiques [68]

=  Levaccin RB51:
Il est devenu le vaccin officiel pour la prévention de la brucellose bovine dans plusieurs pays, ces
derniers adoptent chacun un protocole de vaccination différent [58]
La souche vaccinale RB51 est la souche rugueuse mutante 2308 de brucella abortus, elle a

remplacé le vaccin B19 en 1996, car il est moins virulent [39]
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RB51 protege les souris, les ovins et les bovins lors d’injection expérimentale de brucella abrotus
[55] cependant, il a été rapporté qu'il induisait des placentites sévéres chez la plupart des animaux,
donc I’inoculation a des femelles gravides peut également provoquer des avortements [58].

Par ailleurs, une excrétion de bactéries dans le lait existait chez une part importante de la population
vaccinée. Son utilisation a des doses réduites permet de supprimer ces problémes, mais n’est alors
efficace que chez des animaux adultes. Il permet une immunité durable mais d'une durée inconnue

[68]
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1. Objectif:

Notre étude a pour objectif de faire un essai d'évaluation de certaines caractéristiques intrinséques et
extrinséques de deux antigénes brucelliques commercialisés en Algérie et utilisés dans le cadre du

dépistage et du diagnostic de la brucellose.
2. Lieu et période de I'étude:

Notre étude s'est déroulée durant la période du 23/12/2012 au 03/01/2013 au niveau du laboratoire
vétérinaire régional de Laghouat, en effet ce laboratoire regoit des sérums bovins des élevages de la
région Sud dans le cadre du dépistage de la brucellose bovine. Chaque sérum est testé par une
méthode d'agglutination sur lame (test au Rose Bengale), et les sérums répondant positivement a ce

test sont de nouveau analysés avec la méthode de fixation du complément.
3. Protocole de 1'étude:

Nous avons voulu tester deux antigénes brucelliques utilisés dans une réaction d'agglutination sur
lame et appliqués sur des sérums bovins (positifs et négatifs) en les comparant 4 une méthode de

référence qui est la fixation du complément.

Ces sérums ont été préalablement testés par le laboratoire, classés en positifs et en négatifs et

préserveés par congélation.

Au total, 159 sérums bovins ont été testés par les deux antigénes dont 91 positifs en FC et 68

négatifs en FC.
4. Matériel:

4.1. Matériel pour I'Epreuve a I’Antigéne Tamponné (EAT) ou Rose Bengale test:
e Appareillage et consommable: (cf.figure 2)

- Pipettes automatiques réglables.

- Cones plastique a usage unique.

- Plaque blanche (plastique, opaline, bristol).

- Baguette fine (verre ou plastique).

- Agitateur & mouvement basculant.

- Minuteur ou chronométre.

- Portoirs.
22



Matériels et méthodes Partie expérimentale

Figure 4 : Matériels et réactifs utilisés pour ’'E.A.T.

e Réactifs:
Les réactifs utilisés dans cette épreuve sont les antigénes brucelliques dont les caractéristiques sont

présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau ITI: Caractéristiques des antigénes brucelliques utilisés dans 1'étude

Caractéristiques Antigene 1 (Ag 1) Antigéne 2 (Ag 2)

Origine Espagne Jordanie

Composante Suspension de Brucella abortus | - Brucella rose Bengal reagent
souche S99 - Brucella abortus reagent

- Brucella melitensis reagent

Présentation - Antigéne Rose Bengal - Antigéne rose Bengal
- Control + - Antigéne Brucella abortus
- Control — - Antigéne Brucella melitensis
- Control +
Caractéristiques - Sensibilité 100%
- Spécificité 98% Non précisées

L'antigéne "2" se présentait en 3 flacons, le premier appelé Rose Bengal, le second et le troisiéme
appelé B. abortus et B. melitensis respectivement. Il semble que le premier soit I'antigéne global
mettant en évidence B. abortus, B. melitensis et B.suis et les deux autres sont spécifiques de
I'espéce. Aucune indication n'a été mentionnée sur le kit.
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4.2. Matériel pour la Fixation du complément (Méthode en plaques de microtitration) :

e Appareillage et consommable:

- Plaque de microtitrage a fond en U.

- Pipettes automatique.

- Tubes & hémolyse.

- Pipettes graduées a 2 traits de 0,5 ml, 1 ml et 2 ml.
- Pipettes graduées a 2 traits de 5 ml et 10 ml.

- Bain-marie & 37°C et 60°C.

- Etuve a 37°C.

- Réfrigérateur a +4°C.

- Centrifugeuse.

e Réactifs: (cf. figure 3 et 4)

- Antigéne pour la fixation du complément

- Sérums a tester

- Sérum(s) témoin(s) positif(s) de titre connu
- Sérum(s) témoin(s) négatif(s)

- Complément lyophilisé

- Hématies de mouton

- Sérum hémolytique

-Tampon véronal Calcium Magnésium (T V)

Figure 5 : Antigéne (Ag), complément (C") et
Tampon véronal (TV)

Figure 6: Complément lyophilisé
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5. Méthodes:
5.1. Méthode de ’Epreuve a I’Antigéne Tamponné ou Rose Bengale test :

- Prendre le sérum et I’antigéne préalablement réfrigérés et laisser & température ambiante pendant
30 mn.

- Effectuer 1’épreuve sur des sérums purs (naturels).

- Déposer 30pl d’antigéne et un volume égale de sérum a tester (30ul) cdte a cote sur la plaque (cf.
figure 5 et 6).

- Faire de méme pour le sérum témoin négatif et le sérum témoin positif.

- Mélanger le sérum et I’antigéne avec une baguette.

- Placer la plaque pendant 4 mn sur 1’agitateur (cf. figure 7).

Figure 7: Distribution de 1'antigéne Figure 8: Sérums et antigénes cote & cote sur la

plaque

Figure9: Plaque sur agitateur

25



Matériels et méthodes Partie expérimentale

e Lecture:

Effectuer la lecture immédiatement aprés 4mn d’agitation sous un bon éclairage et a 1’oeil nu.

Ne pas tenir compte des agglutinas qui apparaissent aprés 4mn.

e Interprétation:
- Absence d’agglutination = Sérum Négatif (cf.figure 8)
- Présence d’agglutination = Sérum Positif (cf.figure 9)

Figure 10: Résultat positif de 'EAT. Figure 11: Résultat négatif de 'EAT

5.2. Méthode du test de Fixation du complément (Méthode en plaques de microtitration):
Préalablement & la réalisation de 1'épreuve de fixation du complément, le complément doit étre titré

et sa quantité calculée, et le couple hémolytique doit étre préparé.

5.2.1. Titrage du complément :

Effectuer le titrage en tubes comme pour la méthode de fixation du complément en tube soit :
- Reprendre le complément lyophilisé par la quantité de solvant indiquée.
- Faire une dilution & 1/100 en tampon (0,1 ml dans 9,9 ml de T.V.)

- Répartir en tube selon le schéma ci-dessous (cf.figure 12)
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Témoins
hémolyse
I 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 HO HI00

Ca1/100(ml)|0.04 0,05 0,06 0,07 0.08 0.09 0.10 0,11 0.12 0,13 0.14 0.15 0.16 0 0.40

Tampon
véronal
(ml)
Antigéne dilué
selon titre
(1unité) (mt) {0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20 0,20

0.36 0.35 0.34 0,33 0,32 0.31 0.30 0.29 0.28 0.27 026 025 0.24 0.40 0

Agiter les tubes- les placer au bain —marie & 37°C pendant 30 minutes

Couple
hémolytique
(ml) 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40 040 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40

Agiter les tubes- les placer au bain —marie & 37°C pendant 30 minutes

Figure 12: Distribution des réactifs dans les tubes pour la méthode de fixation du

complément

5.2.2. Couple hémolytique :
- Préparer les éléments du couple hémolytique (suspension de globules rouges et solution de sérum

hémolytiques) en quantité suffisante pour le titrage du complément et les examens.

- Mélanger a parties égales :
e La suspension d’hématies a 2,5 % soit 0,5ml d’hématies (déja diluées a 50%) plus 9,5ml de
tampon véronal.
e Sérum hémolytique dilué (cf. Figure 13)

- Mélanger les quantités nécessaires pour le titrage du complément et les laisser a la température du

laboratoire 20 mn avant leur emploi.

- Garder a + 4°C jusqu'au lendemain et séparément le reste des éléments du couple.

Figure 13: Couple hémolytique préparé
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- Centrifuger immédiatement les tubes a la sortie du bain marie pendant 10 minutes & 500-1000g.

- Faire un témoin hémolyse Hso (0,50 ml du surnageant du témoin hémolyse Hy et 0,50 ml du

surnageant du témoin hémolyse Hjqo).

- Prendre comme unité Hso le premier tube de la gamme dont le surnageant présente la méme

coloration que le témoin Hsg ainsi préparé.

5.2.3. Calcul de la quantité de complément a préparer pour les examens :

Nous présentons la méthode de calcul du complément & préparer sous forme d'un exemple
Exemple :

- Nombre de cupules = 100, chaque cupule regoit 0,025 ml de complément dilué soit :

0,025 x 100 = 2,5 (volume total de complément dilué)

Nombre de cupules

6 (unités Hsp ) Volume de complément dans I"épreuve

Valeur trouvée au titrage

(Hso)
0,08 X 6xX100x0,025

100x0,2

= 0,060 mli

&

Volume d*antigéne dans le titrage

Dilution du complément dans
le titrage

- L’unité Hspa été trouvée pour le tube n° 5 (0,08 ml de complément a 1/100).

- L’épreuve utilise 6 unités Hs soit 0,060 ml de complément pur pour 2,44 ml de tampon véronal.
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5.2.4. Epreuve :
- Inactiver les sérums par chauffage au bain-marie 4 60° C pendant 30 minutes.
- Diluer les sérums a examiner et les sérums témoins a % en tube ou en plaque

et effectuer les dilutions suivantes sur plaque de microtitration (cf. Figure 14)

cupules | Tampo |Sérum dilutions |Dilutions Volume
n dilué finales final
(ul) A Va(dl) (u)
A{témoi 25 Ya 25
Témoins B
sérums
sérumj
B 25 Ya 25
C 25 2’5/ 25 1/8 25
D 25 / 25 1/16 25
E 25 / 25 1132 25
F 25 1/64 25
G
H 25

=
JeteAr/

Figure 14: Méthode de dilution des sérums sur la plaque de microtitration
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- Ajouter ensuite les différents réactifs selon le schéma suivant (cf. figure 15)

Cupules Antigéne dilué () | Tampon (ul) Complément ()

Témoins A = 25 25
sérums

B 25 - 25

C 25 - 25

D 25 - 25

E 25 - 25

F 25 - 25

Figure 15: Méthode de distribution de I'antigéne, du tampon et du complément sur la plaque de
microtitration

- Chaque série d’examens comportera les témoins suivants : (cf. figure 16)

Cupules |Sérum dilué | Antigéne Tampon (ul} | Complément

(K dilue (ul) (u)
Témoins 1 - 25 25 25
antigéne 2 - 25 25 25
Témoins 3 - - 50 25
complément 4 - - 50 25
Témoins 5 - - 75 -
couple 6 - - 75 -
hémolytique

Figure 16: Distribution des témoins sur la plaque de microtitration
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Agiter les plaques puis les couvrir

Placer les plaques au réfrigérateur & +4° C pendant une nuit.

e Lelendemain :

- Préparer le couple hémolytique (mélange & volumes égaux de la suspension de globules
rouges et de solution de sérum hémolytique préparées la veille).

- Laisser le mélange 10 minutes & la température du laboratoire.
- Placer alors les plaques 10 minutes 4 I'étuve 4 37° C.
Le couple hémolytique a ét€ maintenu ainsi 20 minutes & température du laboratoire.
- Ajouter dans toutes les cupules 50ul de couple hémolytique.
- Agiter les plaques puis les couvrir.
- Placer les plaques a l'étuve a 37° C pendant 30 minutes.
e Lecture :

- Centrifuger les plaques pendant 10 minutes & 500-1000g (centrifugeuse réfrigérée) ou les laisser
1 heure au réfrigérateur a + 4° C.

- Le degré d’hémolyse des hématies sensibilisées dans chaque cupule est noté de la fagon suivante :

e ++++ =inhibition compléte de I’hémolyse.

e +++=75% d’inhibition d’hémolyse (soit 25 % d’hémolyse).
e ++=50 % d’inhibition d’hémolyse (soit 50 % d’hémolyse).

e + =25 % d’inhibition d’hémolyse (soit 75 % d’hémolyse)

e 0 =hémolyse totale.

e Interprétation : (cf.figure 17)

* Moins de 50 % d’inhibition de I’hémolyse a la dilution 1/4= SERUM NEGATIF.

* 50 % ou plus d’inhibition de I’hémolyse a la dilution 1/4= SERUM POSITIF.
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Figure 17: Résultat de fixation du complément sur plaque de microtitration

Le tableau de correspondance entre les dilutions du sérum et le nombre d’unités CCE
sensibilisatrices est présenté dans la figure ci-dessous.

Dilutiondusérum 12 1/4 1'6 18 116 132

Nombre d unités

CEE
10 20 30 40 30 160
sensiblisatrices
Seuil de
positivité

Figure 18: Nombre d’unités CCE sensibilisatrices par rapport aux dilutions des sérums
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Les résultats obtenus par les deux antigénes (Ag 1 et Ag 2) employés dans l'épreuve de
I'antigéne tamponné sont comparés a un test de référence qui est la fixation du complément.

1. Résultats obtenus par l'antigéne ""1"':
1.1. Taux de réponse de I'antigéne "'1"':

Les taux de réponse de l'antigéne "1" par rapport au test de fixation du complément sont

présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau IV : Taux de réponse de l'antigéne "1" par rapport au test de fixation du complément

Fixation du Sérums positifs % Sérums négatifs %
complément alAgl alAgl
FC + 31 38.75 60 75.94
FC- 49 61.25 19 24.05
Total 80 100 79 100

On note que pour 'antigéne "1" seulement 38.75% des sérums qui étaient positifs a la FC ont
répondu positivement & 1'Ag 1, par ailleurs 75,94% des sérums qui €taient positifs & la FC ont

répondu négativement a cet antigene.

1.2. Calcul de la sensibilité et de la spécificité de I'Ag "1"":

Pour le calcul de la sensibilité et de la spécificité, les résultats doivent étre classés dans le

tableau de contingence suivant.

Tableau V: Tableau de contingence de 'Antigéne "1"

Agl B+ FC -

E‘i‘T VP=31 FP=49

EAT FN= 60 VN=19
91 68

- VP (vrai positifs) : sujets effectivement malades pour lesquels le test est positif

— VN (vrai négatifs) : sujets effectivement non malades pour lesquels le test est négatif.
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— FP (faux positifs) : sujets en réalité non malades pour lesquels le test est positif

— FN (faux négatifs) : sujets en réalité malades pour lesquels le test est négatif.
1.2.1. La sensibilité de I'Ag "1"":

Sen = VP/(VP+FN)

Sen = 31/(31+60)= 0.34

La capacité du test & identifier les sujets atteints de la maladie est de 34.07%
1.2.2. La spécificité de I'Ag "1"':

Sp = VN/(VN+FP)

Sp=19/(19+49)= 0,27

La capacité du test a identifier les sujets sains est de 27.94 %

1.3. Calcul des valeurs prédictives positives et négatives de 1'Ag ""1"':

Le calcul des valeurs prédictives positives et négatives obéit a la méme distribution des
résultats présentés dans le tableau 4.

1.3.1. La valeur prédictive positive de I'Ag "1'"":

VPP=VP/(VP+FP)

VPP=31/(31+49)=0.38

La probabilité d’avoir la maladie quand le test est positif est de 38.75%
1.3.2. La valeur prédictive négative de I'Ag "'1"":

VPN= VN/(VN+FN)

VPN=19/(19+60)=0.24

La probabilité de ne pas avoir la maladie quand le test est négatif est de 24.05%
1.4. Calcul de l'indice de Youden:

J = [(sensibilité + spécificité)- 1]

J= [(0.34 + 0.27)- 1]=- 0.38

Un indice négatif signifie que le test est inefficace

34



Résultats

Partie expérimentale

2. Résultats obtenus par I'antigéne "2"":

2.1. Taux de réponse de I'antigéne ""2"':

Pour le taux de réponse de l'antigéne "2", nous avons calculé celui de 1'antigéne global c.a.d
le flacon portant la mention " Antigene rose bengal". (cf. tableau 5)

Tableau VI: Taux de réponse de I'antigéne "2" par rapport au test de fixation du complément

Fixation du Sérums positifs % Sérums négatifs %
complément alAg?2 al'Ag?2
FC+ 57 91.93 34 35.05
FC- 3 8.06 63 64.94
Total 62 100 97 100

On remarque que 91.93% des sérums ayant répondu positivement a I'antigéne "2" étaient

positifs a la FC, par contre 35.05% des sérums qui on répondu négativement a 'antigéne

étaient en réalité positifs a la FC.

2.2. Comparaison des résultats obtenus par l'antigéne "2" global et les antigénes

spécifiques:

Les 159 sérums ont été testés simultanément sur l'antigéne "2" global et ses antigénes
spécifiques (B. abortus et B. melitensis). Les résultats sont présentés dans le tableau 6.

Tableau VII: Réponses des sérums a l'antigéne "2" global, B. abortus et B. melitensis

N° de sérum Ag ""2" global Ag "2" B.abortus Ag "2" B. melitensis
Seruml + — —
Serum?2 + e —
Serum3 3 + +
Serum4 - + +
Serum5 = + +
Serum6 — + =
Serum7 + = -
Serum§8 — + +
Serum9 —~ — +
Serum10 — + +
Seruml11 + — —
Serumi12 - + +
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Serum13

Serum14

Seruml15

Serum16

Serum17

Serum18

Serum19

Serum?20

Serum?21

Serum?22

N E S EN N AN N

Serum?23

Serum?24

Serum?25

+ |+

Serum?26

Serum?27

Serum?28

Serum?29

Serum30

|+ [+ ]+ ]+ ]+

Serum31

Serum32

|+ |+ ]+ |+

Serum33

..+_

Serum34

Serum35

||+ ]+

Serum36

Serum37

Serum38

Serum39

Serum40

Serum41

Serum4?2

||+ ]| F

Serum43

Serum44

Serum45

Serum46

Serum47

Serum48

Serum49

Serum50

Serum51

Serum52

BESE A S EN E N N

Serum53

Serum54

Serum55

Serum56

||+ + |+

Serum57

Serum58

Serum59

Serum60
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Serum61

Serum62

+

Serum63

Serum64

|

Serum65

Serum66

Serum67

Serum68

+ ||+

Serum69

Serum70

+

Serum71

Serum72

+

Serum73

|

Serum74

[

Serum75

Serum?76

+

Serum77

Serum?78

Serum79

Serum80

Serum81

Serum8§2

Serum83

L[+ ]+ [ +]+

Serum84

Serum85

Serum86

Serum87

Serum88

|+ |+ ]+

Serum89

Serum90

Serum91

[+

Serum92

Serum93

Serum94

Serum95

Serum96

Serum97

Serum98

Serum99

Serum100

Serum101

Serum102

Serum103

Serum104

Serum105

Serum106

Serum107

Serum108

+
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Serum109

Serum110

Seruml111l

Serum112

Serum113

Seruml14

Serum115

Serum116

Serum117

Serum118

Serum119

Serum120

Serum121

Serum122

Serum123

Serum124

Serum125

Serum126

Serum127

Serum128

Serum129

Serum130

Serum131

Serum132

Serum133

Serum134

L+ |+

Serum135

-+

Serum136

+]+

Serum137

Serum138

Serum139

I+

Serum140

Serum141

Serum142

Serum143

Serum144

Serum145

Serum146

Serum147

Serum148

Serum149

Serum150

Serum151

Serum152

Serum153

Serum154

Serum155

Serum156
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Serum157

Serum158

Serum159

Nous résumons les résultats présentés dans le tableau 6 en :

1- 11 sérums ont donnés un résultat positif aux trois variantes d'antigéne.

2- 58 sérums ont donnés un résultat négatif aux trois variantes d'antigéne.

deux antigénes spécifiques simultanément.

3- 28 sérums ont donnés un résultat négatif a 1'antigéne global et un résultat positif aux

4- 49 sérums ont donnés un résultat positif a I'antigéne global et un résultat négatif aux
deux antigénes spécifiques simultanément.

5- 1 sérum a donné un résultat positif & l'antigéne global et un résultat positif a I'un des

deux antigénes spécifiques.

6- 12 sérums ont donnés un résultat négatif a l'antigéne global et un résultat positif a I'un

des deux antigénes spécifiques.

2.3. Calcul de la sensibilité et de la spécificité de I'Ag ""2"':

Nous avons calculé la sensibilité et de la spécificité de I'Ag "2" global, les résultats sont
classés dans le tableau de contingence suivant.

Tableau VIII: Tableau de contingence de 1'Antigéne "2"

Ag2

FC + FC -

E‘i*T VP=57 FP=5
EAT FN= 34 VN= 63
91 68

2.3.1. La sensibilité de I'Ag 2:
Sen = VP/VP+FN

Sen =57/(57+34) = 0.62

La capacité du test a identifier les sujets atteints de la maladie est de 62.64%
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2.3.2. La spécificité de I'Ag 2:
Sp = VN/(VN+FP)
Sp=63/(63+5)=0. 92

La capacité du test a identifier les sujets sains est de 92.65%

2.4. Calcul des valeurs prédictives positives et négatives de I'Ag "2":

Le calcul des valeurs prédictives positives et négatives obéit a la méme distribution des
résultats présentés dans le tableau 7.

2.4.1. La valeur prédictive positive de I'Ag "'2":
VPP= VP/(VP+FP)
VPP=57/(57+5)=0. 91

La probabilité d’avoir la maladie quand le test est positif est de 91.94%

2.4.2. La valeur prédictive négative de I'Ag "'2"':
VPN= VN/(VN+FN)
VPN=63/63+34)= 0.64

La probabilité de ne pas avoir la maladie quand le test est négatif est de 64.95%

2.5. Calcul de I'indice de Youden:
J = [(sensibilité + spécificité) - 1]
J=1(0.62 + 0.92)- 1]=0.55

Un indice se rapprochant de 1 signifie que le test est efficace.
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3. Comparaison des deux antigénes:

Un tableau comparatif des caractéristiques des deux antigénes est présenté ci-dessous.

Tableau IX: Tableau comparatif des caractéristiques des deux antigénes

Caractéristiques Antigéne 1 Antigéne 2
Sensibilité 0.34 0.62
Spécificité 0.27 0.92
VPP 0.38 0.91
VPN 0.24 0.64
Indice de Youden -0.38 0.55

Le tableau 8 montre que toutes les caractéristiques de 1'antigéne "1" sont inférieures a celle de
l'antigéne "2", donc I'Ag "2" est meilleurs que I'Ag "1".
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La sérologie demeure la méthode la plus pratique pour la détection de la brucellose et parmi les
différents tests sérologiques permettant le diagnostic et la surveillance de la brucellose, la coloration
sur plaque au Rose bengale (RBT) est largement utilisée comme test de dépistage pour déterminer
la prévalence dans les troupeaux. Cependant, malgré la simple utilisation de ce test, sa fiabilité est

conditionnée par la qualité des antigénes employés et les conditions d'utilisation.

Dans notre étude, les deux antigenes testés ont montré des caractéristiques intrinséques et
extrinséques assez faibles contrairement & une étude Algérienne de comparaison des tests
sérologiques qui a rapporté une sensibilité et une spécificité de 96,3% et 94,1% respectivement,

pour un test de rose bengale comparé a un test de fixation du complément [02]
En effet, nous constatons dans la présente étude que pour:
- L'antigéne'1":

Seulement 38.75% des sérums répondant positivement & la FC ont répondu positivement a
I'Antigéne "1" ce qui est tres faible, parallélement 75,94% des sérums ont répondu négativement a
cet antigéne alors qu'ils étaient positifs & la FC. Ces valeurs montrent déja la faible capacité de cet
antigéne a détecter des sérums positifs. En d'autres termes si cet antigéne aurait été employé dans
les conditions naturelles du dépistage des €levages, un grand nombre de sujets positifs ne serait pas

révélé (des faux négatifs).

Par ailleurs, sa sensibilité et sa spécificité sont de 0.34 et de 0.27 respectivement, cela signifie que
dans nos conditions d'expérimentation, la capacité du test a identifier les sujets atteints de la
maladie est de 34.07% et sa capacité a identifier les sujets sains est de 27.94 %, ces valeurs sont
trés en dessous de ce qui est indiqué dans le prospectus du réactif mentionnant une sensibilité de

100% et une spécificité de 98%.

Le méme constat a été observé pour les valeurs prédictives, en effet, la probabilité d’avoir la
maladie quand le test est positif (VPP) est de 38.75% et la probabilité de ne pas avoir la maladie
quand le test est négatif (VPN) est de 24.05%.

L'indice de Youden a donné une valeur négative (-0.38) pour cet antigéne concluant & une
inefficacité totale de ce test, sachant que cet indice classe un test comme étant efficace si sa valeur

se rapproche de 1.
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- L'antigéne'2":

Pour cet antigéne, 91.93% des sérums positifs & la FC ont répondu positivement a l'antigéne "2" ce
qui est relativement acceptable, par contre, 35.05% des sérums qui on répondu négativement &
l'antigéne étaient en réalité positifs & la FC, donc nous sommes en présence d'un taux important de

faux négatifs.

La sensibilité et la spécificité de cet antigéne est de 0.62 et 0.92 respectivement, méme si elles ne
sont pas trés bonne surtout pour la sensibilité, elles sont meilleurs que celles observées par

I'antigéne "1".

Les valeurs prédictives de 1'antigéne "2" représenté par 0.91 et 0.64 respectivement pour la VPP et

la VPN sont également meilleurs que celles de I'antigéne "1".

Son indice de Youden a donné une valeur positive de 0.55 concluant que le test est plus ou moins

efficace.

En revanche, ce que nous avons constaté dans l'antigéne "2" c'est l'incohérence des réponses
obtenues entre I’antigéne global (que nous avons nommé global, il est appelé par le fabriquant
Brucella rose Bengal reagent) et ses deux antigénes spécifiques (B.abortus et B.melitensis), ainsi,

nous avons constaté que:

- 28 sérums ont donnés un résultat négatif a l'antigéne global et un résultat positif aux deux
antigénes spécifiques simultanément, par ailleurs, 12 sérums ont donnés un résultat négatif a
I'antigéne global et un résultat positif & I'un des deux antigénes spécifiques. Ces résultats paraissent
illogiques puisque l'antigéne global est sensé contenir les 2 antigénes de B.abortus et B.melitensis, il

devrait donner impérativement un résultat positif dans ce cas.

- 49 sérums ont donnés un résultat positif a l'antigéne global et un résultat négatif aux deux
antigénes spécifiques simultanément, 1a aussi le résultat parait illogique puisqu'on devrait avoir au

moins un des deux antigénes spécifiques qui réagirait positivement si I'antigéne global est positif.

Ces résultats nous incite a avoir des doutes quant a la fiabilité de ce réactif surtout que le prospectus
ne donne aucune indication sur la méthode d'emploi ou l'interprétation des résultats obtenus par les

trois antigénes qui le composent (global, B.abortus et B.melitensis).
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En réalité, mémes apres ces résultats non satisfaisants, nous ne pouvons pas juger ces réactifs et
apporter des conclusions concrétes sur la base d'un seul lot et sur la base d'un échantillonnage aussi

réduit.

Par ailleurs, dans ce genre d'expérimentations, il est important de vérifier les conditions dans

lesquelles se sont déroulées les manipulations comme:

- Les conditions de conservation de l'antigéne et des sérums: L'antigéne doit étre conservé a +4°C,

et cette condition est difficile a vérifier depuis le fournisseur jusqu'au laboratoire d'analyse.

- La température des réactifs et du milieu ambiant lors de la manipulation: La quantité d'antigéne
utilisé doit €tre ramenée & température ambiante 30 mn avant emploi, chose qui n'est pas respecté a
chaque manipulation, en effet Mc millan [51] a rapporté que la température de l'antigéne et du

milieu ambiant peu influencer sur la sensibilité et la spécificité du test.

- Les erreurs de manipulations et d'interprétation, en effet, il est a ét€ rapporté par Cho et al., [15]
que malgré que le test du rose bengale soit un test largement utilisé de par le monde, et qu'il soit
considéré parmi les tests les plus faciles a réaliser, son interprétation demeure fortement lie &

l'expérience du manipulateur.

En fin selon Gall et Nielsen [29], aucun test ne peut étre fiable a lui seul et l'association de deux
ou plusieurs tests s'avére parfois nécessaire pour pouvoir juger du statut sérologique d'un animal ou

d'un troupeau.



Conclusion

En Algérie, malgré les efforts et les stratégies de lutte contre la brucellose, elle constitue
toujours un probléme de santé animale, qui a des répercussions sur 1’économie nationale et
sur la santé publique. La maladie humaine ne disparaitra que lorsque la maladie animale aura

été éliminée grace a des moyens de prophylaxie médicale et sanitaire.

La stratégie de lutte dépendra donc fortement des moyens de dépistage et d'abattage, ainsi, le

choix des tests sérologiques constitue un élément essentiel dans cette stratégie.

Dans notre étude qui est portée sur deux antigénes commercialisés et employés dans
I'épreuve de l'antigéne tamponné dans des laboratoires d'analyses, nous avons montré les
limites de ces derniers. En effet, l'antigéne "1" a montré des valeurs intrinséques et
extrinséques complétement inacceptables, et I'antigéne "2" a montré des valeurs
intermédiaires avec des incohérences d'interprétation entre 'antigéne global et les antigénes

spécifiques.

En conclusion, les antigénes commercialisés peuvent ne pas étre fiables en présentant
beaucoup de résultats faussement négatifs ou faussement positifs entravant ainsi la fiabilité de
détection des animaux positifs, et de ce fait permettant la pérennisation de la maladie dans les
€levages. Il est nécessaire donc de les contrdler dans des conditions expérimentales adéquates
avant de les mettre sur le marché et de confirmer les résultats positifs avec des techniques plus

fiables telles que la fixation du complément et I'Elisa.



Recommandations :

A l'issu de notre étude, les recommandations qui en découlent portent sur:

1

Le controle des réactifs a I'importation par les laboratoires compétents.

- L'établissement de régles d'acheminement, de conservation et d'utilisation des réactifs

par les laboratoires.

- Le contrdle des bonnes pratiques d'hygiéne et de manipulation dans les laboratoires.

- L'utilisation et la standardisation de tests plus fiables tels que 1'Elisa dans le controle

de la brucellose dans les laboratoires vétérinaires nationaux.
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