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RESUME ET MOTS CLES
Résumé

La brucellose est une zoonose due & des bactéries du genre Brucella. La maladie est
mondialement répandue et se transmet 2 I’homme dans certaines circonstances. C’est une
infection systémique caractérisée par un important polymorphisme clinique pouvant
entrainer des complications graves nécessitant des traitements longs et contraignants. Des
formes chroniques peuvent également survenir chez certains patients. Les réservoirs
classiques de la bactérie sont les animaux d’élevage, mais ils se sont toutefois étendus a
certains mammiféres sauvages et marins. Les voies de transmission, de ’animal infecté a
’homme, sont principalement la voie digestive et le contact direct. La contamination par
voie digestive se fait par I’ingestion de produits contaminés (lait cru et dérivés, la viande).
La brucellose est endémique en Algérie et la région de Blida n’est pas indemne ce qui
suggéré le renforcement des moyens préventives et de lutte pour venir a bout de cette
maladie aux conséquences graves.

Summary

Brucellosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Brucella. The disease is
prevalent worldwide and transmitted to humans under certain circumstances. This is a
systemic infection characterized by a significant clinical polymorphism may lead to
serious complications requiring long and demanding treatments. Chronic forms may also
occur in some patients. Conventional reservoirs of the bacteria are livestock, but they
extended to some wild and marine mammals. The transmission channels of the infected
animal to man, mainly the digestive track and direct contact. Contamination from the
gastrointestinal tract is through the ingestion of contaminated products (raw milk and
dairy, meat). Brucellosis is endemic in Algeria and the region of Blida is included, which
suggested the strengthening of preventive means and fight to defeat this disease with
serious consequences.

Mots clés : Brucellose, Brucella melitensis, zoonose, Blida, produits laitiers non
pasteurisés.
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GLOSSAIRE

- Anthropozoonoses : correspondent aux pathologies qui se transmettent exclusivement des
animaux vertébrés, aux humains.

- Atteinte méningo-myélo-radiculaire : atteinte des méninges, de la moelle épiniére et des
racines des nerfs craniens ou rachidiens.

- Bursite : Inflammation aigué ou chronique d’une bourse séreuse.

- Camélidés : sont des mammiferes artiodactyles. Les espéces vivantes du genre sont le
dromadaire et le chameau de Bactriane, en Afrique et en Asie, et le lama, l'alpaga, le
guanaco et la vigogne en Amérique.

- Envenimation : Pénétration de venin dans I'organisme a la suite de la morsure ou de la
piqlre d'un animal ; ensemble des phénoménes pathologiques qui en résultent.

- Enzootie : maladie épidémique, qui n'atteint que les animaux d'une seule localité ou d'une
seule exploitation, soit en permanence, soit a certaines époques. (S'oppose a épizootie.)

- Epizootie : maladie frappant, dans une région plus ou moins vaste, une espéce animale ou
un groupe d'espéces dans son ensemble.

- Equidés : forment la famille de mammiféres comprenant actuellement trois groupes
d'espéces : les chevaux, les anes, et les zébres. Toutes font partie du genre Equus.

- Erythéme noueux : L'érythéme noueux est une dermo-hypodermite septale. La Iésion
¢lémentaire est une nouure : c'est-a-dire un nodule ferme enchassé dans la peau, rond,
sensible a la palpation, parfois rouge, et chaud.

- Fimbria : (fimbriae au pluriel), les fimbriae sont des appendices protéiques (constituées de
sous unités de piline organisées en hélice formant les filaments), présents chez de
nombreuses bactéries Gram-négatives qui sont plus fins et plus courts que ne le sont les
flagelles. Ils ne sont pas capables de rotation et ne présentent pas de corps basal complexe.

- Hygroma : Inflammation, aigué¢ ou chronique, d’une bourse séreuse distendue par un
exsudat.

- Incidence : est une mesure du risque pour un individu de contracter une pathologie pendant
une période d’année.

- Infiltrat pulmonaire labile : Présence d'opacités fugaces et bénignes apparaissant a la
radiographie des poumons.

- Irido-cyclite : ¢’est une inflammation, aigué ou chronique, de l'iris.

- Mouvement athétosique : C’est un mouvement lent, ondulatoire. Il intéresse
préférentiellement les extrémités des membres ou il est caractérisé par une combinaison
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quelconque des mouvements plus ou moins continus, lents, serpentiformes, de flexion,
extension, abduction et adduction.

Olécranien : en anatomie humaine relatif a la partie saillante du cubitus correspondant & la
région postérieure du coude.

Périplasme : le périplasme désigne l'espace situé entre les deux barrieres perméables
sélectives que sont la membrane cytoplasmique (ou membrane interne) et la membrane
externe chez les bactéries a Gram négatif, aussi appelé bactéries didermes. Cette zone de
l'enveloppe bactérienne, aussi appelé espace périplasmique, contient une fine paroi
constituée de peptidoglycane (ou muréine).

Prévalence : est une mesure de |’état de santé d’une population a un instant donné, elle
s’exprime en%.

Pyodermite : Toute infection cutanée purulente : furoncle, impétigo, sycosis, etc.

Radeau lipidique : Un radeau lipidique (en anglais, lipid raft) ou raft lipidique est un
microdomaine de la membrane plasmique, riche en cholestérol et en sphingolipides mais
pauvre en DHA (Acide DocosaHexaénoique). 1l se caractérise par sa faible densité
(flottabilité sur un gradient de densité) et son insolubilité dans des détergents doux, d'ol
['autre nom technique parfois utilisé : detergent-resistant membrane.

Rémittent : qui entre dans une période de calme momentané.

Rotulien : qui concerne 'os mobile de forme triangulaire joint au fémur et placé en avant
de l'articulation du genou.

Ruminant : Un ruminant est un mammifere herbivore polygastrique dont la digestion a
totalement ou partiellement lieu au travers d'un processus de remastication de I'alimentation
apres son ingestion,

Sarcoidose : Maladie systémique chronique d’étiologie inconnue, caractérisée
histologiquement par une réaction inflammatoire granulomateuse formée de cellules
épithélioides et géantes non nécrosantes.

Sexe ratio : rapport des sexes ou rapport de masculinité, est le rapport du nombre de males
et de femelles au sein d’une espece a reproduction sexuée.

Spondylodiscite : Inflammation conjointe d’une vertébre et des disques intervertébraux sus
ou sous-jacents.

Ténosynovite : Inflammation d’un tendon et de sa gaine synoviale.

Tularémie : Maladie infectieuse due a Francisella tularensis, qui atteint essentiellement
les animaux, en particulier les rongeurs sauvages. L’homme est infecté par des pigires de
tiques ou de taons, ou par le contact direct avec des animaux infectés. Il s’agit d’une
zoonose.
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Ultrason : onde mécanique et €lastique, qui se propage au travers de supports fluides,
solides, gazeux ou liquides.

Uvéite : inflammation de la membrane vasculaire du globe oculaire.
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INTRODUCTION

La brucellose, également appelée fievre de Malte, fievre sudoro-algique, fiévre ondulante,
mélitococcie ou fievre méditerranéenne est une maladie infectieuse, contagieuse qui touche de
nombreuses espéces animales mais également I’homme. Elle est due a des coccobacilles du
genre Brucella.

La brucellose a été décrite pour la premiére fois en 1859, sur I’ile de Malte, par un médecin
anglais nommé Marston. Il s’agit d’une anthropozoonose transmise a partir de diverses espéces
animales a 'nomme qui est un hote accidentel, soit par voie cutanéomuqueuse (contact avec un
animal infecté ou un objet contaminé) soit par voie digestive (ingestion d'aliments contaminés
tels produits lactés, fromages...).

Cette maladie demeure endémique dans le Bassin méditerranéen, le Moyen Orient, en Asie, en
Afrique et en Amérique latine et en Algérie ou on a connu une élévation importante dans le
nombre de cas de brucellose humaine depuis I’année 2004 avec un maximum de plus de 900
cas en 2007 puis une régression progressive jusqu’a 2009.

La wilaya de Blida n’est pas indemne de cette zoonose, cela est li€ a la consommation des
produits laitiers non pasteurisés qui est trés largement répandue chez la population blidéenne.
Il'y aeu 13 cas déclarés de brucellose humaine en 2011, 7 cas en 2014 et 1 cas en 20135.



OBJECTIFS DE NOTRE TRAVAIL

1- Exposer 1'épidémiologie de la brucellose animale et ses particularités en Algérie et a
Blida avec des données récentes.

2- Exposer I'épidémiologie de la brucellose humaine et ses particularités en Algérie et a
Blida avec des données récentes.

3- Discuter un questionnaire sur la connaissance de la brucellose par la population générale
et les comportements a risque.




PARTIE I : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE
CHAPITRE 1 : DEFINITIONS ET GENERALITES
1- Définitions
a- Zoonose

Le terme « zoonose » a été créé au XIX® siecle, a partir du grec zéon, « animal » et nosos,
« maladie », par Rudolf Virchow. [65]

Selon I'OMS : « On appelle zoonose toute maladie ou infection qui est transmissible
naturellement depuis les animaux vertébrés vers ['espéce humaine et vice-versa ».

Les anthropozoonoses correspondent aux pathologies qui se transmettent exclusivement des
animaux vertébrés, aux humains. [82]

Sont exclues du champ des zoonoses les maladies non infectieuses causées par des animaux
(envenimations, allergies), les maladies infectieuses transmises artificiellement d'une espéce a
l'autre (études de laboratoire). De méme, les maladies communes a I'homme et a certains
animaux, sans transmission inter-espéces, ne rentrent pas dans le champ des zoonoses.

L'importance sanitaire des zoonoses ne cesse de croitre et environ 75 % des maladies humaines
€¢mergentes sont zoonotiques. [65]

b- Brucellose

La brucellose, également appelée fiévre de Malte, fiévre sudoro-algique, fiévre ondulante,
mélitecoccie ou fiévre méditerranéenne, est une maladie infecticuse, contagieuse, commune
a de nombreuses espeéces animales et a I’homme : on parle d'anthropozoonose. Elle est due a
des coccobacilles du genre Brucella. [7] [43] [44] [132]

La brucellose se traduit chez I’animal comme une maladie d’évolution aigue ou chronique,
affectant principalement les organes de la reproduction et dont la manifestation clinique la plus
fréquente est I'avortement. [44] [132]

La maladie touche les bovins, les porcs, les ovins et les caprins, les équidés, les camélidés et
les chiens. Elle peut également atteindre d’autres ruminants, et certains mammiféres marins.

Généralement, les animaux guérissent et réussiront a donner naissance a une descendance
vivante apres un premier avortement, mais ils peuvent continuer a excréter la bactérie. [151]

Les especes les plus pathogenes pour I’homme sont : Brucella melitensis (transmise surtout par
les caprins et les ovins), Brucella abortus (bovins), Brucella suis (porcins) et Brucella canis
(canins). [150]

Chez I’Homme, la brucellose est une maladie a déclaration obligatoire (MDO n°16), elle est
aussi, dans certaines circonstances, classée maladie professionnelle. [44] [132]



2- Historique

Selon les pays, les époques et les animaux concemés, la brucellose a successivement €té
nommée fievre de Malte, fievre ondulante, mélitococcie, fievre méditerranéenne, maladie de
Bang, avortement épizootique des bovidés ou plus simplement avortement contagieux. [113]

La brucellose a été caractérisée comme entité nosologique, au XIXe siécle, par des médecins
militaires anglais installés sur I’lle de Malte. [139]

En 1859, Allen Jeffery Marston a attribué la premiére description clinique fiable de la
brucellose.

En 1887, David Bruce, médecin militaire & Malte, isole de rates de 4 soldats britanniques
décédés d’une fievre de Malte, I’agent responsable de la maladie. Le germe regut le nom de
Micrococcus melitensis en 1893.

En 1897, au Danemark, Bang extrait de I’estomac d’avortons bovins « le bacille de
I’avortement épizootique de la vache », qu’il nomma Bacillus abortus bovis. La méme année,
Almroth Wright décrit le test diagnostique par séroagglutination en tube.

En 1905, le role de la chévre comme réservoir de I’agent de la brucellose sur I’ile de Malte est
décrit par Themistocles Zammit, bactériologiste maltais.

La brucellose ou fievre de Malte est ensuite décrite dans de nombreux autres sites, sous des
dénominations variables : fievre de Crimée, fiévre de Gibraltar, fievre de Chypre, fievre de
Creéte, fievre de Constantinople ... etc.

La relation entre Micrococcus melitensis et B. abortus n’est établie qu’en 1917 par Alice
Evans, bactériologiste américaine, qui propose la création du genre Brucella (et des espéces
Brucella melitensis et Brucella abortus) en I’honneur des travaux de Bruce.

Quatre autres especes sont ensuite caractérisées :
En 1914, B. suis isolée par Traum chez des truies présentant des avortements.

En 1929 : Le bacille isolé par Traum est individualisé sous le nom de Brucella suis par
Huddelson,

En 1930 : aux Etats Unis, Buck démontre le pouvoir protecteur de la souche non virulente
Brucella abortus S19 sur des bovins qui sera plus tard utilisée comme vaccin pour prévenir la
brucellose bovine.

En 1932 : Wilson et Miles affirment la présence d’antigenes de structure lipopolycaccharidique
chez Brucella, appelés A et M et inégalement répartis selon les espéces.

En 1938 : La souche B. abortus 45/20 est testée pour la premiére fois comme vaccin par Mc
Ewen et Priestley.

En 1953, en Nouvelle Zélande et en Australie, Buddle et Boyes identifient B. ovis comme la
responsable des épididymites des béliers.
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En 1957, B. neotomae espéce isolé de rats du désert (Neotoma lepida) dans |’ Utah (Etats-Unis)
par Stoenner et Lackman.

En 1966, B. canis reconnue par Carmichael comme agent d’avortements chez la chienne de
race Beagle.

En fait, de nombreux mammiferes terrestres constituent un réservoir potentiel pour les bactéries
du genre Brucella.

Plus récemment, en 1994, un cas d’avortement chez un dauphin en captivité lié a une infection

par des Brucella différentes des espéces précédemment caractérisées est rapporté en Californie
(Etats-Unis). D’autres souches semblables sont ensuite isolées chez des dauphins, mais
également chez d’autres mammiféres marins, tel que des phoques ou des marsouins. Cette
découverte a relancé I’intérét médical pour ces bactéries, notamment depuis la description de
cas probables d’infections humaines li€es a ces nouvelles Brucelia.

En 2001, Cloeckaert et al [26] proposent de grouper des souches de Brucella isolées chez des
cétacés et des pinnipedes en deux nouvelles especes : Brucella cetaceae et Brucella
pinnipediae.

En 2008 : L’espece B. microti est isolée du campagnol (Microtus arvalis) en république
tcheque.

En 2009 : [Iespéce B. inopinata est isolée et caractérisée aux Etats-Unis.
[441[47]1[72](73][110][123][136]

3- Origine de la brucellose en Algérie
L’existence de la brucellose en Algérie remonte au 19¢éme siécle.

En 1895, Cochez fait les premieres descriptions de la maladie, il soupgonna I'existence de cette
maladie a Alger, ensuite en 1899, Legrain dans la vallée de la Soummam. [9][78]

En 1907, des recherches furent instituées 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. [75] [76] [77]

Plusieurs travaux de recherche furent entrepris de 1911 a 1956 confirmant la présence de la
brucellose 4 I'Ouest (Oran), au Centre (Alger), a I’Est (Constantine) et méme au Sud (Hoggar).
[78]

Des la découverte de la brucellose en Algérie, plusieurs travaux relierent son origine a
I'importation de chevres espagnoles, de chevres et vaches maltaises au nord ; d’autres
expliquent I’introduction de la maladie a I’ouest du pays par les caravanes marocaines.

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. [78]

I fallait attendre quelques années aprés I’indépendance, pour retrouver la premiére étude menée
sur la brucellose bovine par Dr Benelmouffok en 1969. [6]
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Aujourd’hui, cette pathologie sévit encore dans nos €élevages, malgré un programme de lutte
basé sur une prophylaxie sanitaire (dépistage/abattage).

4- Importance sanitaire et économique de la brucellose
La brucellose pose dans le monde entier un double probléme : sanitaire et économique.

La maladie entraine des conséquences sérieuses dans les élevages : avortements (responsables
des pertes les plus importantes), mortinatalité, pertes en lait et en viande.

Ces pertes économiques sont tres variables selon les pays, car des données trés diverses doivent

étre prises en compte (extension de la maladie, espéces animales atteintes, valeur relative des
animaux en fonction des données économiques du pays concerné, possibilités de reconstituer
un cheptel sain, besoins alimentaires de la population, etc.)

[T est difficile de connaitre exactement l'importance de la brucellose humaine dans le monde.
Nombreux sont les pays ou la brucellose humaine est mal connue des médecins et non
diagnostiquée. Les formes inapparentes de la maladie sont fréquentes, surtout lorsque l'infection
est due & B. abortus ; il arrive également souvent que la brucellose aigue soit confondue avec
une autre infection et qu'un traitement par un antibiotique, donné en aveugle, estompe les signes
de la maladie. Ceci explique qu'on observe de plus en plus des Iésions de brucelloses chroniques
évoluant chez des sujets pour lesquels on n'avait pas la notion de brucellose aigue antérieure.

Le colt de la maladie humaine ne peut étre négligé, bien qu'il soit tres difficile a évaluer
puisque le nombre de cas est en général mal connu. La maladie frappe le plus souvent des
hommes jeunes, dans la période de leur pleine activité professionnelle. Le traitement
antibiotique des formes aigues est long et coliteux, la convalescence est toujours longue, durant
en moyenne trois mois. Les complications, le passage a la chronicité, touchant environ 10% des
malades et se manifestant surtout par une asthénie physique et psychique, entrainent des
incapacités de travail qui peuvent atteindre plusieurs années.

C'est pourquoi, outre les problemes humanitaires posés par |'affection, le poids économique de
la maladie humaine justifie que soient prises des mesures de prévention sans attendre
I'éradication de la maladie animale. [22]
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CHAPITRE 11 : AGENT PATHOGENE : TAXONOMIE ET
CARACTERES BACTERIOLOGIQUES

1- Taxonomie
Sur le plan phénotypique :

L’agent pathogéne de la brucellose est une bactérie du genre Brucella dont la taxonomie est la
suivante :

Reégne Bacteria
Embranchement Proteobacteria
Classe Alpha Proteobacteria
Ordre Rhizobiales

Famille Brucellaceae

Genre Brucella

Tableau 1 : Taxonomie du genre Brucella. [114](2010)

Le genre Brucella contient actuellement dix espéces elles-nmiémes séparées en biovars :
e Brucella melitensis (Hughes 1893) Meyer and Shaw 1920

e Brucella abortus (Schmidt 1901) Meyer and Shaw 1920

o Brucella suis (Huddelson 1929)

e Brucella ovis (Buddle 1956)

e Brucella neotomae (Stoenner and Lackman 1957)

e Brucella canis (Carmichael and Bruner 1968)

e Brucella cetaceae (Cloeckaert et al. 2001 ; Foster et al. 2007)

e Brucella pinnipediae (Cloeckaert et al. 2001 ; Foster et al. 2007)

e Brucella microti (Hubalek et al. 2007) Scholz et al. 2008

e Brucella inopinata (De et al. 2008) Scholz et al. 2010

[42] [154]

Quatre d’entre elles sont pathogénes chez ’homme : B. melitensis qui est I’espece le plus
pathogéne, suivie par B. suis, B. abortus et B. canis.

Sur le plan génomique :

Les études fondées sur I’hybridation ADN/ADN ou sur la séquence du géne codant pour I’ARN
ribosomal [6S ont montré que le genre Brucella est en fait monospécifique. Les anciennes
especes infectant les mammiféres terrestres, ainsi que celles décrites récemment chez des
mammiféres marins, appartiennent a une espece unique dont le nom proposé est B. melitensis.
Les anciennes espéces sont ramenées au rang de sous espéces et les anciennes dénominations
seront utilisées dans ce mémoire par soucis de simplification.




2- Caractéres bactériologiques

a- Caractéres morphologiques

Ce sont des petits coccobacilles, mesurant de 0,6 a 1,5 pm de long relativement rectiligne avec
deux extrémités arrondies et de 0,5 a 0,7 pm de diamétre, elles apparaissent généralement
isolées mais peuvent se rencontrer par paire ou en petits amas, plus rarement, disposés en
courtes chaines.

Elles sont Gram négatif immobiles mais animés de fort mouvements browniens, non capsulées,
non sporulées et non flagellées, ne forment pas d’endospores. [39] [48] [137]

N oo
PUTE I

Figure 1 : La coloration de GRAM de Brucella canis.
b- Caractere culturaux

Les Brucella sont des bactéries trés exigeantes hautement contagieuses poussent lentement et
difficilement sur les milieux de cultures.

i) Les conditions physico-chimiques

-le pH permettant la croissance des Brucella varie entre 6,6 et 7,4 ; le pH optimal est de 6,8 ;
-la température de culture peut varier entre 20 et 40 °C, la température optimale se situant a
37°C;

-les Brucella sont aérobies strictes. L’apport d’oxygéne aux cultures favorise d’ailleurs leur
croissance. Toutefois, certaines espeéces nécessitent I’ajout de dioxyde de carbone pour leur
culture (5-10%) comme B. gbortus. [14] [15] [124]

ii) Les besoins nutritionnels

Les besoins nutritionnels sont complexes :

-I’ion ammonium et/ou certains acides aminés constituent une source d’azote pour les Brucella ;
-le glucose, le galactose, le fructose ou I’acide lactique représentent des sources de carbone ;
-les ions sodium, soufre, magnésium et fer sont indispensables, de méme que les vitamines :
thiamine, niacine et biotine.




iii) La culture

L’isolement direct et la culture des Brucella sont habituellement réalisés sur milieu solide. Cette
méthode est la méthode de choix car elle facilite I’identification et I’isolement des colonies en
croissance et limite la formation des mutants non lisses (rugueux) et le développement excessif
de contaminants. Cependant, les milieux liquides peuvent étre recommandés pour les
échantillons volumineux et pour I’enrichissement. La culture des Brucella nécessite I’ utilisation
des milieux riches ; on distingue :

¢ les milieux solides :

* gélose dextrosée au sérum (SDA) qui est généralement privilégié pour I’observation de
la morphologie des colonies (Annexe I).

* milieux commerciaux (gélose trypticase soja (TSA) (Annexe II). et la gélose tryptosée)
:’ajout de 2 a 5 % de sérum de bovin ou de cheval est nécessaire pour la croissance de
souches telles que B. abortus biovar 2)

* gélose au sang (Annexe III).

e les milieux liquides : bouillon trypticase soja, bouillon tryptosé (Annexe IV).
e les milieux biphasiques :

* milieu de Castafieda : recommandé pour I’isolement des Brucella a partir du sang et
d’autres fluides biologiques comme le lait, pour lesquels un enrichissement est souhaitable.
Ce milieu est utilisé¢ du fait de la tendance des Brucella a dissocier en bouillon et la présence
de bactéries rugueuses peut nuire au biotypage de la souche isolée. (Annexe V).

o Les milieux sélectifs :

Ils correspondent aux milieux habituels additionnés d’antibiotiques ou antifongiques
(milieu de Farrell, milieu de Kuzdas et Morse). [104] (Annexe VI et VII)

e Aspect des cultures :

Sur milieux solides, de fines colonies rondes a bords réguliers et translucides apparaissent
2 a3 fois jours apres |I’ensemencement. On en distingue deux types : les colonies S (Smooth
=|isse) et les colonies R (Rough= rugueuse).

Sur milieux liquides, la culture apparait en 48 h a 4 jours et donne un trouble homogéne.
[124]

c¢- Caracteres biochimiques
i) Caractére généraux du genre
Les principaux caractéres biochimiques du genre sont les suivants :

-présence d’une catalase ;
-réaction oxydase +, sauf pour B.neotomae, B .ovis, et parfois B. abortus ;
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-présence d’une uréase ;

-présence d’une nitrate-réductase (réduction des nitrates en nitrites) sauf par B. ovis qu’il est
nitrate réductase négative ;

-ne produisent pas ni Pindole ni d’acétylméthylcarbinol (réaction négative de Voges-
Proskauer) ;

-pas de liquéfaction de la gélatine ;

-réaction négative au rouge de méthyle et a ’ONPG ;

-présence des cytochromes a, a3, b, ceto;

-elles n’utilisent pas le citrate ;

L’utilisation des sucres est lente et n’est pas décelée sur les milieux usuels car ’acidification
masquée par la production d'ammoniaque. [15] [23] [124]

ii) Caractéres différentiels des espéces et biovars

Aprés avoir identifié qu’une culture appartient au genre Brucella, il est important d’essayer
d’établir son espéce et son biovar.

La différentiation des espéces est basée principalement sur deux propriétés ou épreuves : la
lysotypie (lyse par les phages) et/ou I’oxydation métabolique (étude du métabolisme oxydatif).

a. La lysotypie :

Elle est principalement utilisée pour I’identification de 1’espéce mais elle est également utile
pour confirmer ’identité du genre car spécifique des Brucella.

Il existe de nombreux phages actifs sur Brucella (Tb, Fi, BK, Wb, R/O, R/C, [z).

Le phage Thilissi (Tb) provoque la lyse des cultures de B. abortus ; il est sans action sur les
cultures de B .melitensis et n’agit qu’a tres forte concentration sur B. suis. D’autres
bactériophages ont des actions lytiques et permettent de lysotyper les différentes souches.

Phages Tb Wb Iz Type de souches
B.melitensis - PL + Smooth
B.abortus + + + Smooth

B.suis - + + Smooth

B.ovis - - - Rough R/C
B.canis - - - Rough R/C
B.neotomae +/- + + Smooth

Tableau 2 : Lysotypie des différentes espéces du genre Brucella. [155]
b. Les épreuves du métabolisme oxydatif :
Meyer et Cameron (1961) ont démontré que chaque espece du genre Brucella avait un type

caractéristique et net d’utilisation de I’oxygéne sur douze substrats choisis, huit acides aminés
et quatre glucides.
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Les huit acides aminés sont : D, L-alanine, L-asparagine, acide L-glutamique, D, L-ornithine,
D, L-citrulline, L-arginine, et L-lysine.

Les quatre substrats glucidiques sont : D-ribose, D-xylose, D-galactose, L-arabinose. [15] [23]
[124]

Acides aminés Glucides
Vvl o | v ol o
= = = = 5]
gl 2l 8 == gl gl 8] & g g
2| 2| 8| E| 2| 3| | E| €| 3| &| &
g - 2o c =] = 172 8 D
S8 I g El = B2l
9| w| & 2 S| 5| 5| = 8 8 = *
I I B Y I By Y
1
A2l Al al - Sl a
B. abortus type 1-9 + |+ + [+ -] -|-]-]+]+]+]=
B. melitensistypes 1-3 | + |+ |+ |+ - | - | - |-|-]-]~-]-
B. suis type | x|l x| |-+ +|+]|+]|+]+]|+]+
B. suis type 2 NEREAEE R R E R
B. suis type 3 +lx |- lE |+ |+ ]+ +|-]-|+]=
B. suis type 4 - - x|+ |+ -]+ -
B. neotomae +lx |+ |+ -] -] -]+]|+]+]x]=
B. ovis + x|+ [+ -|-|-1-1-|-1-]-
B. canis + x| -+ |+ |+ ]|+ |+ ]| E]+] -

Tableau 3 : Oxydation des 12 substrats recommandés par les espéces et biotypes
du genre Brucella. [61]

+ = oxydé¢ par toutes les souches.
- = oxydé par aucune souche.
+ = oxydé par certaines souches.

d- Caractéres antigéniques [98] [99]

Les connaissances sur la structure antigénique des Brucella ont été améliorées grace a de
nombreuses études fondées sur des procédés physiques (ultrasons) ou sur I’analyse par
immunoélectrophorése et immunodiffusion des extraits de cellules.

La membrane externe est principalement constituée de phospholipides, de protéines et de LPS.
La majorité des antigénes de Brucella sont communs a toutes les souches, a I’exception des
lipopolysaccharides (LPS) qui différent entre les souches lisses et rugueuses et des protéines de
la membrane externe qui présentent des variantes entres les espéces.

i) Antigénes de surface
On distingue donc deux formes différentes du LPS chez Brucella :

Le LPS-R : pour les Brucella Rough (R) caractérisées par un aspect rugueux des colonies. [l
est retrouvé chez Brucella ovis et Brucella canis. Ces deux espéces possédent un antigéne R,
responsable des réactions antigéniques croisées, notamment avec Bordetella bronchiseptica et
certaines souches de Pasteurella multocida. [126]
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Le LPS-S : pour les Brucella Smooth (S) caractérisées par un aspect lisse des colonies poussant
a la surface de milieux solides. Il est retrouvé chez B.abortus et B.suis. Ces bactéries expriment
des antigenes A et M responsables également de réactions croisées. [25]

Le LPS-S est constitué de trois entités : le lipide A, le noyau (chaine courte de glucide) et la
chaine O (appelée aussi antigéne O : chaine polysaccharidique longue), alors que le LPS-R ne
contient pas la chaine O.

Le lipide A enchassé dans la membrane externe, représente la partie proximale du LPS, le noyau
sa partie médiane, et la chaine O sa partie distale « libre » dans le milieu extérieur.

. QO - antigen
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Figure 2 : Schéma structural du lipopolysaccharide (LPS) de Brucella spp. (Cardoso et
al., 2006). [98]

La partie glucidique du LPS-S est porteuse des épitopes A (pour B.abortus) et M (pour
B.melitensis). Wilson et Miles ont, par leurs travaux, quantifié ces antigénes pour les souches
précitées ; ’antigéne A prédomine dans certains biotypes de B.abortus, I’antigéne M prédomine
chez B.melitensis, A et M sont en quantité intermédiaires chez B. suis.

\ A \

M ‘ A

.

B. abortas B, sutis B. melitenmnis

Fpriopes M :‘_l Eprtopes N

Figure 3 : Proportions quantitatives des antigénes A et M chez les principales espéces de
Brucella. [99]

Plusieurs rdles biologiques sont associés a la chaine O comme la protection vis-a-vis de la lyse
médiée par le complément, ou encore la survie et la réplication de Brucella chez |’héte.
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La différence de composition des complexes LPS sont les supports des principaux antigénes de
surface. [99]

ii) Antigénes internes

Les antigénes internes sont issus suite a une analyse d’extraits solubles de Brucella a ’aide
d’épreuves d’immunoprécipitation permet de dénombrer entre 1 et 9 antigénes protéiques
intracellulaires, dont A1, A2, A3, A4, Bl, B2 et C.

Ils induisent chez I’animal une réponse a la fois humorale et cellulaire.

L’antigene A2 a été identifié comme étant une glycoprotéine de haut poids moléculaire
relativement stable a la chaleur. Il permet la différenciation entre animaux vaccinés et animaux
infectés par des techniques d’immunodiffusion et d’immunoélectrophorése.

e — Sensibilité aux antibiotiques

La bactérie : Brucella est sensible aux antibiotiques qui correspondent a deux exigences :

1- Avoir une activité in vivo (intra et extra cellulaire).
2- Avoir une action synergique avec les autres antibiotiques qui leur sont associés.

Brucella est sensible aux cyclines, qui représentent la base du traitement.
Les molécules les plus utilisées en antibiogramme : la Doxycycline, la Minocycline.
On note la CMI (Concentration minimale inhibitrice) de la doxycycline est 0.01-0.25.

Brucella est naturellement résistante aux antibiotiques suivants :
-La Polymyxine B.

-La Bacitracine.

-La Cycloheximide.

-Acide Nalidixique.

-La Nystatine.

-La Vancomycine.
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CHAPITRE III : EPIDEMIOLOGIE DESCRIPTIVE
1- Réservoir

De nombreuses espéces animales sont des réservoirs de Brucella, les animaux d’élevage sont
les principaux réservoirs mais des bactéries se sont étendues a certains mammiferes sauvages
et marins.

Les ovins et caprins sont contaminés par B. melitensis, c'est I'espece de Brucella la plus
courante, la plus pathogéne et la plus invasive pour I'homme (responsable de 80% des
brucelloses humaines, surtout dans le Bassin méditerranéen et le Moyen-Orient) ; les bovins
par B. abortus(Ubiquitaire), les suidés par B. suis (Amérique du Nord et au centre de I'Europe),
les canidés par B. canis et les rongeurs par B. neotomae.

Des souches de Brucella ont également été isolées dans d'autres espéces domestiques
(camélidés, buffle d'eau, renne, yack, etc.). dans de nombreuses espéces de ruminants, suidés
et carnivores sauvages terrestres (bison, cerf, lievre, caribou, sanglier...), et chez des
mammiferes marins en particulier des cétacés (dauphins, marsouins), des pinnipédes (phoques,
otaries, morses) et des loutres (vivant dans les mers et océans entourant I’Europe et I’ Amérique
du Nord (océans Atlantique et, Pacifique, mer du Nord, mer Méditerranée).

Certains poissons de riviéres (Barbue) ont pu étre infectés par B. melitensis biovar 3, suggérant
une source alimentaire de contamination des mammiféres marins. [48] [123]

Un cycle infectieux entre animaux domestiques et sauvages exXiste, ces derniers peuvent
constituer des réservoirs de germes non négligeables. Cette zoonose peut atteindre a peu pres
tous les animaux domestiques et sauvages. On ne connait pratiquement pas d'espéce animale
résistante a l'infection par Brucella et c'est évidemment la raison de la dispersion mondiale de
la maladie.

Les animaux infectés émettent des substances contaminées dans I’environnement (contenu de
I’utérus gravide, sécrétions vaginales, urine, lait, sperme, produits de suppuration, féces).
L'excrétion des brucelles par les animaux infectés peut durer trés longtemps, notamment chez
les caprins et les bovins. [40]
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Espece Biovars | Réservoir Pathogénicité pour
I’Homme
B. melitensis | 1-3 Caprins, ovins, camélidés Tres forte
B. abortus 1-6 ; 9 | Bovins, camélidés, yacks, buffles | Forte a trés forte
B. suis 1-5 Suidés (1-3), liévres(2), caribous | Forte pour les biovars 1 et 3,
et rennes(4), rongeurs sauvages | modérée pour le biovar 4,
3) faible pour le biovar 2 et
inconnue pour le biovar 5
B. canis - Canidés Faible
B. ovis - Ovins Non pathogéne
B. neotomae | - Rongeurs Inconnue
B. pinnipediae | - Baleine, dauphins, phoques, | Forte pour certaines especes,
et B. cetaceae morses inconnue pour les autres

Tableau 4 : Réservoirs des espéces de Brucella et leur pathogénicité pour ’homme. [35]

2- Modes de transmission
a- Chez ’animal
11 existe une transmission directe :

e Par transmission feeto-maternelle.
e Par voie génitale.
e Par voie digestive par absorption d’un aliment contaminé (lait, placenta....).

Et une transmission indirecte :

e Par contact avec un élément de I’environnement contaminé par les matiéres virulentes :
Aérosol, végétaux, terre. [28]

b- Chez PHomme

Du fait de ses activités de travail, de loisir ou familiales, 'Homme peut se trouver en contact
avec du matériel contaminé de nature trés divers expliquant des modes de contamination
multiples.

» Contamination directe : Elle concerne surtout les professionnels qui manipulent et
entretiennent les animaux vivants (berger, tondeurs, trayeurs, vétérinaires...), ou morts
(équarrisseurs, bouchers, personnel de laboratoire...).

Le passage du germe se fait par voie transcutanée a la faveur d'une plaie ou d'une
excoriation lors de la manipulation d'animal infecté ou de ses produits (laine, viande, lait,
placenta...).

Il est aussi possible que les contaminations se fassent par voie conjonctivale, nasale ou
encore respiratoire a partir des poussieres en suspension dans l'air.
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» Contamination indirecte : Elle est constituée par la voie digestive le plus souvent aprés
ingestion de lait ou de fromage au lait de vache cru (Brucella peut y survivre 3 & 8 semaines),
ou de brebis (ot elle survit 4 a 6 semaines).

La contamination peut aussi se faire aprés ingestion de légumes frais souillés par du fumier
contaminé. [45]

Tres rarement, consommation de viande peu cuite ou de salaisons. Ces faits expliquent la
contamination des citadins.

» Contamination accidentelle : La aussi les professionnels sont les plus exposés ; que ce
soient les vétérinaires qui se contaminent avec le vaccin vivant, les produits d'avortements
ou de mise bas, ou encore le personnel de laboratoire en manipulant les échantillons de sang
ou d'avortons. [45]

» Contamination interhumaine :

* Feeto-maternelle : ce mode de contamination pourrait se faire pendant la vie feetale par la
déglutition de liquide amniotique contaminé, par voie transplacentaire, par le sang du cordon
ombilical, ou enfin pendant 'accouchement lors du passage de la filiére génitale.

*Allaitement : La bactérie a pu étre isolée dans le lait maternel, apportant ainsi la preuve d'une
possible contamination de I'enfant lors de I'allaitement.

*Sexuelle : ce mode longtemps nié parait tout a fait possible comme le rapporte différents
auteurs. Lindberg [55], dans son observation en 1989, ol un couple de suédois chez lequel le
mari fut contaminé lors de vacances en Espagne, alors que son épouse le fut plus de 9 mois
apres, l'auteur ne retient qu'une source de contamination possible, celle de la voie sexuelle.
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Figure 4 : Les différents réservoirs de Brucella spp et ses modes de transmission.
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3- Survie a P’extérieur de I’hote
a- Survie de Brucella dans Penvironnement

La survie de Brucella est influencée par différents éléments tels que la température, le pH ou
encore "humidité .Ainsi la survie dans des conditions séches semble difficile, elle est en
revanche favorisée en conditions humides et a basse température.

-La survie de Brucella dans I’eau est de plusieurs mois a des températures variant entre 4 et 8
°C ,2ans et demi a 0°C et plusieurs années dans des tissus ou milieux congeiés.

-La survie est également possible plus de 60 jours en sol humide et plus de 144 jours a 20°C et
a 40% d’humidité relative.

-La survie peut atteindre 30 jours dans I’urine ; 75 jours dans les avortons, 120 jours dans les
déjections et plus de 200 jours dans les exsudats utérins.

-Elle peut survivre dans le lisier et ce durant 7 a 8 mois,

- Dans le sang conservé a +4°c elle peut vivre jusqu’a 180 jours.

Milieu Température / conditions Temps de survie
Rayonnement solaire direct <31°C 4h 30
Sec 4 jours
Sol Humide 2 mois
Froid 5-6 mois
Eau -4°C 4 mois
37°C <1 jour
Feetus A I’ombre 6 mois
Urine 37.5°C 16 heures
8°C 6 jours
Fumier Eté 11 IJ: :Irs
25°C 2 mois—1 an
Hiver (-3 4 8°C) 3- 6 mois
Purin Eté — hiver
Laine En entrepot 4 mois
Foin Quelgues jours a quelques mois

Poussiéres de rue

Barriére d’enclos ou sol en 3a 44]9urs
. 4 mois
bois
Pature Ensoleillée 15 jours
Ombragée 35 jours
72°C 5-15 secondes
Lait 35-37°C 1 jour
0°C 18 mois
Fromages Selon le type 6 jours a 6 mois

Tableau 5 : Temps de survie de Brucella dans différents milieux.

b- Survie de Brucella dans les produits alimentaires

La survie de Brucella dans le lait et les produits laitiers dépend de nombreux parameétres tels
que le type et I’age du produit considéré.
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L’humidité du milieu, la température, les variations de pH, I"humidité du produit, I’activité
biologique des autres bactéries présentes et les conditions de stockage influent aussi sur sa
survie.

- Dans le lait cru, la survie de Brucella est de 24 h 4 25-37 °C, 48 h 4 8°C et 2.5 ans 4 -40°C.

- Dans du lait méme fermenté ; elle peut persister plusieurs jours. [59] [106]

- La survie dans les fromages fermentés affinés semble assez courte. On ne connait pas le temps
de fermentation minimal nécessaire a leur destruction totale, mais on estime classiquement que
trois mois sont suffisants. [1]

- Dans les fromages a pate molle, la fermentation strictement lactique et relativement courte
augmente le temps de survie de Brucella.

- Plusieurs mois dans la viande congelée. [136]

La disparition de la bactérie dans le beurre, le yogourt est liée en partie a I’acidification du
produit au cours de sa transformation ou de sa maturation. [41]

c- La stabilité de Brucella
Les especes de Brucella sont sensibles a la température, a I’humidité et au pH.

- Température : la pasteurisation (63 °C - 30 minutes, 72 °C - 15 secondes) est un traitement
thermique efficace pour les Brucella.

- Désinfectants : les Brucella sont sensibles 4 de nombreux désinfectants : hypochlorite de
sodium, éthanol a 70 %, solutions d’iode et d’alcool, glutaraldéhyde, formaldéhyde mais sont
considérées comme peu sensibles aux ammoniums quaternaires.

- Les Brucella sont sensibles aux radiations ionisantes a des doses stérilisantes a condition de
veiller a ce que I’exposition soit compléte.

4- Brucella et bioterrorisme

- Définition : Le bioterrorisme consiste en I’utilisation ou la menace d’utilisation de virus,
de bactéries, de champignons, de toxines ou de micro-organismes dans le but de provoquer
intentionnellement une maladie ou le décés d’étres humains, d’animaux ou de plantes.
Les agents biologiques sont habituellement disséminés par aérosol (inhalés ou avalés).
Les Brucella sont classées dans le groupe 11 de risque biologique pour I’Homme ou I’animal
et sont inscrits sur la liste des agents potentiels de bioterrorisme (groupe B, agents de seconde
priorité).

Quatre d’entre elles sont pathogénes chez I"’homme : B. melitensis, suivie de B. suis, B. abortus
bovis et B. canis. Ces quatre especes pathogénes sont classées dans le groupe 3 de ’arrété du
18 juillet 1994 (agents pathogénes pouvant provoquer une maladie grave chez I’homme et
constituer un danger sérieux pour le travailleur, pour lesquels il existe généralement une
prophylaxie ou un traitement efficace).

- Un aérosol infectant : L’intérét des Brucella comme arme biologique réside dans le fait
qu’une transmission aérosolisée est possible, comme cela a été rapporté, par exemple, au cours
de contaminations humaines lors d’avortements d’animaux infectés ou d’aérosolisation dans
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les laboratoires. La bactérie est hautement contagieuse par pénétration a travers les muqueuses
comme les conjonctives, I’oropharynx, le tractus respiratoire ou une abrasion cutanée. Il a été
estimé que 10 a 100 bactéries étaient suffisantes pour constituer un aérosol infectant pour
’homme.

Les Brucella sont sensibles a la chaleur et a la plupart des produits désinfectants, mais peuvent
survivre dans I’environnement pendant deux ans au maximum dans certaines conditions,
constituant ainsi un risque de contamination animale ou humaine.

- La menace ; En 1954, B. suis a été le premier agent infectieux transformé en arme par les
Etats-Unis. Plusieurs autres pays (y compris le Royaume-Uni) ont transformé cet agent en arme
ou sont suspectés de |’avoir fait, bien que, a notre connaissance, cet agent n’ait jamais été utilisé
comme arme biologique. Néanmoins, les Brucella, et particulierement B. melitensis et B. suis,
sont considérées comme des agents peu susceptibles d’étre utilisés comme arme biologique.

- L’importance du risque : ['incubation est longue, la plupart des infections sont
asymptomatiques et la mortalité est peu élevée. Toutefois, I’agent pourrait étre utilisé plutot
comme agent incapacitant, car la maladie qu’il provoque est associée a une morbidité élevée
combinée a une maladie prolongée.
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CHAPITRE 1V : POUVOIR PATHOGENE DE BRUCELLA SPP
1- Physiopathologie

Les Brucella possédent un développement intracellulaire facultatif. Elles ont mis en place des
mécanismes de défenses leur permettant de contourner la réponse immunitaire de I’hote.

L’infection peut se faire par les muqueuses. Les bactéries envahissent alors les cellules
épithéliales comme les cellules M des plaques de Peyer [107]. Ainsi, les Brucella peuvent entrer
par les voies digestives ou respiratoires.

Pénétartion : - 1< relais ganglionnaire e=
<

Essaimage lymphatique

Essaimage sanguin
Phase chronique .

A . . - ‘-‘ -
Uews Phase focalisée -.: Multiplication dans le systéme

rético-endothélial

Multiplication dans des autophagosomes
Inhibition dv TNFu
Immunité de type cellulaire
Inhibition de I'apoptose Mg

Figure 5 : Pathogénie de Brucella.

A partir de sa porte d'entrée, mugqueuse ou digestive, Brucella gagne le relais ganglionnaire
lymphatique le plus proche et s'y multiplie. La durée de cette phase, phase d'incubation
cliniquement muette, dure de 5 jours a 3 semaines.

Du relais ganglionnaire initial, Brucella gagne la circulation sanguine en déterminant une
septicémie dite « lymphatique ». Dés lors, tous les tissus et organes riches en trame
réticuloendothéliale (ganglions, rate, foie, moelle osseuse, testicules...) vont étre colonisés par
la bactérie. L'inoculum bactérien se trouve alors partagé en deux parties, l'une circulante,
extracellulaire, qui tend a se réduire lentement, l'autre qui s'amplifie et qui infecte a la fois les
cellules phagocytaires et les non phagocytaires.

Les Iésions fondamentales caractéristiques de la brucellose sont médié par les cytokines. Celles-
ci sont observées essentiellement dans les tissus osseux, hépatique, splénique.

Ces lésions sont constituées de granulomes limités par des cellules épithélioides disposées en
couronne, certaines pouvant se transformer en cellules géantes multinucléées. Les lymphocytes
et les plasmocytes disposés alentour donnent a I'ensemble un aspect tuberculoide (granulome
de Bang).
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Exceptionnellement, ces granulomes, en fusionnant, vont former des lésions macroscopiques
dont le centre contient un véritable caséum, la coque périphérique renfermant des Iésions
granulomateuses.

L'organisme infecté par Brucella élabore une réponse humorale avec synthese d'anticorps,
d'abord immunoglobuline (Ig) M, puis IgA et IgG. Ces derniers persistent longtemps. Ces
anticorps n'ont probablement que peu d'effet protecteur mais sont utiles comme témoins
diagnostiques.

La participation importante des lymphocytes T & la réponse immune a pour coroilaire
I'apparition d'une sensibilisation, avec phénomene d'hypersensibilité retardée. Celle-ci peut étre
a l'origine de réactions caractéristiques de la phase tardive de la brucellose (patraquerie,
phénomene d'allure allergique ou anaphylactoide). Cette sensibilisation des lymphocytes-
mémoire a été mise a profit dans I'intradermoréaction effectuée avec les antigenes protidiques
de Brucella (intradermoréaction a la mélitine).

Anoxody
vroduction

Figure 6 : Représentation schématique des événements majeurs de la réponse
immunitaire de I’hote.

2- Les facteurs de virulences

Les mécanismes de pathogénicité de Brucella ne sont pas encore totalement connus. Ces
bactéries ne possedent pas des facteurs de virulence classiques comme la capsule, les fimbriae
ou des exotoxines [74], cependant ils expriment un ensemble de facteurs pour assurer leur
pleine virulence. [93] [120] [121]

Le potentiel pathogéne de Brucella est fortement tributaire de sa capacité a entrer et a survivre
dans les cellules hotes. Les brucelles assurent leur réplication par la biogenése d’une vacuole

de réplication issue du réticulum endoplasmique (ER) appelée Brucella-containing vacuole
(BCV).
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Figure 7 : Représentation schématique de l'invasion Brucella dans le tube digestif. L'entrée
se fait par les cellules M, puis les bactéries sont reprises par les macrophages du tissu lymphoide
associé aux muqueuses (MALT). Ces macrophages transportent les bactéries vers les ganglions
lymphatiques et aux sites systémiques. L’image a droite montre le trafic dans le macrophage
depuis et en rouge : les facteurs de virulence de Brucella qui sont impliqués dans I'établissement
de I'infection. [144]

I'épithélium

Les principaux mécanismes de virulence de Brucella déja identifiées sont celles requises pour
l'invasion de la cellule hote et la survie intracellulaire ou la réplication ; on distingue :

-Le systeme de sécrétion de type IV ;

-Le LPS;

-Les systemes régulateurs & deux composants TCS (on concentre sur le systéme BvrR / BVRS) ;
-Le B-1,2-glucane cyclique ;

a- Le systéme de sécrétion de type IV

Le systeme sécrétion de type IV (T4SS) est nécessaire pour la croissance intracellulaire de
Brucella dans des cellules phagocytaires et non phagocytaires.

Il est caractérisé par un dispositif de transport localisé dans la membrane externe de la bactérie
qui peut transférer I'ADN bactérien ou les protéines effectrices dans des cellules hotes cibles.
[97][102] [129]

b- Le LPS

Le LPS est un autre facteur de virulence de Brucella qui contribue a la survie des bactéries dans
les macrophages .Les souches présentant un lipopolysaccharide lisse (S-LPS) sont plus
virulentes et plus résistantes a la destruction intracellulaire par les polynucléaires par rapport
au phénotype rugueux (R-LPS), présent sur la membrane de B. canis et B. ovis.

Les roles du LPS sont :
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-Inhibe la fusion de la bactérie avec le lysosome.

-Garantit une résistance au complément et a des peptides antimicrobiens tels qu’alpha-
défensines et la lactoferrines.

-Confére une résistance a l'oxyde nitrique, les radicaux libres, et le lysozyme, qui sont des
mécanismes antibactériens importants des macrophages et des neutrophiles.

Par conséquent, les LPS lisses peuvent étre considérés comme un facteur de virulence
nécessaire pour la résistance contre les deux mécanismes antimicrobiens extra- et
intracellulaires du I’hote. [86] [105] [118] [120] [134] [145] [147]

c- Les systémes régulateurs a deux composants TCS
Le systétme BvrR / BVRS :

Ce systeme régule l'expression des protéines de la membrane externe (OMPs) impliqués dans
l'invasion des cellules hotes. Les deux composants de ce systéme sont BvrR, une protéine
régulatrice, et BvrS, une protéine de capteur ayant une activité d'histidine kinase.

Ce systeme de régulation est nécessaire pour maintenir 'intégrité de la membrane bactérienne
externe. Il régule I'expression de plus de 100 genes, y compris ceux qui sont impliqués dans
I'enveloppe cellulaire, le métabolisme du carbone et de I'azote, et les facteurs qui ont été montrés
pour €tre impliqués dans la virulence des Brucella tels que le Virb T4SS.

[112][121][141]

d- Le B-1,2-glucane cyclique

Au cours des infections, les Brucella produisent les B-1,2-glucanes cycliques pour éviter la
fusion de la vacuole contenant les Brucella (BCV) avec les lysosomes dans les macrophages.
Les B-1,2-glucanes cycliques sont des constituants de le périplasme bactérien, ils sont libérés
de l'espace périplasmique par l'intermédiaire des vésicules de la membrane externe, ce qui
permet leur interaction avec les composants de la cellule hote.

Le B-1,2-glucane cyclique vise des radeaux lipidiques présents sur la membrane BCV pour
controler les interactions de la vacuole avec la voie endocytaire. [54] [57] [87] [95] [144]
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3- Formes cliniques de la brucellose humaine

Dans 90% des cas, la brucellose est asymptomatique. Globalement, cette pathologie se
caractérise par son important polymorphisme (maladie aux cents visages) avec des
manifestations cliniques peu spécifiques, surtout au début de la maladie.

Le taux de létalité est inférieur a 2 % pour les cas non traités et elle est essentiellement liée aux
endocardites & B. melitensis.

Classiquement, la brucellose évolue en trois phases et la clinique est présentée de fagon un peu
arbitraire en fonction de ces phases, qui par ailleurs, peuvent étre paucisymptomatiques, voire
asymptomatiques :

a- Forme aigué (primo invasion)

Apres 14 a 21 jours d'incubation apparait le classique tableau de fi¢vre ondulante sudoro
algique.

*  Latemperature : Latempérature du malade augmente par paliers de 0,5 °C jusqu’a 39°C
ou elle se maintient pendant une quinzaine de jours pour redescendre graduellement. Il
s'ensuit une période d'apyrexie de 6 a 10 jours ensuite une nouvelle poussée fébrile. Ce cycle
va se répéter 4 a S5 fois faisant entrer la fievre brucellienne dans le cadre des fiévres
prolongées (plus de 3 semaines consécutives).

Il est possible aussi de rencontrer d'autres types de fievre : pseudo-typhoidique (fievre élevée
en plateau durant plusieurs semaines, ballonnement abdominal, pouls dissocié, pouvant
entrainer la confusion avec la fievre typhoide) ou encore rémittente. C'est pourquoi la fiévre
de Malte est aussi appelée fievre aux cent visages. [2] [33] [116] [133]

*  Les sueurs : nocturnes et profuses avec une odeur de paille mouillée accompagnent la
fievre, pouvant méme obliger le patient & se changer au cours de la nuit.

*  Les douleurs : de types arthro-myalgies apparaissent au cours de cette évolution aigué,
ce sont des courbatures sans cause clinique €vidente ; elles sont généralisées, fugaces et
mobiles.

Pendant ce temps I'état général reste conservé ; une splénomégalie existe dans 50% des cas,
quelque fois il est possible de trouver une hépatomégalie ou des ganglions périphériques. Sur
des terrains fragilisés par un diabete ou une cirrhose hépatique, il peut survenir d'emblée une
atteinte du foie, de la rate et des reins constituant la brucellose subaigué polyviscérale. [116]

De méme les sujets atteints d'une valvulopathie peuvent étre victimes d'une endocardite
infectieuse redoutable. [25]

Plus rarement, il peut y avoir des signes trés évocateurs de la brucellose & savoir :
*  Sacro-iléite révélée par une sciatalgie.
*  Orchite unilatérale.
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*  Des avortements ou accouchements prématurés chez la femme enceinte.

b- Forme subaigué (focalisée)

Elle peut étre révélatrice de I’infection (peut succéder a une brucellose aigue ou survenir
plusieurs mois, voire plusieurs années aprés une brucellose aigue passée inapergue ou mal
traitée). Cette forme est marquée par des localisations septiques secondaires isolées ou
multiples (dans 20 a 40% des cas). Les localisations sont :

a) Ostéo-articulaires : Elles représentent 72% des brucelloses localisées [116], et sont le
plus souvent de type septique avec localisation du germe au sein de l'articulation.
Les atteintes ostéo-articulaires septiques intéressent :

- les corps vertébraux (spondylodiscites chez les sujets dgés), les lombaires sont atteintes dans
les 2/3 des cas, l'articulation la plus souvent touchée est L5-S1. [50]

- l'articulation sacro-iliaque peut étre atteinte (sacro-iléite chez les jeunes patients). Un des
diagnostics différentiels est la spondylarthrite ankylosante. [32]

- les grosses articulations peuvent étre atteintes comme le poignet, le coude, le genou ou la
hanche (la coxite méditerranéenne), ces articulations sont alors cedématiées et douloureuses
provoquant une impotence fonctionnelle.

- les bourses séreuses, les tendons ou les gaines synoviales peuvent aussi étre atteintes, il s'agit
donc de bursites ou encore de ténosynovites.

Quel que soit la localisation ostéo-articulaire, le recours aux différents examens radiologiques
(radiographie standard, tomodensitométrie, imagerie par résonance magnétique, scintigraphie)
selon la situation clinique permet de confirmer le diagnostic de I’atteinte ostéo-articulaire.

b) Génito-urinaires :

®  Chez I'Homme : il s'agit d'orchite ou d'orchi-épididymite (la forme la plus courante),
unilatérale dans 20% des cas [71], évoluant sur 3 a 25 jours sans Iésion suppurative et
sans atrophie séquellaire. La prostatite et la pyélonéphrite étant moins fréquentes.

»  Chez la femme : on peut observer rarement un abcés tubo-ovarien, une salpingite, une
endométrite ou une mammite. [ 123]

c) Neurologiques : Elles se rencontrent dans 10% des brucelloses localisées [45] ; il peut
s’agir :

- de la méningo-encéphalite brucellienne de Roger et Poursines [34] associant : un syndrome
méningé, des mouvements athétosiques, un strabisme externe et des troubles de la vigilance
pouvant aller jusqu'au coma.

- d'une atteinte méningo-myélo-radiculaire correspondant a des manifestations d'irritation ou
de compression de la moelle, d'une racine nerveuse et/ou d'un nerf du fait de la présence d'un

foyer brucellien au voisinage de ces structures, le plus souvent vertébral. [116]

- d'une atteinte des méninges avec une méningite de type lymphocytaire a la ponction lombaire.
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- de mono ou de polynévrites.
- d’abces cérébraux ou cérébelleux.
d) Cardiaques : Sont dominées par |’endocardite maligne caractérisée par des I€sions

ulcéro-végétantes entrainant un délabrement valvulaire important. Elles surviennent dans 1 a
2% des cas, habituellement sur une valvulopathie préalable et intéressent surtout la valve
aortique [20] [123]. Les endocardites brucelliennes représentent la premiére cause de déces en
zone d’endémie [123]. Les autres localisations cardiaques sont exceptionnelles, il peut s’agir
de péricardite ou de myocardite.

e Les autres localisations - Sont rares, il peut s’agir de :

*  Localisations hépatospléniques : la splénomégalie est retrouvée dans 50% des cas
[116], elle est souvent responsable d'un hypersplénisme a 'origine d'une anémie et/ou
d'une thrombopénie avec des complications hémorragiques parfois séveres.
L’hépatomégalie est rencontrée dans 41% des cas [34], elle pourrait dans certains cas,
étre la conséquence du développement des granulomes hépatiques. [50]

*  Localisations pleuropulmonaires : pneumonies, broncho-pneumonies, abces du
poumon ou de pleurésie.

*  Localisations digestives . iléite, colite, péritonite spontanée.
*  Localisations cutanées : dermites ulcéreuses ou érythémateuses, érytheme noueux.
Localisations ophtalmiques : Uvéite.

c- Forme chronique (tertiaire, afocale)

Elle peut survenir en ['absence de tout épisode antérieur ou suivre, immédiatement ou a distance,
une brucellose aigué ou subaigug. Elle touche surtout les personnes soumises a des contacts
antigéniques fréquents. Son expression clinique est essentiellement fonctionnelle.

C'est la patraquerie brucellienne caractérisée par une asthénie profonde, physique, psychique
et sexuelle, des névralgies, des douleurs musculaires et ostéo-articulaires. [115] [123]. La
persistance intracellulaire des Brucella dans le tissu osseux et les bourses séreuses péri
articulaires rend compte de la survenue de foyers ostéo-articulaires peu évolutifs et de bursites
olécraniennes ou pré rotuliennes (hygroma). [68]

L'examen clinique est habituellement normal, en dehors d’une fébricule transitoire de quelques

jours. Ces symptomes peuvent s'accompagner de la persistance de foyers quiescents ou peu
évolutifs (osseux, articulaires, neuro-méningés) et de manifestations d'allergie a type
d’érytheme noueux, de pyodermite, d’infiltrats pulmonaires labiles, d’irido-cyclite, de
rhumatismes inflammatoires ou de manifestations neurologiques.

d- Forme asymptomatique

De nombreux patients demeurent asymptomatiques ou peu symptomatiques apres infection par
Brucella. Dans ce cas, le diagnostic ne peut étre établi que de fagon fortuite, par exemple au
cours d’une enquéte sérologique systématique apres une exposition avérée.

Les infections asymptomatiques résultent principalement de contacts moins fréquents avec
Brucella et / ou contact avec faible virulence de Brucella. [84]
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e- Les cas de réactivation

La brucellose peut se réactiver dans 1’organisme au cours d’une phase d’immunodépression.
Les manifestations sont diverses, associant cliniquement des signes généraux et des signes liés
aux localisations des foyers brucelliens a I’origine de la réactivation. [60]

Les rechutes ou les réactivations sont rencontrées dans 4,7 & 29% des patients atteints de
brucellose. [17] [36] [96] [127]

Les facteurs de risque de rechute comprennent :

le sexe masculin, la vieillesse, la lymphopénie, réponse immunitaire déficiente comme dans le
virus de l'immunodéficience humaine (VIH), la présence d'une maladie agressive ou une
infection chronique, des hémocultures positives au cours de l'infection initiale, un choix
inadéquat des antibiotiques, en monothérapie plutdt que le traitement d'association, la durée
raccourcie de la thérapie, des foyers localisés de I'infection, des antécédents familiaux, vivre en
zone endémique et rarement la résistance a la thérapie antimicrobienne. [17][36][127][148]

Les rechutes peuvent se manifester cliniquement sous la forme d’une reprise de I’épisode
systémique associant fiévre et signes non spécifiques ou sous la forme d’une focalisation de
I’infection a distance (dans le temps) d’un épisode initial systémique.

Au cours de la rechute : hémocultures peuvent étre positives, VS et la CRP sont habituellement
élevés. [148][85][88][149]

f- Cas particulier : la brucellose chez la femme enceinte

Chez la femme enceinte, la brucellose peut étre responsable d’avortements, d’accouchements
prématurés et de morts in utero.
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CHAPITRE V : DIAGNOSTIC DE LA BRUCELLOSE HUMAINE
1- Diagnostic non spécifique

La brucellose aigue s’accompagne sur le plan hématologique d’une absence habituelle de
leucocytes, voire d’une neutropénie, et parfois d’une thrombopénie. Une élévation des
transaminases hépatiques modérée peut étre notée lors de brucellose aigue.

La leuconeutropénie est moins fréquente lors de la phase chronique. Le syndrome
inflammatoire est modeste (VS, CRP...), sauf en cas de foyer suppuré.

L’analyse du liquide synovial au cours des arthrites brucelliennes montre habituellement un
taux élevé de leucocytes (> 10 000/mm?), avec prédominance de polynucléaires neutrophiles.

L’analyse du liquide céphalorachidien au cours des méningites brucelliennes révéle la
présence de leucocytes (avec une prédominance habituelle de lymphocytes), d’une
protéinorrachie élevée, et parfois d’une hypoglycorrachie. [123]

2- Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel de la brucellose comprend : la tuberculose, la sarcoidose, la syphilis,
la fievre typhoide, le paludisme, la tularémie. les maladies rhumatismales, I’infection par le
VIH, et la leishmaniose viscérale. {92] [128]

3- Diagnostic au laboratoire microbiologique

Le diagnostic bactériologique des brucelloses chez I'homme revét une grande importance,
parce que les signes cliniques sont trés divers, peu significatifs et, en définitive, n'orientent que
rarement vers le diagnostic de la maladie.

1) Prélévements
Les prélevements chez I’individu a diagnostiquer sont :

v' Prélévement sanguin (hémoculture) pour la forme septicémique de la maladie ;
I’hémoculture est réalisée avant toute antibiothérapie au moment des pics fébriles (T >
38.5°C) et dans des conditions d’asepsie rigoureuse, elle doit étre répétée pour accroitre les
chances d'isoler le germe.

On ponctionne le sang veineux a raison de :
e | a5ml: enfant, nourrisson.
e 5a10ml: adulte.
2 a 3 hémocultures par 24 h sont suffisantes, un espace de temps de 30 4 60mn entre deux
prélévements est nécessaire.
Les milieux :
- Bouillon citraté
- Milieu biphasique type Castaneda (contenant un milieu gélosé et un bouillon)
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Figure 8 : Milieu Castaneda. Figure 9 : Bouillon citrateé.

v' Autres prélévements : des prélévements spécifiques sont réalisés en cas de localisations
secondaires : my¢éloculture, ponctions de tissus, liquide céphalo-rachidien, ganglion
lymphatique ou liquide articulaire, végétation d’endocardite, et pus de foyers suppurés.
[100]

2) Transport et précautions

- Etiquetage.

- Envoyer au laboratoire le plus rapidement possible (<2h).

- Incubation immédiate dans une étuve a 37°C.

- Ne pas conserver les flacons d’hémoculture a + 4°C : la croissance bactérienne est
perturbée et n’est plus continue.

3) Fiche de renseignement

- Les prélevements doivent toujours étre accompagnés de renseignements cliniques
précisant la suspicion de la maladie, la date de début des signes et le tableau clinique.
[100] Voir exemplaire du questionnaire du malade en Annexe numéro XI.

- Notion de contact professionnel.

- Habitudes alimentaires (consommation de lait cru ou de fromages frais).

4) Précautions lors des manipulations

Devant une suspicion de brucellose, le laboratoire doit étre averti de la demande de mise
en culture des produits pathologiques du fait de certaines exigences de la bactérie et surtout
du risque élevé de contamination du personnel (la culture de Brucella est trés contagieuse
par voie aérienne, conjonctivale et cutanéomugqueuse).

Les cultures de Brucella doivent étre réalisées en laboratoire de sécurité biologique de
niveau 3. [81] [115][123] e

- Lamanipulation de la culture sous hotte a flux laminaire vertical (type
Biological Safety Cabinet class III).

- La présence sous la hotte d’un incinérateur d’anse est indispensable.

- Le manipulateur doit €tre protégé (port de blouse, masque, lunettes, et
gants).




30

5) Méthode directe

Le diagnostic direct consiste en la culture et Pisolement de la bactérie ainsi que les techniques
de biologie moléculaire.

1- Mise en culture
i) Hémoculture

IT est indispensable que le clinicien précis au laboratoire qu'il demande une recherche de
Brucella pour que les conditions de culture appropriées soient mises en ceuvre.

On doit toujours pratiquer I'hémoculture en deux exemplaires, un incubant en atmosphére
ordinaire a 37°C, l'autre 4 37°C également, en présence de 10 % de CO: afin de permettre
éventuellement la croissance de Brucella abortus C0;-exigeant.

La croissance des Brucella est lente (5 a 10 jours ou plus) sur les milieux classiques, [115]
[123] donc les flacons sont conservés 6 semaines, il est toutefois possible d'obtenir des
colonies avant la fin de la premiére semaine.

La détection de la positivité de la culture se fait par plusieurs méthodes :
- La surveillance des aspects macroscopiques témoins d’une culture positive : milieu
trouble, apparition des bulles d’air (C0.), et apparition des colonies sur la gélose.

- Détection de la positivité par microscopie : la coloration de gram est peu sensible.

L’utilisation de systémes automatisés pour les hémocultures permet de raccourcir le délai
de croissance a moins de 5 jours. [123]

Les milieux proposés par les automates d'hémoculture (Bactec, Bact'Alerf) sont
satisfaisants avec une lecture plus rapide 2 a 3 jours, et une bonne sensibilité.

Uniteés ref lectance
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Figure 10 : Hémoculture aérobie sur Bact'Alert®.

La détection de la positivité de la culture se fait par détection du C0O, dégagé, témoin du
métabolisme bactérien a I’intérieur des flacons.
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* En cas de détection positive, lancer une subculture immédiate.

* Si absence de signes de culture, faire une subculture systématique sur gélose au sang
frais, gélose au sang cuit + ISOVITALEX, incuber sous CO; a 37°C, garder en incubation
5j.

Si on détecte des colonies sur la gélose (les colonies sont petites (0,5 mm de diamétre),
lisses, translucides, a bords réguliers, et elles ont parfois une couleur de miel), on ouvre les
flacons sous hotte, avec des gants, on racle les colonies a I’anse et on réalise une suspension
pour :

* Gram et tests d’orientation.
* Identification et antibiogramme directement sur la suspension calibrée.

La sensibilité du diagnostic de brucellose par hémoculture est estimée a plus de 80 % en
phase aigiie de la maladie, mais diminue rapidement en phase subaigué (<50 %) et en phase
chronique ou si une antibiothérapie a été¢ administrée avant le prélévement (<10 %). [100]

ii) Mise en culture des autres préléevements

Lorsque ces prélevements sont liquides, ils doivent étre traités comme le sang, c'est-a-dire
placés en flacons a double milieu : Castaneda.

Les préléevements de tissus, et notamment de ganglions lymphatiques, sont broyés et
ensemencés directement sur des milieux solides adéquats (Brucella agar, gélose Trypticase
Soja) incubés a 37°C en atmosphére de 10 % de CO,. [122]

En général, les colonies de Brucella apparaissent plus vite a partir de ces prélévements.

2- Milieux et aspect des colonies

+

Les milieux de base :

o Les milieux solides :
La gélose au sang :

Figure 11 : Aspect des colonies sur la gélose au sang cuit.




32

- La gélose trypticase soja :

Ce milieu riche convient & I'isolement, la culture et l'identification des germes particuliérement
exigeants comme Brucella.

Figure 12 : Aspect des colonies sur la gélose trypticase soja.

- Brucella agar :

Figure 13 : Aspect des colonies sur Brucella agar.
Sur les milieux solides, les colonies sont fines, rondes, a bords réguliers et translucides.
¢ Les milieux liquides :

- bouillon trypticase soja :

Figure 14 : Image correspondant au bouillon trypticase soja.

Sur milieux liquides, la culture apparait en 48 h & 4 jours et donne un trouble homogeéne.
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4+ Les milieux sélectifs :

- Milieu de Farrell :

Figure 15 : Aspect des colonies sur milieu de Farrell.
3- Identification du genre
e La lenteur de croissance a I'isolement est caractéristique : les colonies sont petites (0,5

mm de diamétre), lisses, translucides, a bords réguliers, et sont constituées de petits
coccobacilles a Gram négatif.

Figure 16 : Morphologie de Brucella spp.

e Les caractéres suivants sont positifs :
- aérobiose stricte.

- Catalase. G =
- Oxydase. o i'
- nitrate-réductase. A —
- uréase (immédiate pour B. suis, négative pour B. ovis).
e Les autres caractéres métaboliques sont négatifs.

Le diagnostic du genre est aisé mais celui en espéces et biovars est beaucoup plus difficile.

[122]

4- Identification des espéces et des biotypes

- Exigence en CO; : B. abortus exige une atmosphére de 10 % de CO: pour la croissance.
B. melitensis et B. suis ne sont jamais exigeantes. C'est un bon critére d'orientation.

- Production d'HaS : B. melitensis n'en produit pas alors que les souches de B. abortus et B.
suis en produisent en 24 heures (méthode du papier au sous-acétate de plomb).

- Action bactériostatique des colorants : la fuchsine basique et la thionine a certaines
concentrations ont une action bactériostatique. La thionine inhibe B. abortus et la fuchsine
inhibe B. suis. [ 122]
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L’identification des biotypes fait appel a 3 types de techniques.

i) Agglutination

Par des sérums monospécifiques, anti-4bortus (A), anti-Melitensis (M).
Antigenes de surface des Brucella :

* Bactéries en phase S (Smooth)

Toutes les especes suivantes possédent deux antigénes de surface A et M qui sont
agglutinogeénes : B. melitensis, B. abortus, B. suis et B. neotomae. La quantité de ces
antigeénes differe selon les espéces : M est prédominant chez B. melitensis, A est
prédominant chez les 3 autres especes.

Un sérum anti-brucella global agglutine les 4 espéces. Par saturation, il est possible
d'obtenir des sérums monospécifiques anti A ou anti M.

* Bactéries en phase R (rough)
Les spécificités A et M sont remplacés par un antigéne R commun a toutes les Brucella, y
compris B. ovis et B. canis qui n'ont ni A ni M.

if) Lysotypie
Par les phages Tbilissi (Tb) et Weybridge (We). [122]
iii) Etude du métabolisme oxydatif des sucres

Chaque espéce du genre Brucella a un type caractéristique et net d’utilisation de I’oxygeéne
sur douze substrats qui sont : D- alanine, L- alanine, L- asparagine, L- glutamate, DL-
ornithine, DL- citrulline, L- arginine, L- lysine, L- arabinose, D- galactose, D- ribose, et
D- xylose.

Les épreuves portant sur le métabolisme oxydatif effectuées par des méthodes
manométriques ne sont pas adaptées a l’identification en routine des cultures dans des
laboratoires non spécialisés. Elles exigent un matériel coliteux et un personnel
spécialement formé, présentent certains dangers, sont longues a exécuter et doivent étre
interprétées par un spécialiste. Il vaut mieux laisser le soin de les exécuter a des laboratoires
de référence habitués a ces méthodes.

Des méthodes plus simples de détermination semi-quantitative de I’activité oxydative par
chromatographie en couche mince ont été décrites par I’OMS. Elles présentent moins de
risques, sont plus faciles & réaliser que les techniques manométriques et ne requiérent qu’un
appareillage simple. Les caractéristiques du métabolisme oxydatif ont une valeur
inestimable pour identifier des cultures atypiques, par exemple les rares isolats lisses
lysorésistants ou, plus couramment, les variants non lisses des espéces normalement
lisses. Les espéces invariablement non lisses, B. ovis et B. canis, peuvent maintenant étre
identifiées par des épreuves de lysotypie et par des méthodes classiques.
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Chaque fois que c’est possible, 1’identification doit étre poussée jusqu’au niveau des
biovars car ceux-ci présentent souvent une distribution géographique particuliére et

peuvent fournir des informations épidémiologiques importantes. [27]

On reconnait 3 biotypes pour B. melitensis, 9 biotypes pour B. abortus et 4 biotypes pour

B. suis. [122]

Q © Croissance Agglutination Lyse par le
© S) = avec les sérums phage Tb
. & g g % avec
Espéce E _g é T 2 2 DCE
2 | £ & S |A|M|R|DCE| x
o = | 2 10000
B. melitensis | 1 - + + - + - -
2 - - + + + - - -
3 - - + + + - -
B. abortus 1 +(-) + - + + |- + +
2 + + - - + - + +
3 +(-) + + + + |- + +
4 +(=) + - + - + + +
5 - - + + - + + +
6 - +- + + + |- + +
7 - +- + + + |+ + +
8 + - + + - + + +
9 +- + + + - + + +
B. suis 1 - + + - + - - +
2 - - + - + |- - +
3 - - + + + - - +
4 - - + + + + - +
B. neotomae | 1 - + - - + |- - +
B. ovis 1 + - + + - - + - -
B. canis 1 - - + +- - - + |- -
Tableau 6 : Caractéristiques différentielles des espéces du genre Brucella et leurs

biotypes.

A = sérum monospécifique anti-abortus ; M = sérum monospécifique anti-melitensis ;
R = sérum anti-Brucella forme rugueuse.

Tb = Thilissi ; DCE = dilution courante d’épreuve.
+(-) = d’ordinaire positive, mais peut étre négative.

5- Antibiogramme [143]

La technique de I’antibiogramme ne se pratique pas dans les laboratoires de routine pour
les brucelles en raison des risques de contamination.
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Détermination des CMI par technique MH au sang cuit :
a- Milieu :

Mueller-Hinton + sang cuit

b- Inoculum :

Faire une suspension directe a 0.5 McFarland dans de [’eau physiologique (ne pas générer
d’aérosols lors de la préparation de la suspension).

¢- Technique :

- Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

- L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin
de le décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas, en
stries serrées.

- Répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I'ensemencement en passant
I’écouvillon sur la périphérie de la gélose.

- Dans le cas ot I’on ensemence plusieurs boites de Pétri, il faut recharger I’écouvillon
a chaque fois.

d- Incubation :
35 +/- 2°C pendant 48H (sous COx pour certains biovars de B. abortus)

e- Controle de qualité :

Il faut en parallele ensemencer dans les mémes conditions des souches de référence :
Escherichia coli ATCC 25922
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619

f- Interpretation :
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Valeurs critiques

Antibiotiques CMI (pug/ml) Commentaires

S | R

<8 - - | Valeur critique sensible : < 16 pg/ml si

Streptomycine incubation sous CO> et < 8 pg/ml si

incubation en atmosphére ordinaire

Gentamycine <4 - -
Tétracycline <1 - -
Doxycycline <1 - -

Sulfaméthoxazole | <2/38 - -
+ triméthoprime

Tableau 7 : Valeurs critiques des CMI pour Brucella spp. [109]

Antibiotiques testés E. coli ATCC 25922 | 8. pneumoniae ATCC 49619

q 48 Heures 48 Heures

Streptomycine 4-32 16-128

Gentamycine 1-8 -

Tétracycline 0,5-4 0,06-0,5

Doxycycline 1-4 0,03-0,25

Sulfaméthoxazole+

triméthoprime - 0,5/9,5-2/38

Tableau 8 : Valeurs limites des CMI des souches de référence utilisées pour le
controle de qualité des CMI de Brucella spp. [109]

6- Autres examens
o 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. [64] [79]

Plus récemment, |’ utilisation de la technique de PCR en temps réel dans le diagnostic de la
brucellose a été rapportée [66] [70]. La PCR est une technique sensible et spécifique,
particuliérement utile dans le cas ou I’administration d’une antibiothérapie empirique
empéche I’isolement des Brucella.

La détection de I’ ADN de Brucella peut étre réalisée a partir du sang ou du sérum, en phase
aigué bactériémique, permettant un diagnostic plus précoce (en 24 heures) que
I’hémoculture. [62][63][69][83]
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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. [64]

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 geénes cibles utilisés dans le cadre du diagnostic direct sont principalement le géne
besp3 1 codant pour une protéine de membrane externe de 31 kDa [58] [64] [69] et la
séquence d’insertion [S711 [66] [21] dont plusieurs copies sont présentes dans le génome
des Brucella.

La plupart des tests PCR utilisés sont spécifiques de genre, et ne permettent pas de
déterminer I’espece en cause.
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Figure 17 : Image correspondant 2 une PCR.
6) Méthode indirecte
Le diagnostic peut étre indirect par la mise en évidence de I’ immunité ¢’est-a-dire la détection

des anticorps spécifiques de la maladie, ainsi que la recherche de 1'état d'hypersensibilité du
malade. | Titre sérique

A | Stade primaire ]
L Stade secondaire 1 Stade tertinire ]
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Figure 18 : Cinétique d'évolution des anticorps.
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Le diagnostic indirect de la brucellose peut faire appel a plusieurs techniques sérologiques dont
la sensibilité et la spécificité varient.

1- Réactions d’agglutination

A) La séroagglutination de Wright (S.A.W)

C’est la technique de référence actuelle préconisée par I’OMS, car elle est standardisée. C’est
la technique la plus utilisée en pratique courante. [123]

o Indications : diagnostic des brucelloses aigue et subaigué.
e Prélévement : prélevement sanguin sur tube sec, I’analyse est effectuée sur le sérum.

e Principe : c’est une réaction d’agglutination en tubes d’une suspension de Brucella a partir
d’une dilution successive du sérum a étudier. Il y a agglutination si les anticorps anti-
Brucella sont présents dans le sérum. Cette réaction met en évidence les anticorps appelés
IgM et [gG. La réaction se positive précocement, 10 & 15 jours apres le début de la maladie
(elle est positive surtout en phase aigiie) et se négative en 6 a 12 mois a cause de la
disparition des anticorps de type agglutinine, ainsi elle est souvent négative pour la
brucellose subaigué et presque toujours négative pour la brucellose chronique. [15]

o Technique : la technique employée consiste a mettre une méme quantité d’antigéne + des
dilutions croissantes du sérum du malade. Voir la procédure de la technique en Annexe
numéro XIV.

e Lecture et interprétation : La lecture se fait apres 18 heures & I’étuve a 37°C, sans agiter
les tubes, on note I’importance de la clarification du surnageant (le culot reste au fond du
tube).

:J
- /’
Figure 19: Sérums + Sérum —

Le titre d’un sérum correspond a la plus haute dilution montrant un surnageant clair. Si
tous les tubes sont froubles : réaction négative.

La réaction est considérée comme :

Positive lorsque le titre du sérum est supérieur ou égal & 80 UI ;

Négative lorsque le titre du sérum est inférieur a 30 UT ;

Douteuse lorsque le titre du sérum est supérieur ou égal a 30 UI et inférieur a 80 UI.
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Figure 20 : Exemple d’une SAW.

La SAW est positive a la phase aigué septicémique et parfois dans les formes subaigués.
Un titre supérieur ou égal a 80 est significatif. A ’acmé de la phase aigué, il est possible
de constater des titres supérieurs a 5120. Cependant, des titres faibles (20 a 40) peuvent
correspondre a un début de brucellose ou a une trace sérologique, et justifient un second
prélévement a 15 jours ou 3 semaines de distance, ou I’utilisation d’une autre réaction pour
une éventuelle confirmation.

La persistance d’un titre d’anticorps supérieur ou égal a 80 un an apres le début clinique
doit faire penser a un possible foyer profond. [115] [123]

La SAW est toujours négative au cours de la brucellose chronique.
Voir la suite de ’interprétation en Annexe numéro XIV.

B) L’épreuve 2 ’antigéne tamponné (E.A.T, Cardtest ou Rose Bengale)

C’est une réaction simple, rapide, sensible et spécifique d'agglutination. En effet, sa sensibilité

serait de 97 al00% pour une spécificité légérement inférieure a 90 % par comparaison avec la
SAW,

* Indications : Elle permet le dépistage de pratiquement tous les cas de brucellose. Elle est trés
utile dans la phase aigué€. De plus, elle reste positive trés longtemps et demeure ainsi souvent
utilisable dans la phase chronique. Elle a un intérét dans le diagnostic des localisations
viscérales focalisées.

Cette réaction, de par sa simplicité, sa rapidité, 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.
[115][123]

* Prélévement : prélévement sanguin sur tube sec, ’analyse est effectuée sur le sérum.
* Principe : c’est une réaction d’agglutination rapide sur lame qui consiste a mettre en présence

le sérum du patient et une suspension de Brucella inactivée (par la chaleur et le phénol) et
tamponnée en milieu acide, enfin colorée par le rose Bengale.
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L'agglutination se produit aprés 4 minutes d'agitation. C'est une méthode qualitative qu'il est
possible d'apprécier a I'ceil nu, ainsi la positivité est notée par une ou plusieurs croix (de 1 a 4)
[115]. Ce qui en fait une méthode rapide et reproductible, applicable a un dépistage de masse.
Elle met en évidence les IgG et se positive plus tardivement, elle est toutefois plus sensible et
reste plus longtemps positive que 1’agglutination de Wright. [146]

» Technique : Le réactif est une suspension de bactéries (Brucella abortus) soumises a un
protocole chaleur + phénol qui les tue sans modifier leur structure (les antigénes de surface
restent intacts) ; elles sont colorées par le rose Bengale qui se fixe aux lipides de leur paroi.

On observe donc facilement les agglutinats formés en présence d'un sérum riche en anticorps
anti brucelles. Voir la procédure de la technique en Annexe numéro XV.

* Lecture et interprétation :

e R
- Agglutination positive : apparition de grumeaux.

- Agglutination négative : absence de grumeaux.

Figure 21 : Réaction de rose Bengale.

La réaction se positive plus tardivement, mais le reste plus longtemps.

En cas de positivité, les sérums doivent étre titrés par la SAW.

Le titre est maximal au troisiéme mois et s'annule 12 mois apres la guérison clinique. [115]
[123]

2- Réaction d’Immunofluorescence Indirecte (I.F.1.)

* Indications : L’immunofluorescence indirecte de la brucellose est indiquée pour
I"identification des IgG et IgM. Elle est positive dans les formes chroniques et subaigués.

* Prélevement : prélévement sanguin sur tube sec. [’analyse est effectuée sur le sérum.

* Principe : L'immunofluorescence indirecte est basée sur I'utilisation successive de 2 anticorps
: le premier anticorps de type monoclonal reconnait spécifiquement I’antigéne bactérien. Le
second anticorps de type polyclonal est dirigé contre ['anticorps primaire (le premier). C'est le
second marquage. Dans ce cas, on a deux anticorps. L’anticorps primaire est dirigé contre
I"antigéne recherché. Ensuite on utilise un deuxieéme anticorps, marqué par un fluorochrome, et
possédant une haute affinité pour I’anticorps primaire (dirigé contre I’isotype de I’anticorps
primaire, il s'agit alors d'une antiglobuline).

L’immunofluorescence indirecte est une méthode spécifique, rapide, sensible, de détection des
anticorps dans le sérum humain, mais doit étre utilisée par des laboratoires qualifiés. Elle peut
étre positive alors que I’épreuve d’agglutination est négative.

Elle permet la détection des différentes classes d’anticorps (IgG, IgM et IgA).
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.
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* Technique : Différentes étapes de la réalisation d’une technique d’immunofluorescence
indirecte :

- Fixation de I’antigene sur la lame (certaines lames sont commercialisées avec I'antigéne
déja fixé).

- Dépdt du sérum du patient et incubation.

- Lavage.

Ajout des anticorps anti-immunoglobulines humaines marqués par le fluorochrome.
Lavage.

Lecture & I’aide d’un microscope a fluorescence.

Auto-Ac du
paticnt

Antaene

Figure 22 : Représentation schématique d’une IFI.

* Lecture : Cette réaction est considérée comme positive quand les titres de dilution sont
supérieurs a 1/50 [125]. En premier, ce sont les IgM qui sont détectés (apres 15 jours
d'évolution). Apres une franche élévation, elles décroissent rapidement avec un taux résiduel
inférieur a 1/20 au bout de 7 mois. En décalé les IgG apparaissent (fin du premier mois), elles
restent & un taux supérieur a 1/60 aprés le 7™ mois.

Voir interprétation en Annexe numéro XVIL.

3- Méthode ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay)

C'est une méthode immuno-enzymatique automatisée qui posséde une bonne reproductibilité,
une spécificité et une sensibilité trés satisfaisante. [103]

» Indications : Elle permet le dépistage de pratiquement tous les cas de brucellose.
* Prélevement : prélevement sanguin sur tube sec, I’analyse est effectuée sur le sérum.

* Principe : C'est une méthode immuno-enzymatique automatisée qui permet la détection des
[gM, IgG et IgA. [115]
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* Technique : Automatisable et donc bien adaptée aux grandes séries, elle consiste a utiliser un
antigene (généralement un LPS de B. abortus B19 ou de B. melitensis 16M) adsorbé sur la
surface de puits de plaques de microtitration puis & manipuler en deux temps comme pour
PLF.I. L’immunoglobuline anti-Ig humaine, souvent d'origine monoclonale, est ici couplée a
une peroxydase dont l'activité sera quantifiée par addition d'un substrat spécifique et une lecture
au spectrophotomeétre. Les dilutions sériques initiales varient selon les auteurs du 1/50e au
1/80e.

e 1 FRowoE

Figure 23 : Plaque d’ELISA.

* Lecture et interprétation : la lecture est plus reproductible mais des discordances
d'interprétation peuvent exister selon I'antigéne utilisé.

4- L’intradermoréaction 2 la mélitine

L'exploration de I'état allergique présente un grand intérét pour le diagnostic de la maladie
humaine, car elle peut étre le seul signe biologique d'une brucellose chronique.

* Indications : Son intérét se situe essentiellement dans le diagnostic de la brucellose chronique
car elle permet de témoigner d’un contact brucellien ancien, mais il sera souvent difficile de
distinguer une vraie brucellose chronique d’une brucellose guérie. [115] [123]

* Principe : L'intradermoréaction a la mélitine met en évidence une réaction d’hypersensibilité
retardée aux antigenes brucelliens (mélitine, antigene phénol-soluble).

Ce test n’est cependant plus réalisable en raison de ’arrét de la fabrication de I’antigene
spécifique (fraction phénol soluble). [115]

* Technique : La mélitine est un filtrat de culture de B.melitensis. On en injecte en
intradermique 0,1 ml a la face antérieure de 1’avant-bras (toujours faire un témoin négatif en
injectant sur |’ autre avant-bras du bouillon ayant servi a préparer la mélitine). [115] [123]

* Lecture et interprétation : La lecture se fait apres 24 a 48h. Une réaction positive se traduit
par une zone érythémateuse et cedématiée, ronde ou ovalaire, autour du point d’injection de la
mélitine. On peut apprécier l'intensité de la réaction allergique en mesurant le diamétre ou les
axes de la zone enflammée.

Ces dimensions varient de | a 3 cm dans les réactions de faible intensité, jusqu'a 7 8 8 cm et au-
dela pour les réactions tres fortement positives.

Apparaissant relativement tardivement, en général plusieurs jours aprés les agglutinines
sanguines, l'intradermoréaction persiste trés longtemps apres la guérison et probablement dans
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la plupart des cas, toute la vie du sujet. Cette recherche est donc d'un intérét négligeable pendant
les premiers jours de la maladie ; elle peut étre utile un peu plus tard, pour confirmer un
diagnostic sérologique, mais elle est surtout indispensable pour le diagnostic de la brucellose
chronique ou elle est souvent le seul signe biologique. [138]

Meéthode Brucellose
Aigué Focalisée | Chronique Commentaire
Culture
Hémoculture +++ + - Spécificité ~100% identification

de I’espece et du biovar en cause

Myéloculture +++ ++ - Intérét si antibiothérapie préalable
Culture du foyer - ++ - Sensibilité souvent faible
infectieux

Sérologie
EAT +++ + - Détecte IgG, précoce réactions

croisées +++

SAW +++ + - Référence OMS détecte IgM +
IgG réactions croisées +++

[F/ ELISA ++ +++ ++ Détecte [gM et I1gG plus tardif
/SAW réactions croisées +++

Amplification
génique
PCR besp31 ++ ++ - Sensible, spécifique, identification
(Sang, sérum) | (pus, tissu) du genre
++
++

PCR IS711 (Sang, sérum) | (pus, tissu) - Geéne multicopies détermination

du biovar

Tableau 9 : Intérét des différentes méthodes diagnostiques de la brucellose. [123]
4- Communauté antigénique

Les chaines latérales polysaccharidiques (chaine O) du LPS-S sont constituées d’un
homopolymeére  comprenant environ cent résidus de 4-formamido-4,6-didéoxy-
Dmannopyranosyl, support essentiel des réactions croisées entre Brucella spp et Yersinia
enterocolitica O : 9, ou plus accessoirement Stenotrophomonas maltophilia, Francisella
tularensis, Vibrio cholerae O : 1, Escherichia hermanii, E. coli O : 157, et Salmonella O : 30.
[38][130]
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CHAPITRE VI : TRAITEMENT DE LA BRUCELLOSE

Le traitement curatif de la brucellose repose essentiellement sur I’antibiothérapie. Son but est
de traiter la maladie et d’éviter la survenue de complications et de rechutes.

Du fait méme des caractéristiques bactériologiques du germe les antibiotiques a utiliser doivent
répondre a deux exigences :

- avoir une activité in vivo (intra et extra cellulaire).
- avoir une action synergique avec les autres antibiotiques qui leur sont associés.

Ainsi seulement quelques antibiotiques répondent a ces exigences, par contre ceux qui n'y
répondent pas, ne doivent pas étre choisis pour le traitement de la brucellose.

1- Les molécules antibiotiques utilisées dans le traitement de la brucellose
humaine

Les cyclines :

Représentent la base du traitement ; les molécules les plus utilisées sont la Doxycycline ou la
Minocycline. Un de leur grand avantage est leur utilisation par voie orale trés utile pour les pays
en voie de développement. [13]

La rifampicine :

Posséde une bonne diffusion tissulaire (os, liquide céphalorachidien...) et une bonne pénétration
intracellulaire.

Elle possede 3 avantages :

- une bonne synergie avec la doxycycline, chacune renforgant leur action mutuelle.

- elle est utilisable par voie orale.

- elle est permise chez 'enfant et la femme enceinte.

Par contre elle a 3 défauts :

- 20 % des Brucella lui sont résistantes ou peu sensibles.

- On rappelle que dans les pays en voie de développement il existe un risque de sélection du
bacille de la tuberculose lorsqu’elle est utilisée en monothérapie. [25]

Les aminosides :

Telle que la streptomycine (mais aussi la gentamycine et la tobramycine) ont I’avantage d’avoir
une action synergique avec les tétracyclines et peuvent, grace aux lysosomes, pénétrer dans les
cellules.

Les effets secondaires : principaux et graves sont : un risque d’ototoxicité et de néphrotoxicité
a doses élevées ou lors d’un traitement prolongé. La tendance actuelle consiste a faire une seule
injection par jour et de réduire la durée du traitement afin de limiter ces risques. [50]
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Le cotrimoxazole (triméthroprime — sulfaméthoxazole) : « Les sulfamides »

Posséde une bonne pénétration intracellulaire surtout pour triméthroprime, mais toujours
inférieure a celle des tétracyclines. [116]

Les fluoroquinolones :

La ciprofloxacine ou I’ofloxacine ont un colit élevées. Elles retrouvent de leurs intéréts dans
la poly-thérapie nécessaire dans le traitement des endocardites brucelliennes. [116]

Familles Molécules Ml Activité
(mg /1)
Oxytétracycline | 0.001-0.6 | Activité bactéricide intracellulaire.
Cyclines Antibiotiques actifs au PH acide des
Doxycycline 0.01-0.25 phagolysosomes.
Streptomycine 0.5-8 |Rapidement bactéricides.
. Antibiotiques surtout actifs en secteur
Aminosides . .
Gentamicine 025-1 |extracellulaire. Synergique
en association avec les cyclines.
Bonne diffusion tissulaire et intracellulaire.
Activité bactéricide en intracellulaire et en
Rifamycines Rifampicine 0.5-2 | PH acide.
Synergique en association avec les
cyclines.
Bonne diffusion intracellulaire uniquement
, Triméthoprime pour le triméthoprime.
Sulfamides Sulfaméthoxazole 04-123 Activité variable en fonction des souches
testées.
Ofloxacine 0.3-2.5 |Bonne diffusion tissulaire et intracellulaire.
Fluoroquinolones Ciprofloxacine 0535 Diminution nette de leur activité et faible

pouvoir bactéricide en PH acide.

Tableau 10 : Activité des principaux antibiotiques. [115] [123]

Effets indésirables des principaux antibiotiques :

Le tableau résume les modalités de prescription, les effets indésirables et les éléments de
surveillance des principaux antibiotiques.
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Posologies , .
Familles Molécules adulte et voies . l:lf.fets Precautlm‘ls
. ) indésirables d’emploi
d’administration
, ) 35 mofkefi P Contre-
) Oxytétracycline mg/kg/j PO Photosensibilité | indication
Cyclines )
] . femme enceinte
Doxycycline 200 mg/j PO et enfant < 8 ans
) ) Adaptation de la
o Streptomycine I g1 IM Néphro et posologie en cas
Aminosides ototoxicité d’insuffisance
Gentamicine S mg/kg/j IM rénale
Coloration
rouge des
urines.
Manifestati
Rifamycines | Rifampicine | 15mg/kg/jPO | oo coatons
immuno-
allergiques
(prise
discontinue)
Surveillance NFS
Sulfamides Trlmefhoprlme 8mg/kg/J L’eu.copeme,. 'Corlltret
Sulfaméthoxazole| 40mg/kg/jPO |anémie, allergie | indication
femme enceinte
Fluoroquinolone Ofloxacine 400 mg/j Photosensibilité
1 s Ciprofloxacine 1.5g/) Tendinopathie

Tableau 11 : Principaux antibiotiques prescrits au cours de la brucellose.
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Stade de la r.naladle Protocoles thérapeutiques Durée du traitement
et terrains
Brucellose aigue Cycline + aminoside 45 jours ‘ (14 'é 21 jours pou-r . la
) . .. streptomycine, 7 jours pour la gentamicine,
ou cycline + rifampicine g . ..
21 a 45 jours pour la rifampicine)
Brucellose ostéo- Cycline + rifampicine + 3 a 6 mois (21 jours pour la streptomycine,
articulaire Aminoside 8 4 15 jours pour la gentamicine)
Endocardite 6 a 12 semaines (21 a 30 jours pour la
brucellienne Cycline + rifampicine + streptomycine, [5 jours pour la
aminoside gentamicine). Durée plus longue si prothése
valvulaire.
Brucellose Rifampicine + 8 a 12 semaines (21 jours pour la
neuromeéningée cotrimoxazole + aminoside |streptomycine, 8 a 15 jours pour la
ou rifampicine + gentamicine).
fluoroquinolone +
aminoside

Tableau 12 : Propositions thérapeutiques. [115]
2- Le suivie du malade

Sous antibiothérapie, l'apyrexie est rapidement obtenue et les signes d'accompagnement
disparaissent en quelques jours. Le suivi du malade doit étre régulier, clinique et biologique,
jusqu'a l'arrét du traitement puis a 3 mois et 8 9 mois pour s'assurer de I'absence de rechutes.
Les rechutes s’observent le plus souvent au cours des 3 a 6 mois qui suivent ’arrét du
traitement.

Elles sont difficiles a différencier des réinfections dans les groupes exposés au
risque. Le traitement de la rechute repose sur la reprise du traitement initial car la sensibilité du
germe ne se modifie pas. Il n'existe pas d'arguments objectifs de la guérison définitive, le recul
du temps de quelques années reste encore un critére valable. (Voir tableau en Annexe XVII)

3- Antigénothérapie

Principe : Antigénothérapie réalisée a doses croissantes avec la mélitine (ou un vaccin
antibrucellique, vaccin du C.R.F.O. de Montpellier qui est une suspension de
Brucella melitensis de type 1 inactivée par chauffage, ou vaccin PI = utilisait la fraction phénol
insoluble (PI) de Brucella abortus B19 (appelé aussi vaccin brucellique PI).

Mode d’action : Antigénothérapie de choc : destiné a stimuler I’immunité cellulaire non
spécifique du sujet. On utilise principalement le vaccin microbien anti-melitensis tués par
chauffage, s’utilise par voie intraveineuse a la posologie faible et croissante. La premiére
injection 0,1 cc; 0,25 ccet 0,5 cc pour les suivantes avec un intervalle de 4 & 5 jours. Il provoque
une réaction fertile élevée qui dure 12 a 24 heures. [108]
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CHAPITRE VII : PROPHYLAXIE DE LA BRUCELLOSE
1- Prophylaxie animale

e Stratégie de lutte en Algérie lancé par le ministére de P’agriculture et du
développement rural 1995

Un programme national pluriannuel de lutte contre la brucellose, a été lancé par le ministere de
I’agriculture et du développement rural, a partir de I’année 1995.Un programme d'éradication
est un programme organisé en vue d'éliminer l'infection brucellique d'une région. 1l doit étre
congu de telle sorte qu'aucun nouveau foyer n'apparaisse et que toute vaccination devienne
inutile ou soit interdite a I'issue du plan. Elle est focalisée sur I'élimination de I'agent pathogene.
Les programmes d'éradication de la brucellose sont illustrés par cette stratégie qui se fait en 3
étapes :

- Etape 1 : une prophylaxie principalement médicale, c'est-a-dire une vaccination de masse
généralisée obligatoire, avec un vaccin de qualité et qui couvre la proportion la plus large
d'animaux réceptifs (l'idéale est d'approcher les 100%), suivie de la deuxieme étape.

- Etape 2 : une prophylaxie médico-sanitaire ou mixte, c'est-a-dire une vaccination des jeunes
uniquement associée a l'abattage des animaux réagissant aux tests sérologiques. Elle ne doit
€tre entamée qu'apres une longue période (10-15 ans) et aprés avoir jugé que la premiere étape
est bien menée.

- Etape 3 : une prophylaxie exclusivement sanitaire, c'est-a-dire dépistage et abattage, avec
indemnité, des animaux reconnus infectés ou exposés dans les troupeaux infectés ; elle ne sera
envisagée que lorsque le taux de prévalence est inférieur a 1%. C'est une phase ultime menant
vers I'éradication.

Cette stratégie se traduit par les mesures préventives suivantes :

- Controle régulier des cheptels

- Maintien du cheptel a I’abri des contaminations de voisinage.

- Elimination des jeunes femelles nées de mére infectée.

- Contrdle de toutes les especes réceptives et élimination des infectés.

- [solement strict des animaux infectés, surtout lors de mise bas, dans un local facile a
désinfecter, et mesures de désinfections adaptées (destruction du placenta, traitement des
fumiers...).

- Désinfections périodiques des locaux.

- La vaccination animale :

La vaccination est recommandée par OIE (I’Office International des Epizooties) pour le
contréle de la brucellose dans les zones ot la prévalence de I’enzootie est élevée. Le vaccin S19
est le vaccin de choix car il protége durant toute la durée de vie utile de I’animal, et il est peu
onéreux. Pour éviter de géner le diagnostic, il est recommandé de limiter la vaccination aux
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jeunes animaux (veaux de 3 a 8 mois) chez lesquels les anticorps vaccinaux disparaissent
rapidement. Le vaccin ayant un puissant effet anti-abortif, il diminue une des principales
sources d’infection, a savoir les feetus. Les femelles de plus de huit mois et les males ne doivent
pas €tre vaccinés, et la vaccination de rappel n’est pas recommandée. Le principal objectif d’un
tel programme est de réduire le taux d’infection et de faire en sorte que les troupeaux soient
résistants & |a brucellose, pour que I’éradication de la maladie puisse ensuite étre entreprise. On
estime que 7 a 10 ans de vaccination systématique sont nécessaires pour atteindre cet objectif.

NON
Sunailfance
¢prdenio vgique
Controle des
: MIUNCHICNS
l v
v
! 1
Y ) v
Forte
v v l
L» -
Vaceinatior de mane Vaceination dos feunes Dipistage/abittage
(Jeunes ¢t adultes) )
Elmination des coimauy infectés Elimin ytion des animaux
irfectés

Figure 24 : Choix d’une stratégie de lutte contre la brucellose.
2- Prophylaxie humaine
a- Chez la population générale
La sensibilisation de la population générale concernant les risques & consommer des produits
laitiers non pasteurisés est de mise.
L'approche la plus rationnelle pour prévenir la brucellose humaine est le contrdle et

I'¢limination de I'infection chez les animaux et la pasteurisation du lait,

Il n’existe pas de recommandation spécifique d’hygiéne domestique :
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- Eviter la consommation de fromage cru artisanal, viande et abats peu cuites.
- Ne pas consommer le lait de vache ou de chévre cru ou caillé.

b- Chez les professionnels d’agriculture et vétérinaires

- Se laver les mains systématiquement avec de |’eau et du savon : Aprés un contact avec les
animaux, les déchets ou les déjections animales ; avant les repas, les pauses et en fin de journée
de travail.

- Si plaie : laver, savonner, puis rincer. Désinfecter et recouvrir d’un pansement imperméable.
- Si projection dans les yeux, rincer immédiatement a I’eau potable ;
- Changer de vétements en fin de journée.

° Vaccin humain

Le vaccin de la brucellose humaine est obtenu a partir de la fraction phénolo-insoluble (PI) de
B. abortus souche B19. C’est un vaccin qui n’a pas besoin de supplément de CO pour sa
croissance, et n’est pas inhibé par le bleu de thionine, la safranine, la pénicilline et I’érythrol. Il
est administré en primo-vaccination, par voie sous cutanée, a la dose de 1 mg d'extrait sec sous
un volume de 0,5ml, en deux injections séparées de 15 jours ; et peut faire I'objet de rappel
apres 18 mois a 2 ans. Le pouvoir réactogene résiduel du vaccin autorise son utilisation, en
dilutions progressivement croissantes, en cure de désensibilisation dans les formes chroniques
de brucellose. [38] [131]

c- Chez les professionnels de santé (laborantin)
* Manipulations au laboratoire de tout préléevement & risque (hémoculture, biopsie
ganglionnaire....) sous hotte avec masque, gants, et lunette. .
Tester sérologiquement les personnes a risque, surtout lors de vaccination.
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PARTRIE II : PARTIE PRATIQUE

CHAPITRE I : EPIDEMIOLOGIE STATISTIQUE DE LA BRUCELLOSE
ANIMALE

1- Dans le monde

La répartition géographique de la maladie animale dans le monde est strictement corrélée a celle
des régions d’élevage de caprins, d’ovins et de bovins. Elle concerne tous les continents, avec
une densité des cas surtout marquée en Afrique, en Asie, notamment au Proche-Orient, et dans
les pays d’Europe centrale, en particulier la zone des Balkans.

La situation mondiale de la brucellose animale peut schématiquement étre représentée par deux
Modalités :

— Les pays développés ; qui voient la maladie devenir de plus en plus rare grace a une sévere
politique de dépistage au sein des troupeaux et d'éradication par la vaccination ou I’abattage.

— Les pays en voie de développement ; qui ne disposent pas des moyens pour mettre en place
une politique de lutte massive contre la maladie et dans lesquels la brucellose reste endémique.

Figure 25 : Répartition géographique de la brucellose animale (année 2009) [37]
2- En Afrique sub-saharienne

Les données bibliographiques sur I’infection due a la brucellose en Afrique sub-saharienne
montrent que les recherches sur cette maladie ont surtout concerné I’espéce bovine et dans une
moindre mesure les petits ruminants. Les données sur la prévalence animale sont reprises dans
le tableau dans (I’annexe numéro IX).
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Selon les travaux de Mangen et collaborateurs (2002), basés sur les résultats obtenus au moyen
du test au rose Bengale, la séroprévalence globale de la brucellose bovine en Afrique sub-
saharienne est estimée a 16,2% avec toutefois des variations trés importantes allant de 10,2% a
25,7%. Globalement, les différentes investigations menées sur la maladie ont montré que la
prévalence de la brucellose animale tant au niveau individuel qu’au niveau des troupeaux varie
selon les systémes d’élevages, les zones géographiques considérées et les méthodes de
diagnostic utilisées. [19]

3- Au Maghreb

e Au Maroc

Au Maroc, une enquéte menée en 1996 dans la région orientale a révélé que 12,1 % des
troupeaux ovins et 2,4% des troupeaux caprins étaient infectés.

En 2004, deux foyers bovins (72 cas) ont été déclarés dans la province d’Agadir ; et un foyer
de petits ruminants (11cas) dans la province de Khénifra.

e En Tunisie

Avant 1970 le taux des animaux infectés était de 8 a 9% mais suite a la vaccination des petits
ruminants par le vaccin B19 ce taux a été revu a la baisse.

Depuis 1989 la maladie animale a connu une recrudescence surtout dans certaines régions du
centre et du sud-ouest. [56]

e En Libye

Bien que peu d'informations sont disponibles ; la Libye est considérée comme endémique pour
la brucellose.

Selon une étude prospective menée dans le nord-ouest de la Libye, la séroprévalence de la
brucellose était de 31% chez les caprins et 42% chez bovins.

4- En Algérie

- Les premicres études faites en Algérie sur la brucellose animale remontent a 1907. Ils
indiquent la présence de la brucellose chez les caprins. [140]

- Dans la premiere étude, en 1969-1970, mené par Dr. Benelmouffok sur la brucellose bovine,
on rapporte les premiers résultats qui ont montré que le degré d’infection au sein du secteur
d’état était relativement élevé dans notre pays, 23 %. [6]

- Dans une deuxiéme étude en 1976, Benelmouffok rapporta le bilan du dépistage sérologique
jusqu’a cette date, montrant une régression de ce taux d’infection 2 17% en 1970 puis sa
stabilisation aux environs de 12%.

- En 1984, suite a I’explosion d’une épidémie a Ghardaia, une enquéte a été faite sur les caprins
de la région, révélant un taux d’infection de 8,2%; ce qui était a I’origine d’une épidémie chez
la population. [24]{90]
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- En 1995, un programme national pluriannuel de lutte a été lancé par le ministéere de
I’agriculture et du développement rural, contre cette pathologie. [31]

- En 2000, la wilaya de Sidi Bel Abbes semble étre la plus touchée. [8]

- L’évolution du taux d’infection de la brucellose bovine depuis le début du programme montre
une certaine amélioration du taux d’infection. Le taux est passé de 1,70% en 1995 a 0,67% en
2004.

- En 2005 On constate un taux moyen de positivité n’excéde pas 0,78%. [29]
- En 2012 : L’Incidence de la brucellose bovine était égale a 1.04% de 1.38% en 2013.
Concernant la brucellose caprine :

- En 2013, le nombre de foyers chez I’espéce caprine reste assez stable avec 43 foyers déclarés
contre 39 foyers enregistrés en 2012. [49]

S- Dans la wilaya de Blida

Dans cette partie nous avons traités les registres et les bilans annuels de la brucellose animale
de ces 12 derniéres années (2004-2015), fournis par la direction des services vétérinaires (DSV)
et par le service d’épidémiologie et médecine préventive de la Wilaya de Blida.

* Incidence annuelle :

L’incidence de la brucellose animale entre 2004 et 2015 varie entre 0.63% (min) et 3.8% (max),
I’incidence la plus élevée a été enregistrée en 2010 avec 3.8%.

Incidence anuelle des cas déclarés des
animaux
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Figure 26 : Incidence annuelle des cas déclarés des animaux de la Wilaya de Blida.
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Figure 27 : Incidence mensuelle des cas déclarés des animaux de la Wilaya de Blida.

On observe sur les 12 ans que ’incidence mensuelle est élevée au mois de mars (164 cas), on
note aussi que I’incidence mensuelle dans les autres mois est trés proche.
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CHAPITRE 1II : EPIDEMIOLOGIE STATISTIQUE DE LA
BRUCELLOSE HUMAINE

1- Dans le monde

La brucellose humaine est étroitement liée a ’infection animale. L'OMS estime l'incidence
mondiale de la maladie a 500 000 cas par an. Le taux d'incidence annuelle déclarée de la
brucellose humaine dans les zones endémiques a travers le monde varie de < 0,01 a> 200 cas
pour 100.000 habitants.

En l'an 2005, le taux d'incidence annuelle par 100.000 habitants était de : 160,30 en Syrie,
60.60 en Mongolie, 26.20 en Turquie et 21.40 en Arabie Saoudite.

La brucellose a été éliminée dans la majorité des pays développés, mais elle est encore
endémique en Afrique orientale et du sud, au Moyen-Orient, en Asie Centrale et I’ Asie de Sud
(Inde ; Chine), I’Amérique centrale (Mexique) et du Sud (Pérou) et dans les pays
méditerranéens de I'Europe. [30] [130]
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Figure 28 : Incidence mondiale de brucellose humaine (2006) [153]

2- En Afrique subsaharienne

Bien que la brucellose humaine ait été relativement peu étudiée en Afrique subsaharienne
(ASS), considére que plus qu’ailleurs, cette maladie représente une cause importante de
morbidité, d’incapacité de travail et de réduction d’activité.

De maniére générale, la brucellose humaine est sous-diagnostiquée en ASS, sans doute en
raison de son tableau clinique qui peut étre confondu a celui d’autres maladies fébriles
notamment la fiévre typhique, la fiévre paratyphique et le paludisme.
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Tout comme chez les animaux, la maladie a été diagnostiquée chez ’homme dans presque tous
les endroits ou des enquétes ont été effectuées. Les travaux de Gidel et collaborateurs (1974),
en Cote d’Ivoire, au Niger et au Burkina Faso ont trouvé dans les zones pastorales des taux de
séroprévalences variant de 1% a 17% chez les humains. Selon les mémes auteurs, la maladie
affecte surtout les bergers et leurs familles et les réactions allergologiques positives sont plus
fréquentes chez I"’homme que chez la femme et chez I’adulte que chez I’enfant.

Dans la région de Tanga en Tanzanie, Swai et Schoonman (2009) ont trouvé une prévalence
globale de 5,52% chez différentes catégories de travailleurs. [19]

3- Au Maghreb

e Au Maroc

Selon I’analyse des données de surveillance de routine sur la période 2000-2013, la maladie
évolue sous forme endémo-épidémique. Au total, seulement 90 cas de brucellose humaine ont
été déclarés sur cette période, les provinces de I’est et du sud sont les plus a risque de la maladie
(Laayoune, Jerada, Oujda, Figuig). [152]

e En Tunisie

La brucellose demeure endémique dans certaines régions. Avant 1989, I’endémicité était faible
avec une moyenne annuelle de déclaration de 5 cas. [5] [4] [3] [94]

L'insuffisance des mesures préventives €tait a l'origine de I'épidémie de 1991-1992 totalisant
plus de 500 cas dans les régions du Sud-ouest. Depuis, I’endémicité de la maladie persiste dans
ces régions avec une incidence actuelle de I’ordre de 2 & 3,5 pour 100000 habitants.

Le nombre des cas déclarés varie entre 128 en 2003, 354 en 2004 et 284 en 2005, 80% des cas
sont déclarés dans les gouvernorats de Gafsa, Kasserine, Tozeur et Kébili.

Une nouvelle recrudescence de la maladie est survenue au cours de l'année 2006 avec la
notification de 460 cas et surtout la survenue d'une épidémie dans la région du grand Tunis (87
cas). [56]

e En Libye
Selon une étude prospective menée dans le nord-ouest de la Libye sur 546 volontaires humains,

on trouve une séropositivité élevée de 40%, avec 95 (43%) des 221 échantillons positifs pour
les IgM, indiquant une infection récente.

4- En Algérie
- En 1984, on parle pour la premiére fois de brucellose humaine ; suite & une flambée

épidémique a Ghardaia, environs 600 cas cliniques déclarés dont 248 confirmés par le
laboratoire de I'IPA (Institut Pasteur d’Algérie). [10][11][24][52]
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- En 1986, la wilaya de Tlemcen enregistre les premiers cas dans 1’ouest du pays. Depuis le
nombre de cas ne cesse d’augmenter d’année en année. [24]

- En 1989, apparition d’une importante épidémie dans la wilaya de Sétif, a I’est du pays. A
Ghardaia, on a enregistré 203 cas durant cette année.

- En 1994, un foyer épidémique s’est déclaré dans la wilaya d’El Oued. [53]
Les enquétes sérologiques effectuées par différentes équipes retrouvent :

-- A I’ouest, BOUDILMI et al ont retrouvé 422 cas de brucellose confirmés positifs sur 928
sérums regus au niveau du laboratoire de Tlemcen entre 1986 et 1990. [18]

-- A Dest, une premiére enquéte qui avait porté sur 18 domaines agricoles de la wilaya de Sétif,
avait trouvé 6,8% de travailleurs agricoles séropositifs. Alors qu’une deuxieme étude entre

1987-1989 révélait un taux de 4,25%. [46]

TOURARB et al ont étudié I’épidémiologie de la brucellose professionnelle dans la wilaya de
Annaba, et ont révele un taux d’infection de 6,5%. [80]

-- Au sud, KORICHI et RAHAL retrouvent un taux de 22,34% a El Oued durant I’année 1994-
1995. [53]

v' Caractéristiques de la brucellose humaine en Algérie :
1- Sexe:

-La répartition par le sexe montre une prédominance masculine quand I’exposition est
professionnelle. [12][10][18][46]

Effectif = 100.000 habitants

T FEMINN
A

Figure 29 : Répartition des cas de brucellose professionnelle en fonction du sexe
(2004-2015). [DSP=Direction de santé publique]

Quand la contamination est d’origine alimentaire, les deux sexes sont également atteints.
[12][52]

2- Age:
En Algérie, les incidences spécifiques par tranches d'age sont toutes supérieures a 14 cas pour

100.000 habitants a I'exception des 0 - 4 ans sont moins touchés par rapport a la tranche d’4ge
30 - 39 ans qui sont les plus touchés. [10][12] [46]
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3- Mode de contamination :

Le mode de contamination est dans 60% des cas alimentaire par ingestion de lait cru et des
produits laitiers, dans 10% des cas d’origine professionnelle exclusive et dans 30% des cas
mixte.

Effectif = 100.000 habitants

Contamination
mixte

30%

§ Contamination
- alimentaire

Contamination 60%

professionnelle—"
10%

Figure 30 : Répartition des cas de brucellose en fonction du mode de contamination
(2004-2015). [DSP=Direction de santé publique]

4- Répartition au cours de I’année :

La brucellose sévit toute 1'année, mais on note cependant une incidence élevée en
printemps et en été, période de mise bas et de pleine lactation. [10] [12]
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Figure 31 : Incidence mensuelle de la brucellose humaine en Algérie année 2015.
[DSP=Direction de santé publique]

v Nombre de cas de la brucellose humaine en Algérie (2004-2010) :
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- En 2004, I’incidence de la brucellose était en légére hausse avec 10,99 cas pour 100.000
habitants.

- En 2008, on observe une augmentation brusque d’incidence de la brucellose humaine, qui
suit par une diminution rapide dans les années 2009-2010.
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Figure 32 : Nombre de cas de brucellose humaine en Algérie (2004-2010).
[DSP=Direction de santé publique]

5- Dans la wilaya de Blida

v" Déclaration des cas de brucellose humaine :



, Nombre de cas
Année \ La commune
positif

01 - Beni Tamou
2006 03 cas 01 = Blida

01 = Ben khellil

01 = Blida
2007 02 cas 01 > Ben khellil
2008 01 cas 01 = Boufarik
2009 02 cas 02 = Boufarik
2010 0 cas -

04 - Oueld yaich

04 = Ain romana
2011 13 cas 02 = Blida

02 = Chiffa

01 = Bouarfa

01 = Bouarfa

01 = Boufarik
2012 04 cas 01 - Ain romana

01 = Meftah
2013 01 cas 01 - Bougara

02 > Mouzaia

01 = Blida

01 - Bouinan
2014 07 cas 01 > El Affroun

01 = Chiffa

01 - Bougara
2015 01 cas 01 > Bougara
Total 34 cas -
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Tableau 13 : Les cas déclarés de brucellose humaine dans la wilaya de Blida entre 2006
et 2015. [DSP=Direction de santé publique]
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Figure 33 : Incidence annuelle des cas de brucellose humaine dans la Wilaya de

Blida.




v' Caractéristiques de la brucellose humaine a Blida :

1- Sexe:

Wilaya de Blida

Total

homme femme

2006-2015

34

22

12

Tableau 14 : Répartition par sexe des cas déclarés dans la Wilaya de Blida.

Figure 34 : Le sexe ratio dans la Wilaya de Blida. (Effectif=34)
Le sexe ratio dans la Wilaya de Blida : 65 /35=1.85 (approximativement = 2)

2- Répartition des cas humains brucelliques en fonction de I’age :

Wilaya Blida
Age (ans) Effectif %
0-9 0 0
10-19 7 20.60
20-29 5 14.70
30-39 9 26.47
40-49 4 11.76
>50 9 26.47
Total 34 100
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Tableau 15 : Répartition des cas humains brucelliques de 1a Wilaya de Blida en fonction

de I’age. [DSP=Direction de santé publique]
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Figure 35 : Tranches d’age des cas brucelliques au niveau de la Wilaya de Blida.

D’aprés le tableau 8 et la figure 17, on constate que les tranches d’age les plus touchées
sont  [30-39] ans, [>50] ans c’est-a-dire les adultes, [10-19] ans : les adolescents et les
adultes jeunes et on observe 1’absence de cas dans la tranche d’age [0-9] ans.
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CHAPITRE 111 : QUESTIONNAIRE SUR LA CONNAISSANCE DE LA
BRUCELLOSE PAR LA POPULATION GENERALE ET LES
COMPORTEMENTS A RISQUE

Vu I’importance sanitaire de la brucellose et notre connaissance des habitudes alimentaires dans
la région de Blida, nous nous sommes proposés d’établir un questionnaire sur la connaissance
de la brucellose par la population générale et les comportements a risque, que nous avons
adressé a 200 personnes de la population générale.

Voici un exemplaire vierge de ce questionnaire :
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Sexe : Age: Commune :

|00 ST o) « RO
DR A e i Do B ) 13 11 )+
Avez-vous des contacts avec le bétail : [ Oui J Non

Si oui quel genre de CONMLACE T . ...oiuiiiiii i e e
Quelle espece animale & ... .o it e
Consommez-vous du lait : O Oui J Non

Si oui, comment : I cru C fermenté C bouilli 10 (T
Provenance du lait COnSOMME 1 .. ... .. i i
Est-ce qu’il vous arrive de boire du lait ou de consommer des dérivés laitiers non pasteurisés ?
7 Oui ” Non

POV NG & ..ottt e

Nature des produits laitiers non pasteurisés consommes :

oLaitcru O Lait chauffé o Beurre o Lben oDjben o Raib O Autre

PrECISEZ AUIIE & ..ottt e e e e e e
Est-ce que vous donnez a vos enfants des produits laitiers non pasteurisés : .......................
Siouiapartirde qUEl AZe 1 ... i
Pensez-vous que la consommation de produits laitiers non pasteurisés est dangereuse : .........
Si oui quels sont les risques possibles 1 ...
Connaissez-vous la brucellose ou fievre de malte : [0 Oui [0 Non

Si oui, comment reconnaissez-vous lamaladie : ...............
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Région d’étude : la Wilaya de Blida

Géographiquement : elle se situe dans la partie nord du pays dans la zone du tell central.
Elle est limitée au nord par les wilayas d’Alger et Tipaza, a I’ouest par la Wilaya de Ain Defla,
au sud par la Wilaya de Médéa, a I’est par la Wilaya de Bouira et Boumerdes.

Elle est caractérisée par deux types de reliefs : La plaine de la Mitidja et la zone de I’Atlas
Blidéen, la Wilaya compte une population de 890,484 habitants avec une superficie de
1575km?,

Elle se distingue par la richesse de ses terres qui lui confére une vocation agricole. Le domaine
forestier s”étend sur 65.253 ha.

Coté animale : les élevages de la Wilaya sont de type intensif ou semi-intensif, le cheptel bovin

estimé a 18.976 tétes dont 8966 vaches laitiéres, le cheptel ovin est par contre insignifiant dans
la Wilaya qui constitue seulement une zone de transit.
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Figure 36 : Carte géographique de la wilaya de Blida.
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Le résultat de I’analyse et I’exploitation des réponses est représenté dans le tableau ci-apres :

Age 18-30 ans 31-50 ans Plus de 50 ans
135 46 19
Niveau d’instruction Illettré Primaire | Moyen Ly ;ee Universitaire
14 9 15 24 138
Sexe Homme Femme
70 130
Notion de contact avec le Oui Non
bétail 45 155
Espece Bovins Ovins Caprins
36 33 14
Consommation du lait Oui Non
175 25
Nature du lait Cru Fermenté Bouilli Autre
48 56 150 13
Consommation des produits Oui Non
laitiers non pasteurisés 133 67
Provenance Vaches Autre
132 19
Nature des‘ p?roduits laiti’ers Lait Lait | Beurre | Lben | Djben | Raib | Autre
non pasteurisés consommes cru chauffé
45 50 91 121 62 110 24
Consommation des enfants Oui Non
des produits laitiers non
pasteurisés 31 149
Age 0-2 ans 2-4 ans 4-6 ans Plus de 6 ans
7 23 10 11
Dangerosité de Oui Non
consommation des produits
laitiers non pasteuriséz 135 63
Connaissance de brucellose Oui Non
130 70
Réponse vis-a-vis la Favorable Défavorable
connaissance de brucellose 58 72

Tableau 16 : Tableau récapitulatif des résultats du questionnaire aupres de la

population générale (200 personnes).

N =200
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D’apres les réponses obtenues on constate que 133 personnes sur les 200 questionnées disent
consommer des produits laitiers non pasteurisés comme le démontre le diagramme suivant :

Figure 37 : Consommation des produits laitiers non pasteurisés. (N =200)

Lben est le produit non pasteurisé le plus consommé et nous savons que la bactérie survit dans
cet aliment car il n’est pas soumis a I’ébullition comme pourrai I’étre le lait.

Lait pasteurisé : Lait chauffé sous le point d'ébullition pour détruire la plupart des bactéries
pathogénes dont la T : 100.5°C.

Figure 38 : Nature des produits laitiers non pasteurisés consommés. (N =133)

Sur ’ensemble de personnes questionnées pratiquement le quart donne du lait ou des produits
laitiers non pasteurisés méme a un tres jeune dge (moins de 2 ans).
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Figure 39 : Consommation des enfants des produits laitiers non pasteurisés. (N =200)

Selon nos constatations la consommation des produits laitiers non pasteurisés est tres largement
répandue chez la population blidéenne et ceci malgré le fait que 67% des sujets disent étre au
courant de la dangerosité que cela implique et que 65% disent connaitre la pathologie que nous
étudions qu’est la brucellose.

Figure 40 : Dangerosité de la consommation des produits laitiers non pasteurisés.
(N =200)
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Figure 41 : Connaissance de brucellose. (N =200)

Il est ainsi indéniable que des efforts pour la vulgarisation de cette maladie et la sensibilisation
de la population générale concernant les risques & consommer des produits laitiers non
pasteurisés est de mise.
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CONCLUSION

La brucellose est une anthropozoonose, maladie essentiellement animale touchant
accidentellement I’homme.

Dans notre pays, il est nécessaire d’appliquer un programme de lutte plus adéquat a la situation
présente et instaurer des compagnes de sensibilisation de la population dans les zones ot la
maladie est endémique surtout dans notre wilaya, en expliquant la gravité de la maladie, ses
modes de transmission et ses moyens de prévention.

Devant son extréme polymorphisme clinique, il faut savoir I’évoquer afin de demander les
examens complémentaires qui permettront d’affirmer le diagnostic.

Malgré le traitement antibiotique, cette affection demeure de pronostic réservé et nécessite un
traitement prolongeg.

Le meilleur moyen de lutte est préventif basé sur la vaccination du cheptel et des personnes
exposees.
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Annexe I : La composition de la gélose dextrosée au sérum (SDA)

Ingredients Eng/L
Dextrose (glucose) 40g
Peptone 10g
Gélose 15¢
Eau distillée 1000 ml

Le pH final de 5,6 +/- 0,2 a 25°C.

Annexe II : La composition de La gélose trypticase soja TSA

Ingrédients Eng/L
Peptone de caséine 17,0 g/l
Peptone de farine de soja 3,0¢g/1
D(+)- glucose 2,5 g/
Chlorure de sodium 5,0 g/l
Phosphate dipotassique 2,5¢g/
Eau 1000 ml
PH 7.3+0,2.
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Annexe III : La composition de la gélose au sang cuit

COMPOSITION (grammes/litre)
Peptone 10,0

Extrait de viande de | 5,0

beeuf

Glucose 10,0

Chlorure de sodium 5,0

Agar 15,0

pH 7,5%0,2

Annexe IV : La composition du bouillon tryptone soja

Ingrédients Eng/L
Peptone de caséine
17,00
Peptone de soja
3,00
Chlorure de sodium
5,00
Phosphate dipotassique
2,50
Glucose monohydraté
2,50
pH final a 25° 7,3

Ingrédients en grammes par litre d’eau distillée ou déminéralisée.

Annexe V : La méthode de Castaneda

Mettre dans un méme flacon des quantités appropriées de milieu solide et de milieu liquide, ce
dernier contenant 12 2 % de citrate de sodium. Ajouter 5 2410 ml de I’échantillon de sang. Porter
a I’étuve a 37°C, en général dans un bocal hermétiquement clos aprés introduction de 10% de
COz2.Renverser de temps en temps le flacon pour que le bouillon baigne de la surface exposée




de gélose, et vérifier périodiquement si des colonies visibles de Brucella se forment en surface.
S’il n’y en a pas, faire a nouveau passer le bouillon sue gélose et remettre a I’étuve.

Annexe VI : La composition du supplément sélectif pour Brucella (milieu de

-.. houin n m u

Farrell)

COMPOSITION | (par flacon)
Polymyxine B 2 500 UI
Bacitracine 12 500 UI
Cycloheximide 50,0 mg
Acide nalidixique |2,5 mg
Nystatine 50 000 UI
Vancomycine 10,0 mg

Annexe VII : La composition du milieu de Kuzdas et Morse

COMPOSITION (par flacon)
Bacitracine 25,000 UI
Polymyxine B 6,000 U1
Cycloheximide 100 mg

La quantité par litre de milieu de base




Annexe VIII : Durée de survie des brucelles étudiées dans quelques produits
laitiers.

Produit laitier Espece brucellienne Température Duree de
en °C survie
Latt B. abortus 71 5-15 secondes
B. abonus 38 < 9 heures
B. abortus 25-37 24 heures
B. abortus 0 18 mois
Creme B. abortus 4 6 semaines
B. melitensis 4 4 semaines
Creme glacee B. abortus 0 30 jours
Beurre B. abortus 8 142 jours
Fromages
s Feta B. melitensis - 4-16 jours
e Pecorino B. melitensis - < 90 jours
¢ Rogquefort B. abortus et melitensis 20-60 jours
e Camembert B. abortus - <21 jours
o Cheddar B. abortus - 6 mois
« Fromage blanc B. melitensis - 1-8 semaines
e Pettlait B. ahortus 5 > 6 jours




Annexe IX : La prévalence de la brucellose animale et humaine en Afrique
Subsaharienne en fonction des zones géographiques — synthese des études
réalisées entre 1955 et 2010.

Pays Systime d’8evage | Esploe Talllede |Typedetest| Prévalence |Anteurs
1'échantion
Afrique de I'Ouest
Bénin Mixte Bovins 920 KRB FC 10,407 Abakpo eral | 1984
Ahakpo, 1987
Minte Bovins R 1.30Pa
NMaxte Bovins FC 8.3
Burkhina Faso Mixte Bovins 1270 KB 7.40% Ahakpo. 1987
Minte Bovins FC 9,7%
Urlain Bovins 67 §5.2%
Pastoral Bovins 440 11,30 14.3%
Périurbain Bovins 1 107 8.0% Coulibaly ¢t
Yamdopgo, 2000
Pastora! Bovins 270 R1 2100 Gidel eral . 1974
Bovins } 83 PO, SAW 10,9
Caprins 121 Kl 16.8%0
Hunuunns } 357 1 C.SAW 0.4%,
Pastoral Bovins 199 K1 0.0% Gulel eral . 1974
Caprins 251 KRi 4.8%
Humains 98§ FCOSAW 0. 1%
U'rhain Bovins 290 RB 13.2% Traoré et al | 20048
Core d'ivoire Miie Bonins 1214 KB 28.3% Cunus, 1980
Bosvins 700 RY 51.0%
Pastoral Bos ins 144 1C SAW 2.6%
ordiion de Ovins 14 RI 1.0%
Hun_\;xins' 1122 1O SAW 1.0% Gideleral . 1974
Pastoral Bovins 338 Rl 38.8%
(révion de Boning 347 I'CSAW 15.6%
Korogho) Caprins 15 R1 1.0Pa
Humains 1629 1'C.SAW 0.4%
Pastoral Baovine OO FOOSAW, 8.8 % Sanogo et al L 2008
KB, i lisa
Minte Bovins 13 343 SAW, KB 10.1% Pilo-Moron eral |
1979
Périurban Bovins 381 KB. Elisa .00 45% [thyscral, 2008
SAW O
Ghana Zone forcqicre ovins 183 RB 6.6% Kuhafor cral,
Mite Bovins 183 RH 0.6% 2000
Mixte Bovins 323 KB 9.3% Furk son ¢t Boadu,
Pastoral Bovins ER KB )39, 1992
Guiinde Minte Bovins 2748 KB.FC 6.5 Diallo, 1904
Minte Bonins 1 861 K13 6.9 Svikveral, 1982
MNah Minte Bovins 67 RB.LC 19.7% Maivact ol 1998
Pastoral Bovins 1 OO0 I:lisa 2.re lounkara eral .
oo s




Pays Systime d'8evage |Espice | Taille de |Type de test| Prévalenee |Auteurs
Péchantion
Niger Périurbain Bovins 380 Rl 20.8% Adanou, 2008
Ovins 75 Rl 6.67%
Caprins 80 Rl 6.25%
Minte Bovins 826 RB 18.3% Akikpo, 1987
Ic 27.6%
Pastorad + PU Bovins 669 RB.I'C, 35.53%
(Région de Culture
Nutmev) Bloch et Diatlo,
Pastorad 4 PU Bovins 157 RB.IC EXT Liad
(RCgion de Jender)
Patorale Bovins 2794 RB 1.4%
Mixte Bovins 245 R1 21.2% Gidel et al, 1974
Bovins 42 O SAW 1.0%
Caprins {118} Rt 45.1%
Ovins 81 RT 2.2%
Humuiins 1193 1.4%
Nigeria Pastor Ovins 250 R 4.8% FPalade eral, 1981
Caprins I8y RB 9.0,
Périurbain Ovins 28 SAW, RT 11L3% Ocholiceral, 20058
Pastordd Bovins 200 RB 154 Adeyviyun et Oni,
SAW 5o |19
Mixte (Rancty Bovins 1989 RIB.SAW | 22 348% |Agunloye of ul.
1988
Mixte Bovins 400 RB 6.3% Ishokveral | 1997
SAW 5.0%
Pagora Bovins 762 Flisa 6.6% Ocholi et al.. 1996
Saw 30%
R13 2.1%
Séné gal Mixte Bovins 1379 RB. SAW 10.3% Aldhpo et
Bornuwel 1987
Ahatoir de Pakiar [ Bovins P34 SAWTC | 873 172.2% [Chuntal ¢t
Thomas. 19706
Pagora Bovins 388 R13 14.4%
SAW 13.3% Doutre et af L 1977
e 13.3%
Minte Bovins NS Culture Ververer al L 1979
Pastor Bovins 388 RB. Culture [4.40°6 Powtre efal. 1977
Pasorul Bovins SAW 14970
Togo Mixte Bovins 1 056 RB £3.5% Akukpo. 1987
Mixte Bovins FC 16.00%
Mixte Bovins P12 NS 3550 51.9% [ Domingo, 2000
Afrique centrale
Cumeroun Mixte Bovins 962 RB 0.7 Ahukpo, 1987
Mixte Bovins e 10.5(Fo
Minge Bovins 298 Llisa 8.4 Baxemi eral., 2009
Abanoir de Bovins 840 RB, Llisa, 9.60P SheveNjilaeral.,
[schang SAWIFC 2008




Systime d’@evage |Espice | Taillede |Type de

Rép. du Congo Pstoral Bovins 30 NS 1670%  |Npov ot Kinfouka
1989
Rép. Centrafricaine [ Pastoral Bovins 2032 RB 3. Nakounsd ¢
al 2004
fchad NS Bovins 287 Rl 18,000 | Sacquet, 1955
S0 SAW 12X
I riurbain Bovins 634 IC 2.6 Delafosse ot ul.,
02
Mizte Bovins 1933 SAW 7.4 3238% |{Perrean. 1956
978 RI
Afrique de l'est
Burundi Mixte Bovins 957 RB, SAW 03 130F
RB 25.40r, Merk
Yadoral Bovins 528 SAW 183000 ;C};i:ﬁl‘:‘g 1033
R1 I4.40°6
Envthrée Nistoral Bovins 1 609 RB 320 Bekele eral, 1989
Padord Bovins 2427 RB.IC 5.6P, Oner et al., 2000
Fehiopie Mastora Cameline F442 RB 5.6 teshome eral.,
e 420, |23
Miste Bovins 1 598 RB 3100 Ibrahim et ol 2010
X9
Pasoral Oving 563 RB ar, Ashenahi eral.
Pastoral Caprins 1 (08 RB 5.8 07
Pasgorad Bovins 085 ¢ 0.43% Domenech ¢t
Fetevee, 1974
Kenya Pavorad Bovins 10 361 RB DN o Kagumha et
RI3. SAW 6P Nandokha,
RB. 1C 8.7 (P 1978
Urbain ¢ pastoral | Bovins 456 RE. Lhisa 04 Pe Arimi ¢t Gl 2008
Pavora Bovins 1136 Llisa 10.2% Kadohira et af |
1996
Urhain Bovins 393 Flisa 0.7 3E1% [Kunge'Ethe etal,
2007
Nhixte (Ranciy Bovins 835§ FC 12.1°% Ndarathi ¢t
SAW 9.70, Wapheln 1991
RB 16.9°0
Oupanda Pavoral Bovins 497 Flisa JLire Magona et of,
Fermes laineres Bovins 226 Elisa 3.3% 2009
Pavoral Bovins 10 529 RB 15.8% Fiaveetal, 2008
Pasorad + mive Bovins 1739 REB, SAW 96% Newtonefal., 1974
RB.IC 15.6%
Fenmes Laiticres Bovins 756 RB.IC 2P OlotfS et al . 1998
Rwwuda Mizte Bosvins 654 RB 27.8% Akidpo, 1987
FC 7.7
Minte Bovins 1 385 RB 25.7% Kibagambe of af .
SAW 529 Foxs
Somalic Pagtory Bovins 660 SAW 15.54% Andreant er f |
1982
Puastoral Bovins J086 SAW X1 Husciner al |
1978




Systime d’@evage |Espice | Taille de |Type de test| Prévalence
I'échantion

Soudan Nistoral Bovins 113 RB 13.3% Auab, 1997
Prastoral Bovins 5982 FC. SAW 92 Hellmann e il
1984
Pastora Bosvins 762 RB. SAW 20.2% MeDormott of of
1987
Pastorad Camelins 3413 Elisiw RB. | 7.3%0a8.1% | Musact Shigidi
RT 2001
R.D Congo Minte (ranchy) Bovins 674 Xe 9.3% 0 42% {Bulietal, 1987
lnzanic Minte Bovins 13087 SAW 10.8% Jiwaeral, 1996
Miste Bovins 23017 RB.SAW 3% Kagumba ¢t
Nandolhe
1978
Mixte (ranchs) Bovins 17758 SAW 10.6% Mxaneaeral., 1936
Minte Bovins 2289 SAW [RE T Weinhaupl et il
2{NX)
Afrique austrule
Zimbabwe Minte Bosyins NS RB. thisa S.0% Matope cral . 2010
Malaw: Minie Bovins 2017 RB. SAW 1.3% Bedird et af . 1993
Zambie Mixie Bovins 291 RB 17.2% Ahmadu eraf,
SAW 16.2% 1999
Pavoral Bovins 886 RB. Flisa 2349%, Mumna cral . 20070
Minte Bovins 1215 RB B [ L Ta28 1% | Muma eral, 2K
Minte Ovins, 280 RB. Elisa o
caprins
Paoral Bovins 18 RB. Flisa 18.7% Chimana et af
2010
Minte (Pénurkiing | Bovins e D] RB. Elisa 79 Chimvana o af

2010




Annexe X : Déclaration des cas de brucellose animale a Blida.

Nombre de | Nombre de | Incidence | Nombre  de | Nombre de bovins
bovins dépistés | cas positifs | annuelle | bovins abattus | en instance
(tétes) (tétes) (%) (tétes) d’abattage (tétes)

Année

2004 5350 67 1.2% 45 07

2005 7698 116 1.5% 113 03

2006 10800 105 0.97% 92 13

2007 10091 64 0.63% 34 30

2008 11837 166 1.4% 145 21

2009 815 13 1.59% 08 -

2010 1631 62 3.80% - -

2011 1591 49 3.07% 45 -

2012 1618 41 2.53% - -

2013 977 20 2.04% -

2014 288 03 1.04% 03 -

2018 92 02 2.17% 02 -




Annexe XI : Questionnaire pour le malade

Nom : Prénom :
Sexe ; Profession :

1) Depuis combien de temps vous ne vous sentez pas en bonne santé ?
Inférieur a une semaine | semaine 4 semaines

1-2 mois plus de 2 mois

2) Citer les symptomes par ordre d’importance dont vous souffrez.

1-Fievre 5-Frissons

2-Maux de téte 6-Dépression
3-Faiblesse 7-Perte de poids
4-Sueurs abondantes 8-Douleurs Généralisées

3) Avez- vous déja eu un traitement médical ou traditionnel avant de venir voir le
médecin ?

Ooul NON

Si oui, de vous-méme un médecin un tradi-thérapeute

4) Avez-vous des contacts avec des animaux ?

Oul NON

Si oui : par jour par semaine par mois
Précisez la ou les eSpeces.......ovvveiviiiiiiiiiiiiini i,

5) Vous arrivez-vous de manipuler les animaux abattus les jours de fétes ou
occasionnellement ?
018] NON

6) Est-ce qu’il vous arrive de boire du lait non bouilli ?
OuI NON

7) Avez-vous eu des fausses couches, des avortements ou des mort-nés ?
010 NON




Annexe XII : Laboratoire de sécurité biologique de niveau 3 : P3

Le laboratoire de confinement — sécurité biologique niveau 3, est congu et prévu pour les
travaux faisant intervenir des micro-organismes du groupe de risque 3 et des volumes
importants ou de fortes concentrations de micro-organismes du groupe de risque 2 dont la
manipulation risque davantage de provoquer la diffusion d’aérosols.

Le degré de confinement qu’implique le niveau de sécurité 3 exige le renforcement des
programmes de travail et de sécurité par rapport a ceux des laboratoires de base — sécurité
biologique niveaux | et 2.

Les recommandations suivantes s’ajoutent a celles de la classe | et 2 :

1. Le laboratoire sera séparé du reste du batiment par une zone d’accés contrdlé (acces restreint
aux personnes autorisées) avec un double sas. Un systéme interdira I’'ouverture simultanée des
2 portes en méme temps, sauf en cas d’incendie.

2. Les surfaces des murs, des planchers et des plafonds seront lisses et faciles a nettoyer.

3. Les personnes travaillant dans la zone de niveau 3 doivent étre visibles a travers des fenétres
placées dans les séparations entre les zones.

4. Une dépression stable (6 mm de colonne d’eau) sera réalisée dans les laboratoires ou les
pathogenes sont manipulés et dans les locaux mitoyens.

5. L’air sortant du laboratoire passera sur un filtre a haute efficacité arrétant 99,999 % des
particules inertes ou vivantes ayant un diamétre supérieur a 0,3 um, y compris pour les sorties
de vide.

6. I1 n’y aura pas de raccordement au gaz de ville, ni systéme de vide centralisé.

7. La manipulation d’échantillons pathogenes doit s’effectuer dans des hottes de sécurité de
classe Il s’il y a production d’aérosol entrainant un risque d’infection aérogéne.

8. Tout matériel contaminé doit étre décontaminé avant de sortir du P3 par voie chimique ou
par autoclave. Le P3 devra d’ailleurs étre équipé d’un autoclave a double entrée.

9. Un programme de lutte contre les insectes et les rongeurs sera effectué par le personnel lui-
méme ou apreés décontamination du local si I’opération est réalisée par des personnes ne
manipulant pas des germes pathogénes ou qui ne sont pas surveillées médicalement.

10. On ne portera que des vétements destinés au P3 : Blouses a manches longues boutonnées a
I’arriére protégeant les vétements de ville, gants collés sur la blouse, surbottes, éventuellement
masque et lunettes. Ces vétements de protection ne quitteront le P3 que s’ils sont stérilisés.

11. Les membres du laboratoire connaitront les risques liés au travail en P3 et la conduite a tenir
en cas d’accident.

12. Les documents, cahiers de laboratoire, bloc-notes seront désinfectés avant leur sortie. Au
mieux, ils resteront dans le laboratoire, les informations étant transmises & 1’extérieur via un fax
ou un ordinateur en réseau.

13. Un téléphone ainsi qu’un bouton d’alarme seront présents dans le laboratoire.

[4. Les matériaux biologiques qui sortiront du P3 a I’état viable seront placés dans un récipient
incassable et scellé qui sera lui-méme placé dans un 2°™ récipient incassable et scellé.



Annexe XIII : La composition de PISOVITALEX

La formule est donnée pour 10 ml :

Diphosphopyridine nucléotide (coenzyme I)..... ~ 2.5mg

Cocarboxylase ........coocoveienireininiieeece e, 1.0mg
Acide p-aminobenzoique ..........ccccceeeienrereennne. 0.13mg
Chlorhydrate de thiamine ..........ccccoovecnveccnnnnn, 0.03mg
Vitamine BI12 ..., 0.lmg
L-glutamine ......cccooooeevivieieiiirnce e 100.0mg
L-cystine-2HCI ..o 11.0mg
L-cystine-HCI-2H20 ..o, 259.0mg
AdEnine ..ot 10.0mg
Chlorhydrate de Guanine ............cccccevvenninnnan 0.3mg
Nitrate ferrique-9H20 ... 0.2mg
GIUCOSE ..o 1.0mg




Annexe XIV : Séroagglutination de Wright

Technique :

On utilise comme antigéne une suspension standardisée de B. abortus souche A99 tuée par la

chaleur et le phénol.

Dilution du sérum :
- A partir de 1/10
- 2 CC d’eau physiologique dans le ler tube
- 1 CC d’eau physiologique dans les autres tubes
- On prend 200pl d’eau physiologique du ler tube

- On ajoute 200ul de sérum du malade dans le ler tube : dilution 1/10
- On prend | CC du ler tube et on I’ajoute au 2eme tube : dilution 1/20
- On prend a chaque fois 1CC d’1 tube et on I’ajoute au tube suivant S

- On jette le demier 1CC

- On ajoute a chaque tube une goutte du réactif
- Agiter les tubes

- Incuber a 37°C pendant 24h

-On peut aller de 1/10 jusqu’a 1/5120

1/320.,1/640,1/1280,1/2560,1/5120
Remarque : I’ensemble des tubes sont troubles.

Interprétation :

Figure : Le réactif de SAW.

1/10,1/20,1/40,1/80,1/160,

On mesure la quantité totale d’anticorps agglutinants, les résultats étant exprimés en Ul (unités

internationales).

Exemple : si la dilution : 1/80 avec un éclaircissement de 50% du surnagent :

80 x 1.5=120U1

Pourcentage d’éclaircissement % Indice
25 1.25
50 1.5
75 1.75
100 2

Tableau : Pourcentages d’éclaircissement et indices correspondants.

L’interprétation du SAW doit tenir compte du risque de faux positifs et de faux négatifs.

» Faux négatifs : 1.es faux négatifs sont observés en présence d ‘anticorps bloquants ou
par exces d’anticorps responsables d’un phénoméne de zone aux plus fortes

concentrations sériques.

Devant un sérodiagnostic négatif, la recherche d’anticorps bloquants doit étre réalisée

en systématique.




Les anticorps bloquants ou incomplets (monovalents, de nature IgA le plus souvent ou
IgG) bloquent les sites antigéniques des bactéries utilisées pour le test, responsables
d’une absence d’agglutination. Leur mise en évidence repose sur I’adjonction d’un
sérum positif dans les tubes négatifs ou sur la méthode du test indirect de Coombs.
L’absence d’agglutination, apres incubation, traduit la présence d’anticorps bloquants
dans le sérum testé. Afin d’éviter les faux négatifs liés & un phénomeéne de zone, une
séroagglutination avec toutes les dilutions de sérums sera réalisée d’emblée de raison 2
du 1/10e au 1/640e. [115] [123]

Figure : Exemple d'un phénoméne de zone avec un titre positif au 1/160¢,

Faux positifs : Les faux positifs sont dus & des parentés antigéniques entre Brucella et
d'autres germes tels que Yersinia enterocolitica sérotype Q9, Vibrio cholerae (sujets
vaccinés contre le choléra depuis moins de deux ans) [125], Francisella tularensis, et
Escherichia coli 0157. [16]

Cela explique la nécessité de pratiquer une sérologie Yersinia devant tout sérodiagnostic
de Wright positif.



Annexe XV : PEpreuve a ’antigéne tamponné

Technique :
- Mettre une goutte du sérum du malade + une goutte d’Ag coloré au rose Bengale.
- Mélanger les deux gouttes puis agitation 4 minutes.

2y

s

Figure : Représentation schématique d’une agglutination positive.




Annexe XVI : Réaction d’Immunofluorescence indirecte

* Interprétation :
a) Pendant la primo-invasion :

L'immunofluorescence indirecte :

- IgM sont positifs témoignant d'une infection en cours.

- IgG commencent a étre positifs des 30 jours.

- IgA sont plutdt les témoins de la persistance d'un foyer évolutif, il est possible qu'ils
apparaissent au début de l'infection témoignant d'une focalisation dés la phase aigug. [117]

b) A la phase d’état :

L’immunofluorescence indirecte démontre :
- IgM décroissent.

- IgG en grande quantité.

- IgA persistent si les foyers persistent.

¢) A laphase chronique :

L’immunofluorescence indirecte démontre :

- ¢'il s'agit d'une brucellose afocale les IgM et les IgA sont négatifs alors que les IgG persistent
encore longtemps.

- s'il s'agit d'une brucellose avec des foyers osseux ou viscéraux les IgG et les [gA restent élevés
et peuvent méme ré-augmenter. [116]



Annexe XVII : Les schémas thérapeutiques

L’antibiothérapie de la brucellose repose obligatoirement sur une association d’antibiotiques
pendant une durée prolongée afin d’éviter les rechutes. [68][109][111][115][119][135][142]

»

¢ la brucellose aigué (symptomatique ou non)
Deux schémas sont communément admis. [91] [116] [117]

4 Association tétracycline et aminoside :
Doxycycline a 200 mg/ jour en une prise pendant 6 a 8 semaines (45jours) +
Streptomycine a 15 mg /kg/jour (soit environ 1g/jour) une fois en intramusculaire pendant
2 a 3 semaines.

(Remarque : pour gentamycine ou tobramycine 3 mgkg/jour et pour
netilmicine 5 mg/kg/jour en intramusculaire pendant 5 a 7 jours).

4 Association  tétracycline et rifampicine : pronée par I'O.M.S  depuis
1964 malgré des rechutes. L'avantage de ce schéma est une meilleure observance du fait de

la prise orale, la seule utilisable & grande échelle dans les pays en voie de développements.
[117]

Doxycycline a 200 mg/ jour + Rifampicine a 900 mg/ jour en une prise orale le matin
pendant 6 & 8 semaines.

4+ Un traitement accessoire : peut étre utilisé lorsqu'il existe des contre-indications aux
tétracyclines (insuffisance rénale ou hépatique) ou aux aminosides (insuffisance rénale ou
pathologie de l'oreille interne) :

Cotrimoxazole : | comprimé de Bactrim Forte matin et soir + Rifampicine 900 mg le
matin en une prise pendant 6 a 8 semaines.

(Remarque : Bactrim Forte = 320 mg de triméthoprime +1600 mg de sulfaméthazone).

+ Le protocole préconis¢é par I"OMS repose sur ['association doxycycline
ou oxytétracycline, pendant 6 semaines + streptomycine, pendant les deux premiéres.

+ En Algérie, le ministére de la santé et de la population conseille I'association doxycycline
(200mg/j) pendant 6 semaines associé a la gentamycine (80mg) 2fois/jour en IM pendant
2 semaines.

4 Le principal intérét du traitement de la brucellose aigué est d'éviter le passage a la chronicité.
L'efficacité du traitement sera jugée sur I'amélioration clinique avec disparition de la
température dans les 48 heures qui suivent le début du traitement, ainsi que des symptémes
de la maladie vers la fin de la premiére semaine de traitement. [116]




Le tableau compare les fréquences des rechutes en fonction des protocoles thérapeutiques
utilisés :

Protocoles thérapeutiques Taux de rechute
Doxycycline (45 jours) + streptomycine (45 jours) 4.5-6.5%
Doxycycline 45 jours) + rifampicine (45 jours) 8.4-16%
Oxytétracycline (45 jours) + rifampicine (30 jours) 9%
Cotrimoxazole (90 jours) + streptomycine (21 jours) 9.7%
Tétracycline (90 jours) + Cotrimoxazole (21 jours) 10.4%
Ofloxacine (30 ou45 jours) + rifampicine (30 ou 45 jours) 5.7-6.5%
Cycline en monothérapie 20%
Rifampicine en monothérapie (21 ou 60 jours) 25% - 10%
Ciprofloxacine en monothérapie (21 ou 45 jours) 25% - 21%

% la brucellose focalisée
L’endocardite brucellienne :

Rappelons qu'elle demeure la principale cause des décés constatés au cours des brucelloses.
Son traitement doit faire appel & une association de 2 ou 3 voire 4 antibiotiques. Un
remplacement valvulaire en urgence est souvent nécessaire compte tenu des perturbations
hémodynamiques consécutives a l'atteinte des différentes tuniques du cceur (insuffisance
aortique aigué€, nécrose myocardique apres obstruction des ostiums coronaires ...) [25]
Le principal schéma est : Doxycycline + Rifampicine + Cotrimoxazole en intraveineux
pendant 9 a 12 semaines ; il n'est pas rare d'y associer un aminoside (comme la Streptomycine)
en intramusculaire pendant les 2 a 3 premiéres semaines de traitement.
Rare : Ciprofloxacine+ Rifampicine + Doxycycline.

Brucellose ostéoarticulaire :

Son traitement fait appel a l'association : Doxycycline + Rifampicine aux mémes doses que
dans la brucellose aigiie mais cette fois pour une durée plus longue a savoir 3 2 6 mois. Il est
possible d'y associer pendant les 2 a 3 premiéres semaines une injection journaliére de
Streptomycine en intramusculaire. Pour des foyers vertébraux ou les épidurites, une chirurgie
de décompression peut étre nécessaire. Enfin pendant la durée du traitement une immobilisation
ostéoarticulaire est conseillée. [13]



Brucellose neuroméningée :

Deux antibiotiques de choix sont associés du fait de leur grande diffusion dans le liquide
céphalo-rachidien, ce sont : Rifampicine + Cotrimoxazole en intraveineux aux doses usuelles
mais pendant 3 4 6 mois. [13]

Les autres localisations :

Les localisations viscérales se constituant dés la phase aigué de la maladie, notamment
hépatospléniques, guérissent avec le méme protocole thérapeutique que la brucellose aigué.
Les abceés de grande taille symptomatiques ou nécrosant peuvent bénéficier d'un traitement
chirurgical encadré par un traitement associant deux antibiotiques, Doxycycline + Rifampicine
ou Doxycycline + Streptomycine pendant 6 semaines. [13] [101]

% La brucellose chronique ou afocale

L’antibiothérapie est inutile car la bactérie est devenue inaccessible. Un traitement
symptomatique de I’asthénie, des douleurs et éventuellement une désensibilisation est réalisé
par antigénothérapie et une exérése des foyers infectieux. Cette phase correspond  I'expression
de I'hypersensibilité retardée.

K/

¢ Deux cas particuliers

Pour l'enfant de moins de 8 ans :

Les tétracyclines sont contre-indiquées car elles sont responsables de troubles de la croissance
osseuse et d'une coloration jaune-brune des dents, on utilise alors le schéma associant :
Cotrimoxazole entre 30 et 60mg/kg/jour + Rifampicine 15 mg/kg/jour par voie orale et
pendant 45 jours. [51]

Pour la femme enceinte :

Compte tenu de la contre-indication des tétracyclines et des aminosides [51] deux possibilités
sont offertes :

- En France, on associe : Cotrimoxazole (1 cp de Bactrim Forte matin et soir), Rifampicine
(900 mg le matin) et de I'acide folique (Lederfoline 1 cp/ jour) afin de compenser l'inhibition
de la synthése des folates par le Bactrim (l'apport d'acide folique doit étre arrété une semaine
avant |'accouchement.).

Rappelons aussi que la Rifampicine est un inducteur enzymatique, elle diminue donc la
synthese de la vitamine K. Cette baisse de vitamine K peut-&tre responsable d'hémorragie chez
la mere dans les 24 heures qui suivent 'accouchement, c'est pourquoi lors du dernier trimestre
il est reccommandé d'administrer 20 mg/ jour de vitamine K1 par voie orale chez la mére. De
méme il faut administrer systématiquement 1 & 2 mg de vitamine K1 au nouveau-né dans le
cadre de la prophylaxie des hémorragies du nouveau-né. [89]




Femme . - . 45 jours. Arrét du cotrimxazole 8 a 15
. Rifampicine+cotrimoxazole |.
enceinte Jours avant terme.
. o ... |45 ]jours (21 jours pour la
Cotrimoxazole + Rifamipicine ) ( ' Jours p
Enfant <8 ou streptomycine, 7 jours pour la
ans gentamicine).

Cotrimoxazole + aminoside.




RESUME ET MOTS CLES
Résumé

La brucellose est une zoonose due a des bactéries du genre Brucella. La maladie est
mondialement répandue et se transmet a ’homme dans certaines circonstances. C’est une
infection systémique caractérisée par un important polymorphisme clinique pouvant
entrainer des complications graves nécessitant des traitements longs et contraignants. Des
formes chroniques peuvent également survenir chez certains patients. Les réservoirs
classiques de la bactérie sont les animaux d’élevage, mais ils se sont toutefois étendus 2
certains mammiféres sauvages et marins. Les voies de transmission, de ’animal infecté a
I’homme, sont principalement la voie digestive et le contact direct. La contamination par
voie digestive se fait par I’ingestion de produits contaminés (lait cru et dérivés, la viande).
La brucellose est endémique en Algérie et la région de Blida n’est pas indemne ce qui
suggeré le renforcement des moyens préventives et de lutte pour venir a bout de cette
maladie aux conséquences graves.

Summary

Brucellosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Brucella. The disease is
prevalent worldwide and transmitted to humans under certain circumstances. This is a
systemic infection characterized by a significant clinical polymorphism may lead to
serious complications requiring long and demanding treatments. Chronic forms may also
occur in some patients. Conventional reservoirs of the bacteria are livestock, but they
extended to some wild and marine mammals. The transmission channels of the infected
animal to man, mainly the digestive track and direct contact. Contamination from the
gastrointestinal tract is through the ingestion of contaminated products (raw milk and
dairy, meat). Brucellosis is endemic in Algeria and the region of Blida is included, which
suggested the strengthening of preventive means and fight to defeat this disease with
serious consequences.

Mots clés : Brucellose, Brucella melitensis, zoonose, Blida, produits laitiers non
pasteurisés.
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RESUME ET MOTS CLES o f;
Résumé

La brucellose est une zoonose due a des bactéries du genre Brucella. La maladie est mondialement
répandue et se transmet 2 ’homme dans certaines circonstances. C’est une infection systémique
caractérisée par un important polymorphisme clinique pouvant entrainer des complications
graves nécessitant des traitements longs et contraignants. Des formes chroniques peuvent
également survenir chez certains patients. Les réservoirs classiques de la bactérie sont les animaux
d’élevage, mais ils se sont toutefois étendus a certains mammiféres sauvages et marins. Les voies
de transmission, de ’animal infecté 3 ’homme, sont principalement la voie digestive et le contact
direct. La contamination par voie digestive se fait par I’ingestion de produits contaminés (lait cru
et dérivés, la viande). La brucellose est endémique en Algérie et la région de Blida n’est pas
indemne ce qui suggéré le renforcement des moyens préventives et de lutte pour venir a bout de
cette maladie aux conséquences graves.

Summary

Brucellosis is a zoonotic disease caused by bacteria of the genus Brucella. The disease is prevalent
worldwide and transmitted to humans under certain circumstances. This is a systemic infection
characterized by a significant clinical polymorphism may lead to serious complications requiring
long and demanding treatments. Chronic forms may also occur in some patients. Conventional
reservoirs of the bacteria are livestock, but they extended to some wild and marine mammals. The
transmission channels of the infected animal to man, mainly the digestive track and direct contact.
Contamination from the gastrointestinal tract is through the ingestion of contaminated products
(raw milk and dairy, meat). Brucellosis is endemic in Algeria and the region of Blida is included
which suggested the strengthening of preventive means and fight to defeat this disease with
serious consequences.

Mots clés : Brucellose, Brucella melitensis, zoonose, Blida, produits laitiers non pasteurisés.
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