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Résumé

Résume

Dans le but de faire une corrélation entre les deux symptomes de suspicion de la
brucellose bovine et les résultats de la sérologie, notre étude s’est effectuce dans les deux
Dairas M’chedalah (Bouira) et Tazmalt (Béjaia).

Nous avons réalisé des prises de sang sur des vaches qui ont présenté des avortements
au dernier tiers de gestation ou des rétentions placentaires (RP), durant une période allant de
Juin 2007 au Mai 2008.

Afin de confirmer ou d’infirmer notre suspicion, nous avons fait appel au laboratoire
régional de Draa Ben Kheda.

Sur un total de 21 prélévements sérologiques, 9 (42.85%) ont ét¢ effectués pour motif
d’avortement au dernier tiers de gestation et 12 (57.15%) pour motif de RP. Sur le méme total
de prélévements, 5 (23.8%) s’avérent positifs a la brucellose dont 3 se sont manifestés par des
avortements et 2 par des RP.

Mots clés :

Brucellose, Zoonose, Bovin, Avortement, Rétention placentaire, Sérologie.
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Summary

Summary

In order to make a connection between symptoms of bovine brucellosis suspicion and
serology results, our study was made in two Dairas: M'chedalah (Bouira) and Tazmalt
(Bejaia).

We carried out blood samples from cows that have submitted abortions or placental
retention (PR), during a period from June 2007 to May 2008.

In order to confirm or deny our doubt, we appealed the regional laboratory Draa Ben
Kheda.

Of a total of 21 samples serology, 9 (42.85%) were made for reasons of abortion in the
Jast third of gestation and 12 (57.15%) for reasons of retained placenta. On the same total, 5
(23.8%) were positive for brucellosis, in which 3 were revealed by abortions and 2 with
retained placenta.

Keywords:

Brucellosis, Zoonosis, Bovin, Abortion, retained placenta, Serology.
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Introduction

Introduction :

La brucellose existe en Algérie depuis le 19°™ siécle et ce n’est qu’on 1995 que sont
initiés des programmes de lutte visant son éradication [74]. Durant cette période, 1’évolution
de cette pathologie a connu des hauts et des bas, d’une année & une autre, mais sans aucune
réelle amélioration.

Elle cause des pertes économiques trés lourdes du fait de la trés faible indemnisation,
qui n’est actuellement que de 35% de la valeur réelle de ’animal, la chute de la production
laitiere, les avortements et le cofit des interventions du vétérinaire qui s’imposent lors d’une
RP.

Les avortements représentent le signe cardinal dans 80% des cas de la brucellose aigue
et les RP caractérisent la brucellose chronique chez les bovins

Qualifiée de zoonose majeure et maladie professionnelle, elle touche ’homme a
I’occasion d’une simple consommation de produits laitiers crus contaminés ou lors d’une
intervention sur un animal infecté. On dénombre 3524 cas humains déclarés uniquement pour
’année 2004 en Algérie [73]. Elle se manifeste, chez ’homme, par une fievre sudoro-algique
ondulante trés sévére, avec parfois des séquelles irréversibles, a savoir la stérilit¢ chez
I’homme.

La Daira de M’chedalah (Bouira) comprend un effectif total de vaches de 802 dont
seulement 200 sont dépistées (24,93%) , & la Daira de Tazmalt (Béjaia), 264 sujets sont
dépistés sur un total de vaches de 858, un taux de dépistage correspondant a 30,76%, pour
I’année 2007.

Nous avons remarqué, lors de sorties avec un vétérinaire praticien, une fréquence
élevée des avortements et des RP dans ces deux régions. La fréquence élevée de ces deux
symptdbmes de suspicion nous a incité & faire une étude sur les interrelations entre les

symptdmes de la brucellose et la sérologie.
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CHAPITRE] GENERALITES SUR L4 BRUCELLOSE

I- DEFINITION :

La brucellose est une maladie infectieuse, contagieuse, commune a de nombreuses espéces
animales et 2 ’homme, due 2 des bactéries du genre BRUCELLA.

Elle se définit chez I'animal comme une maladie d’évolution chronique affectant
principalement les organes de la reproduction et dont la manifestation clinique la plus fréquente est

’avortement et/ou rétention placentaire [17].

- HISTORIQUE :

La brucellose a été décrite pour la premiére fois en 1861, sur I'ile de Malte, par un meédecn
anglais nommé Marston [71].C’est D.BRUCE, médecin capitaine britannique qui a isolé en 1887 Ia
bactérie responsable de la fidvre Méditerranéenne encore appelée fievre de Malte, fievre ondulante
ou Mélitococcie [4].

En effet, ¢’est lors des guerres napoléoniennes que les Britanniques débarquérent en 1800 sur
Tile de Malte afin d’en chasser les Frangais. Depuis cette date, et durant tout le XTXe siécle et Ie
début du XXe siécle, cette maladie fit de sévéres ravages parmi les soldats et les marins de Ia
cargaison maltaise. Cette situation explique les nombreuses recherches conduites par le corps
médical de I’armée britannique, mais aussi par les médecins locaux [3]

La chronologie de la brucellose se résume dans la figure 1.

2
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CHAPITRE ] GENERALITES SUR LA BRUCELLOSE

1 B.neofomae ef

! _____2 | Figure1: Chronologie de la Brucellose

I1I- REPARTITION GEOGRAPHIQUE :

Trés peu de pays échappent 2 la maladie et ceux qui paraissent indemnes sont en réalit¢ le
plus souvent ceux ou la maladie n’a pas été recherchée, exception faite pour les rares pays ol une
éradication stricte et bien conduite a éliminé la brucellose [1] comme par exemple : le Canada,
I’ Allemagne, la Suisse et le Danemark [18].

La répartition des principales espéces de Brucella et leurs biotypes n’est pas strictement liée
4 des aires géographiques bien définies. Dans la pluparts des régions du monde, les trois
principales espéces de Brucella sont retrouvées, toutefois, quelques traits dominants peuvent e
dégagés. Cest ainsi que B.gborfus domine neftement en Afrique. En Europe, c’est également

B.abortus qui domine [1].

CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA BRUCELLOSE BOVINE 3
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Figure 2 : Statut des pays et principaux réservoirs de brucellose par zone géographique en
Asie, en Océanie et en Afrique (d’aprés Memish [77])

Note : si I’ Australie connait des foyers de brucellose, le Japon, la Nouvelle Zélande et 1a Nouvelle Calédonie sont
en revanche indemnes de toute brucellose animale

IV- IMPORTANCE ET FREQUENCE :

Sur le plan hygiénique, la brucellose bovine est considérée par la fréquence et la gravité des
cas humains contractés 3 parfir des bovins et leurs productions une ZOONOSE MAJEURE
quoique I’homme n’est qu’un hdte accidentel pour les brucelles.

La large répartition géographique fait de la brucellose un probléme mondial {17] {figure 3.
De nombreuses espéces animales peuvent &tre infectées par les différentes espéces de Brucella [9].
Dans les élevages infectés, la fréquence peut atteindre 100% [14].

La brucellose bovine est encore trés répandue a I’échelle du monde, elle est méme en
développement sur certains continents (Afrique par exemple) [18] (figure2). Les pertes dues 2
Brucella abortus peuvent se TéSUmer en

e Baisse de lactation des vaches ayant avorte.

o La stérilité qui fait habituellement suite & I'avortement.

CONTRIBUTION A L'ETUDE DE LA BRUCELLOSE BOVINE 4



CHAPITRE ] GENERALITES SUR LA BRUCELLOSE

e Augmentation de la durée de la période entre les lactations et perturbations du plan de la
reproduction, et cela est d’importance surtout dans les cheptels destinés a la viande.
e La stérilité permanente ou temporaire entraine I’élimination de nombreuses vaches.

o Quelques cas de mortalité se produisent  la suite de métrites aigues dues 3 la rétenfion

placentaire.

Figure 3 : Incidence annuelle de la brucellose par 1000 000 population (2006) [75].

La brucellose bovine entraine de trés graves pertes pour I'élevage, en raison de son impact
économique sur la santé et les productions bovines, ainsi que les séquelies de la maladie chez
’homme, des moyens ont donc été dégagés dans de nombreux pays industrialisés afin de menera
bien des programmes de controle, puis d’éradication de la brucellose bovine. Une étude canadienne
a montré que chaque dollar investi dans un programme de lutte permettait a I’éleveur d’éviter cing
dollars de perte liés 4 I"infection de son cheptel [3].

En Algérie, la brucellose bovine n’a jamais cesse d’exister, néanmoins, son évolution

durant ces derniéres années a connu quelques oscillations qui sont dans 'ensemble défavorables.

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA BRUCELLOSE BOVINE 5
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Les tableaux suivants nous illustrent ces dires et nous montrent a la fois, le nombre des cas posififs,
le taux d’atteinte et le nombre des animaux positifs abattus, et chaque statistique nous révéle
nettement un fin pourcentage qui échappe a I’abattage pour constituer le facteur principal de
I’aspect endémique de la brucellose bovine en Algérie.

Tableau.1. et .I1. Statistiques sur la brucellose bovine en Algérie 2000-2006 (MAADR, 2006).

Année | Effectif dépisté | Animaux pesitifs | Taux d’atteinte (%)

2000 | 87610 588 0.67

2001 | 104183 886 0.85

2002 | 91079 758 0.83

2003 | 89294 796 0.89 2

2004 | 114481 756 0.66

2005 | 144313 1046 0.72

2006 | 14550 1206 0.82

Tableau .IL

Année | Animaux positifs Nombre d’animaux abattus Pourcentage des animaux
abattus (%)

2000 | 588 472 80.27

2001 | 886 545 92.69

2002 | 758 775 87.47

2003 | 796 590 77.84

2004 | 756 560 90.35

2005 | 1046 637 84.26

2006 | 1206 867 82.89

v- EPIDEMIOLOGIE DE LA BRUCELLOSE BOVINE :

V-1- Réservoir de Brucelia abortus et foyers brucelliques :
1l est trés difficile d’apprécier I'importance épidémiologique éventuelle d’un réservoir de
Brucella abortus au sein de la faune sauvage [3]. Le réservoir du germe est constitué par les animaux
d’élevage, classiquement les bovins pour Brucella abortus [4] et des animaux infeciés, malades ou

apparemment sains, transitoirement par le milieu extérieur contaminé [17%
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Les bovins ne sont que des hotes de prédilection car la spécificite d’espéce nest pas
rigoureuse [10] (tableau TII). Les animaux malades excrétent des brucelles par les urines, le lait, le
placenta et les lochies lors de la mise bas, et par les produits des avortements, ces demniers
représentent la principale matiere virulente.

Conséquence : dissémination importante des Brucella et contamination des autres animaux et des
humains.

Quand aux foyers brucelliques, ils sont situés dans les exploitations agricoles oil se trouvent

des bovins, des ovins et des caprins ou des porcs [4].

V-2- Espéces animales infectées :

Brucella abortus infecte essentiellement les bovins domestiques, mais la bactérie peut
atteindre d’autres espéces domestiques, telle que le buffle dAsie, le yack ou le dromadaire ainsi gue
plusieurs ruminants sauvages [3]. Dans certains pays, particuliérement en Europe méridionale et en
Asie occidentale, ot les bovins sont en contact étroit avec des ovins et caprins, la brucellose bovine
peut également étre causée par Brucella melitensis. Brucella suis peut induire une infection
mammaire chez les bovins, mais il n’a pas été rapporté I'avortement on la rétention placentaire [25]

L’homme est sensible a toutes les espéces de Brucella, ce qui constitue un probléme de sante
publique [3]. La brucellose humaine est souvent une maladie professionnelle [9].

® Sensibilité individuelle - il ne semble pas exister de races bovines plus résistantes que
d’autres a Iinfection brucellique et aucune étude en conditions contrdlées n’a montré que les

males soient plus résistants que les femelles [3].

V-3- L’agent étiologique :
V-3-1- Nomenclature et taxononie 2

Le genre Brucella, autrefois classé dans la famille des parvobacteriaceae est constitué de
batonnets de petites tailles, ne gardant pas la coloration de Gram, et dont le pouvoir glucidolytique
est faible. Le genre est définit en relation avec la composition de "ADN, les caractéristiques
morphologiques, culturales et biochimiques [1}.

Le genre Brucella appartient a la famille des Brucellaceae et il est constitué de & especes
Brucella abortus constituée de 7 biovars (1,2,3,4,5.6,9), Brucella melitensis constituge de 3
biovars(1,2,3), Brucella suis avec 5 biovars (1,2,34.5) et puis Brucella ovis, Brucella canis et

Brucella neotomae {2}

En 1994, EWALT décrit pour la premiére fois un avortement chez un dauphin maintenu en
captivité et dii 2 une bactérie appartenant au genre Brucella, mais ne pouvant pas &tre identifiée a
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’une des six espéces de Brucella déja connues. L'isolement de Brucella sp chez des oétacés et des
pinnipédes a été depuis rapporté  plusieurs reprises. En 2001, CLOECKAERT et i, proposent de
grouper ces souches de Brucella en deux nouvelles espéces: Brucella cetaceae et

Brucella pinnipediae [3].
V-3-2-Habitat :

Les Brucelles sont des bactéries pathogénes strictes. Elles ne sont pas retrouvées chez
animal sain [2]. L’homme n’est qu’un héte accidentel pour les Brucella qui sont avani tout les
agents d’une zoonose pouvant atteindre & peu prés tous les animaux domestiques et sauvages. Les
animaux domestiques sont les plus atteints et il est classique de considérer que Brucella meliiensis
sévit chez les caprins et les ovins, Brucella abortus chez les bovins et Brucella suis chez les porcins.
Si ces notions sont exactes pour I’essentiel, elles n’ont rien d’absolu et il n’est pas exceptionmel de
rencontrer des bovins infectés par Brucella melitensis et des ovins contaminés par Brucella abortus

[1] comme le montre e tableau (I1T).

Tableau. ITI: La diversité d"hdtes pour les différentes espéces de Brucella.

Espéces bactériennes | Espéces animales sensibles | Espéces animales réceptives

B. melitensis caprins, ovins bovins, chiens, homme, animaux | Ces
sauvages, rarement les porcins especes
amimales
B. abortus bovins Camelins, animaux sauvages, homme, .
constituerd
caprins, ovins &t porcins e
B. suis porc Liévre, homme, tarement bovins, | [SSCTVOIE
ovins, caprins. | de
Brucella
B. canis chiens pour
Fhomme
B. ovis ovins 5
B.neotomae Isolée chez un rat du
désert
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V-3-3-Morphologie et structure:

Toutes les brucelles ont en commun le fait d’étre des petits coccobacilles ou de petits
batonnets, mesurant de 0.6um sur 0.5 - 0.8 um [3]. Elles sont généralement isolées, quelque fois
disposées en paires ou en petits amas, plus rarement en courtes chainettes, Gram négatif, immobiles,
acapsulées, asporulées [2] (figure 5).

Bactéries & multiplication intracellulaire facultative [4]. Elles ne sont pas colorées par ’acide
acétique (coloration de Stamp) ce qui indique une acido-résistance relative liée aux lipides de la

paroi (figure 4). On a décrit ni flagelle ni pili [1].

Figue 4: Bactérioscopie par coloration de
Stamp. Les Brucelles apparaissent comme des
coccobaciles colorés en rouge- fuchsia (fleche)
[19].

Figure S : Brucella abortus au
microscope  éléctronique [10].

"V-3-4- Caractéres culturaux :

V-3-4-1-Conditions physico-chimiques :

Le pH exigé pour la croissance des brucelles varie entre 6.6 - 7.4. La température de culture
peut varier entre 20 - 37°C. La température optimale de croissance étant 34°C, bien que les brucelles

soient habituellement cultivées en 37°C [1].
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Les brucelles sont aérobies strictes, et I’aération des cultures par agitation ou par apport direct
d’oxygéne augmente leur taux de croissance, de nombreuses souches de B.aborfus exigent, 4
I'isolement, une teneur en gaz carbonique de 5- 10 % [1].

II faut toujours plus de 48H et méme parfois plusieurs semaines pour obtenir des colonies 3
partir d’un produit pathologique [4]. Leurs croissance est lente mais elle peut étre accélérée sur
cerfains milieux riches comme des géloses additionnées de sérum ou de glucose [3].

En milieu liquide, la culture apparait en 48 heures 4 4 Jjours et donne un trouble homogéne
[1]. Les incubations de 7 jours, les souches lisses produisent un trouble modéré et homogéne avec
apparition dans certains cas d’un voile trés fragile et d’un dépdt poudreux clair, les souches
rugueuses peuvent produire un dépdt granuleux, la formation du trouble et du dépbt est variable.

Sur boite de Pétri, les colonies sont, pour les formes S (Smooth), rondes, transiucides, lisses
et convexes et de contours nets (figure 6). Cet aspect des colonies est di} 2 la présence d’un
lipopolysaccharide (LPS) dans la membrane externe de la bactéric. A Fexamen des boites 3 Ia
lumiere réfléchie oblique, les colonies lisses sont généralement rondes brillantes et dune couleur
allant du bleu au bleu- vert [2]. Parfois, les colonies rugueuses et opaques apparaissent {forme
Routh), suite 4 des mutations spontanées. Quant aux espéces naturellement rugueuses (B ovis,
B.canis) elles ne donnent jamais de colonies de type lisse. Les colonies rugueuses sont Iégérement
plus grandes, ont un aspect sec, granuleux et une couleur allant du jaune au blanc jaunatres [2].
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Figure 6 : Colonies de B. melitensis
(Type S) [10].
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V-3-4-2- Milieux de culfure :

L’isolement de Brucella & partir de produits pathologiques nécessite des milieux spéciaux,
mais en général, aprés quelques repiquages, les souches conservées au laboratoire poussent sur les
milieux usuels.

De nombreux milieux ont été utilisés depuis que BRUCE, en 1887, a utilisé un bouillon de
viande et stafseth: en 1920, un milieu 4 base d’infusion de pomme de ferre additionné de
glycérine. 1l est recommandé lorsqu’on veut essayer la valeur d’un milieu, d utiliser Brucella
abortus biotype 2 qui est le plus exigent.

> Milieux liguides :

Les bouillons 4 'extrait de viande, additionnés d’extraits de levures, de glycérine ou de
sérum de bovin ou de cheval donnent satisfaction. Les milieux commerciaux les plus ufilisés
sont trypticase soy, le bouillon tryptosé et le bouillon albimi.
> Miliewx solides :

La gélose glucosée au sérum, la gélose glucosée au glycérol, la gélose a Uinfusion de
pomme de terre, la gélose additionnée de 5% de sang de mouton sont les milieux les plus
habituels. Parmi les milieux commercialisés, on peut citer la gélose trypticase soy, la gélose

tryptosée et la gélose albimi.

> Milieux sélectifs :

L’isolement de Brucella & partir de prélévements contaminés par d’autres bactéries ou par
des champignons nécessite I’'emploi de milieux sélectifs, préparés a partir des milieux de base
mentionnés ci-dessus auxquels on ajoute des antibiotiques et des antifongiques. Un des plus
utilisés est celui de Kuzdas et Morse comprenant de cycloheximide, de la bacitracine et de la

polymixine [1].

V-3-5- Caracteéres biochimiques :

Aérobies strictes, certaines souches de B.abortus exigent une atmosphére de 5-10% de CO»
pour leur isolement & partir de "organisme humain ou animal [1]. Les brucelles ont un métabolisme
plut6t oxydatif que fermentatif (Tablean I'V).

- Elles sont catalase positives ;
- Oxydase généralement positives, excepté B.reotomae, B.ovis et certaines souches de

Brucella abortus qui sont oxydase négatives [2].
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V-3-5-1- Métabolisme glucidique :

Elles ne fermentent pas ou ne provoquent qu'une faible fermentation des glucides
dans les milieux usuels [2]. L utilisation des sucres est assez lente. Les sucres géndralement
étudiés pour différencier les espéces sont le L-arabinese, D-galactose, D-ribose et D-xylose.
Les brucelles n’utilisent pas le citrate [1].

V-3-5-2- Métabolisme protéigue :

Le métabolisme oxydatif des acides aminés est éudié {1]. Les brucelles oxydent
divers acides aminés [2]. Les substances habituelles utilisées sont : L-alanine, D-alanine, L-
asparagine, acide L-glutamique, D-L-citrulline, L-lysine, L-arginine et D-L-omithine. A
partir des acides aminés soufiés, la production d”hydrogéne sulfuré (H;S) est vanable suivant
les milieux et les espéces. B.melitensis ne dégage pas, ou trés peu, d’hydrogeéne sulfure,
tandis que B.aborus en dégage pendant 2 jours, et certains biotypes de S.suis pendant 4-5
jours. Toutes les espéces de Brucella, sauf B.ovis ont une activité uréasique plus au moins
rapide. Les brucelles ne produisent pas d’indole (tableau I'V}.

V-3-5-3- Aliments :

» Source d’'azote :

L’ion ammonium constitue une source d’azote suffisante pour certaines souches, mais la
multiplication est moins bonne que si on leurs fournit des acides aminés. Bien que les brucelles
réduisent les nitrites en nitrates, les nitrites ne sont pas utilisés comme source d’azote [1].

3 Source de carbone et aliments énergétiques :

Le glucose est le sucre habituellement utilisé, mais il peut ére remplacé par le galactose
ou le fructose ainsi que par I’acide lactique [1}
> Facteurs de croissance -

- les ions de Na peuvent étre remplacés par les ions K.

- le souffre peut &ire emporté€ sous forme organique ou mincrale.

- le Mg et Fe sont indispensables

- le thiamine, la niacine et biotine sont des vitamines indispensables, tandis que de
nombreuses souches de B.abortus et B. melitensis ou B.suis exigent en outre de

Pantothénate de Calcium et de I’acide nicotinique [1].

V-3-6- Caractéres antigéniques :
V-3-6-1- Les antigénes :
Parmi les principaux antigénes figurent les complexes lipopolysaccharides
(LPS) lisses ef ruguenx (LPS-S, LPS-R) (figure 7) et les denx polysaccharides appareni¢s,
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P’hapténe natif HN et le polysaccharide B (polyB) et au moins 20 antigénes profdigues ou
glucoprotéiques [2]

" O - antigen

o é 5 o_——_( e
) § Y (¢ 3
AR R
{4 SREE
NN ) ( Figure 7 : Ultra structure du LPS des
()¢ ™y - Brucelles [10].
o) Y )
By {7 LipdA

V-3-6-1-1- La bactérie Smooth (S ou lisse) :
> Antigéne de surface :
o LPS (lipopolysaccharide) :

Le LPS est la structure antigénique majeure de la surface des Brucella. I est
identifié aux antigénes A et M (AgA et AgM) démontrés par des méthodes
sérologiques chez toutes les Brucelles en phase S appartenant aux espéces
B.melitensis, B.abortus, B.suis. Leur répartition quantitative varie selon les especes :
I’AgA prédomine dans certains biotypes de B.abortus, 'AgM prédomine dans
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B.melitensis. L’AgA et "AgM sont en quantit¢ intermédiaire dans B.suis [1].
(figure8).

Epitope A

- Epitope M

Figure 8: répartition des
épitopes A et M sur le
LPS des especes de types
smooth de  Brucella
(B.abortus, B.melitensis et
B.suis) [12]

B aborius B. suis B melitensis

e Polysaccharide B (poly B) :

Le polysaccharide B, bien qu’associé 4 la paroi n’intervient pas dans
I"agglutination des bactéries, mais précipite dans un milien gélifi¢ conienant
I"antisérum. 1l est identique dans toutes les espéces de Brucella, S ou R, il est reconnu
par les sérums d’animaux infectés, mais non par les sérums d’animaux vaccings {1}

s Antigéne commun avec d’autres bactéries :

Il existe des Ag communs & Brucella et 3 d’autres bactéries {Yarsinia
enterocolitica O9, Vibrio cholerae, Francisella tdarensis). La réaction croisée entre
Brucella et Yarsinia est due au LPS-S, dont certains déterminants sonf communs a

Brucella et & Yarsinia [1].

V-3-6-1-2- Bactéries Rough (R ou rugeuses) :
Les mutants obtenus & partir des Brucella S perdent le LPS-S, qui est remplacé par un
LPS-R commun & toutes les espéces de Brucella sous forme R (B ovis, B canis,B neotomeal,

elles n’ont pas I’Ag A et M mais possédent FAgR [1].
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Des chercheurs ont identifié¢ un facteur de virulence des bactéries rarement pris en compte
dans la lutte contre ces microorganismes pathogénes : la fumicre. La bactérie Brucella abortus,
augmente sa virulence lorsqu’elle est exposée a la lumiére bleue, grice 4 des photorécepteurs
sensibles & ce spectre lumineux, expliquent aujourd’hui des chercheurs dans la revue Science.
Privée de lumiére, la bactérie B. abortus perd 90% de sa virulence, notent les chercheurs, qui ont
obtenu le méme résultat en désactivant un géne chez la bactéric. Ce géne code pour des
photorécepteurs de la lumiére bleue appelés domaines LOV parce qu’ils sont sensible 2 la lumiére, a
l"oxygéne et a la tension électrique ou voltage. Les domaines LOV ont été découverts il v a une
dizaine d“années chez les plantes et sont également présents chez certaines bactéries. Cependant,
chez ces derniéres, leur fonction n’était pas trés claire.
Swartz et ses collégues démontrent désormais que la lumiére bleue permet 3 la bactérie Brucella
abortus de stimuler Iactivité d’une enzyme, la kinase, qui contribue 2 augmenter la virulence de la
bactérie, autrement dit sa capacité [70].

V-3-7- POUVOIR PATHOGENE NATUREL :
V-3-7-1- Chez Panimal :
> Bovins :

La maladie due le plus souvent & B.abortus, peut tester latente sans manifestations
cliniques pendant longtemps. Les Brucelles se multiplient trés rapidement dans e placenta
entrainant I'avortement entre le 5éme et le 9éme mois. On constate des fovers de nécrose an
niveau du chorion tandis que le foetus mort est infecté par de trés nombreuses Brucelles dans
fous ses organes.

Les Iésions utérines peuvent entrainer une stérilité ultérieure chez la vache. Si la vache reste
féconde, et bien que I'infection n’a pas une tendance spontanée 4 la guérison, une immunité
se développe permettant aux gestations ultérieures d’arriver a terme [1].
Dans un élevage de bovins infecté, le nombre d’avortements est trés important au début, et
peut iniéresser, la 1ére année, de 40-80% des vaches. C’est du point de vue épidémiologique,
la phase aigue de la maladie. Mais dés la 2éme année, la maladie passe dans wne phase
chronique et les avortements deviennent rares, affectant essentiellement les génisses et les
vaches récemment introduites [9].

Chez le taureau, tous les organes de P'appareil génital peuvent &tre afteints avec
prédominance des Iésions des testicules [10]. (Figure 10).
L’infection brucellique des vaches ne se manifeste pas nécessairement par 1"avortement et
une vache infectée pouvait excréter des Brucelles par le colostrum et le lait en ’absence de
signes cliniques [1].
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France, et dont 17% lors d’un séjour & I'étranger dans un pays méditerranéen {4]. Ii

n’existe pas de contamination interhumaine [4].

V-4-2- Transmission verficale :
La brucellose peut également étre transmise de la mere 4 son veau, in ulSrc ou
immédiatement aprés sa naissance [3]. Le jeune né d’une femelle bruceilique représente,
méme aprés avoir été isolé dés la naissance, un danger lorsqu’il est utilisé pour le

repeuplement [17].

V-5- Evolution de Ia maladie :
La brucellose bovine est une infection chronique [3]. La maladie due le plus souvent a
Brucella abortus peut tester latente, sans manifestations cliniques pendant longtemps [1].
Bien qu’une vache malade n’avorte en général qu’une fois, elle reste infectée et peunt excréter des
bactéries dans le lait et les sécrétions du tractus génital au cours d’un vélage ultérieur apparemment
normal [3]. Si la vache reste féconde aprés le premier avortement, et bien que I"infection n’ait pas
une tendance spontanée a la guérison, une immunité se développe permettant aux gestations

ultérieures d’arriver a terme [71].

V-6- Pathogénie :

Comme dans toute maladie infectieuse, I’initiation de I’infection dépend de facteurs liés a la
bactérie (dose, virulence), a4 I’héte (résistance naturelle, dge, sexe, état physiologique) et
I’environnement [3].

Les brucelles pénétrent généralement dans 1"organisme au niveau de la muqueuse orale, du
nasopharynx, des conjonctives et par voie génitale, mais également par les abrasions ou des Iésions
cutanées [49]. Le franchissement de cetfe premiére barriere de protection de Phote provogue une
réaction inflammatoire aigue dans la sous muqueuse, avec infiltration de leucocytes polynucléaires
neutrophiles et de monocytes [3].

Les brucelles ayant pénétré dans 1’organisme, gagnent par voie lymphatique le premier relais
ganglionnaire. Elles se multiplient, et de 13, elles essaiment ailleurs par voie lymphatique et sanguine
[1] trés certainement sous forme intracellulaire [3] c'est-a-dire, elles sont phagocytées par les cellules
du ganglion; dans certaines cellules, elles sont dégradées et libérent leurs antigénes et leurs
endotoxines, dans d’autres cellules, elles se multiplient et provoquent des lésions. La réaction de

"organisme aux antigénes libérés est avant tout une réponse immunitaite thymo-dépendante, avec

hypersensibilité retardée [1].
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Brucella est, le plus fréquent, isolée des tissus lymphoides, de la glande mammaire et des
organes reproducteurs, mais d’autres localisations sont possibles (os, articulations, tissu nerveux,
yeux) [50]. L erythritol, qui est produit dans I"utérus des bovins gestants, stimule la croissance de
B.abortus. La grande concentration d’erpthritol dans le placenta et les eaux feetales pourrait
expliquer la localisation de I’infection dans ces tissus [16,53]. La multiplication des brucelles dans le
placenta est {rés rapide, entrainant ’avortement entre le 557 et le 9°™ mois de gestation [1] associé
ou non 2 la rétention placentaire due a des adhérences consécutives a la réaction inflammatoire

iocale.

> Situation intracellulaire des brucelles :

L’établissement de I'infection chronique par Brucella résulterait de sa capacii€ & survivie
dans les cellules phagocytaires (neutrophiles et macrophages), qui la mettent a I'abri des
mécanismes extracellulaires de défenses de I’héte tel que le complément et les anticorps [59, 57}
Une relation existe entre la virulence d une souche et sa capacité a4 se multiplier dans les cellules
phagocytaires [3], I'activité antimicrobienne des macrophages est modulée par ia production
séquentielle de cytokines [3] le TNFa ( Tumor Necrosis Factor Alpha) est I'une des premicéres
cytokines sécrétée par le macrophage, et sa production résulte de I’interaction entre la bactérie et
le macrophage. La capacité des macrophages 4 produire le TNFa est une étape critigue de feur
activation [52]. Un composé sécrété par Brucella inhibe spécifiquement la synthése du TNFa
Cet inhibiteur constitue donc un facteur de virulence intervenant dans un mécanisme de
résistance précoce de Brucella a Ueffet bactéricide de I"héte, favorisant ainsi son développement

dans ces cellules [71].

V-7- Symptomes et Iésions :

Le symptdme cardinal de la brucellose est I’avertement. Celui-ci intervient généralement
entre le 5™ et le 9°™ mois de gestation [3]. Méme en I"absence d’avortement, une Importante
quantité de bactéries et excrétée par le placenta, les sécrétions vaginales et feetales. La glande
mammaire et les neeuds lymphatiques associés peuvent aussi &tre infectés et les Brucella peuvent
&tre excrétées par le lait [22]. On constate des foyers de nécrose au niveau du chorion, tandis gue le
foetus mort est infecté par de trés nombreuses Brucella dans tous ses organes. Les Iésions uviérines
peuvent entrainer une stérilité ultérieure des vaches [1]. Dans un ¢levage de bovins infectés, le
nombre d’avortements est trés important au début et peut intéresser la premiére année, de 40 — 80%
des vaches. C’est du point du vue épidémiologique la phase aigiie de la maladie [32]. Mais la
deuxiéme année, la maladie passe dans une phase chronique, et les avortements deviennent rares [32]

laissant place & des rétentions placentaires, quasiment a chaque mise- bas.
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Sur le plan anatomopathologique, on observe un cedéme inflammatoire qui affecte Funion
entre les caroncules et Ies cotylédons [33]. Les altérations cicatricielles provoquées par Ja placentite
sont 4 I"origine des adhérences entre les villosités choriales et les parois des cryptes utérines, ce qui
favorise donc la rétention placentaire [6].

Chez le taureau, tous les organes de I'appareil reproducteur peuvent étre atteints, avec
prédominance des Iésions du testicule [1] (figure 9). On peut rencontrer des hygromas, localisés
principalement au niveau de I"articulation du carpe, renfermant un produit de suppuration trés riche
en brucelles (figure8).

V-8- Réponse de ’organisme i 'infection :
V-8-1- Réponse humorale :

Elle est définie par une apparition d’anticorps post infectieux, décelables grice a divers
réactions sérologiques et présents dans diverses sécrétions (lait, mucus vaginal, sperme). Les
anticorps mis en évidence par les réactions sérologiques habituellement, n"interviennent pas
dans I’immunité, ils sont simplement des témoins d’une infection {ou d’une vaccination)
[17].

Cette réponse est principalement dirigée contre I’antigéne majeur de Brucella, & savoir
son LPS et plus particuliérement sa chaine O [3] (figure 6).

La réponse est constituée par 1’élaboration d’immunoglobulines specifiques, appartenant
aux trois classes IgG (G, Gz), IgM, IgA.

Les macroglobulines IgM apparaissent les premiéres, et sont décelées 8 — 10 jours apres le
début clinique, et les fitres des deux classes d’immunoglobulines IgG et IgM s'élevent
ensemble pendant le premier mois de la phase aigue de la maladie. Peu 3 peu, les IgG
prédominent dans les phases plus tardive de ’infection aigue et subaigiie. Dans la brucellose
chronique, les IgM ont disparu tandis que les IgG persistent [10]. Quant aux IgA, elles sont
présentes sous forme sécrétoire [2]. Mais on peut également ne frouver aucun anticorps

décelable dans les sérums des malades atteints de brucellose chronique [1].

-8-2- Réponse cellulaire :
Lors d’une infection par Brucella, on observe également le développement d’ume
immunité & médiation cellulaire (IMC). Cette réponse est exclusivement dirigée contre les
protéines, contrairement a la réponse humorale, qui lors d’une infection par Brucello, est

dirigée 4 1a fois contre le LPS et contre les protéines bactériennes [3].
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V-9- Diagnostic :
V-9-1- Diagnostic clinique :

Tous les avortements bovins devraient &tre considérés comme une suspicion de brucellose
et faire I’objet d’analyses. Ce signe n’est nullement pathognomonique, mais Vhisteire du
troupeau peut orienter dans un tel cas [22].

Les sympiomes de la brucellose apparaissent tardivement ef sont peu specifiques ef ne
permettent pas une identification sans équivoque des individus atteints [3]. Le symptome
cardinal étant I’avortement et/ou la tétention placentaire, peut aussi étre provoque par
d’autres agents pathogénes.

Vu la longue période asymptomatique, ainsi que la nature sub-clinique de la maladie chez Ia
plupart des animaux, le diagnostic de la brucellose est principalement un diagnostic de
laboratoire [3].

V-9-2- Diagnostic de laboratoire :
> Diagnostic bactériologique :

Le diagnostic bactériologique a pour but la mise en évidence de la bacterie. La mise
en évidence des Brucella est indispensable, et elle doit &re entreprise dans foui groupe
d’animaux dont le statut infectieux n’est clairement établi [3]. La présence de Brucella dans
les échantillons biologiques peut &tre suspectée par une coloration suivie d'un examen
microscopique, mais le résultat qu’il soit positif ou négatif, doit &re confirme par culture. En
effet, un résultat positif ne constitue qu’une suspicion de brucellose, car Coxiella burnetii,
agent le la fievre Q et Chlamydia psittaci ou C.pecorum, agents de la chlamydiose peuvent
donner en coloration de STAMP des images similaires [37]. L’isolement de Brucella se fait
sur un milieu sélectif pour inhiber la croissance d’autres organismes que Brucella.
L’isolement d’une colonie est suivi des tests biochimiques qui indiquent son appartenance au
genre Brucella [3].

> Diagnostic sérologique :

On peut arbitrairement séparer en deux groupes les tests visant a mettre en évidence
I’immunité humorale induite par une infection par Brucella. On distinguera d"une part les
tests classiques, encore appelés « secondaires », parce qu’ils dépondent de la capacité des
anticorps a réaliser une fonction immune ( agglutination, fixation de complément,
ELISA), d’autre part, les tests « primaires » qui ne nécessitent que la reconnaissance de
Pantigéne [3]. Ces tests ont été et sont toujours couramment utilisés pour le dépisiage de

1a brucellose chez I’homme et les animaux [54].
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La réponse humorale est aussi qualitativement variable (évolution des isotypes). On
comprend donc facilement qu’aucun test ne permette a lui seul de détecter tous les

animaux infectés [56].

V-9-3- Diagnostic biologique :

Le diagnostic biologique est la recherche de I’hypersensibilité retardée (HSR)ou
épreuve cutanée allergique.

L’allergie brucellique se cherche par intradermoréaction, pour laquelle de nombreuses
substances ont été proposées [1]. Il est impératif d’utiliser une préparation de brucelline
définie et standardisée. La brucelline INRA qui est préparée a partir d’une souche rugueuse
de B.melitensis répond & ces exigences et est une préparation commerciale équivalente est
disponible [22].

L’épreuve cutanée a la brucelline dispose d’une spécificité trés élevée qui permet de
considérer comme infecté tout bovin non vacciné et séronégatif mais ayant réagi a I’épreuve
cutanée allergique [41]. Cependant, certains animaux infectés ne présentent pas de réactions
positives, ce qui conduit & ne pas recommander cette épreuve comme épreuve de diagnostic
ou pour contrdle aux échanges internationaux [22].
W Protocole :
1) 0,1 ml de brucelline est injecté en intradermique dans le pli caudal, la peau du flanc ou sur le coté
de ’encolure.
2) La lecture est effectuée aprés 48 a 72 h.
3) L’épaisseur de la peau au point d’infection est mesurée au centiméire a ressort avant injection et
lors de la lecture.
4) Une réaction fortement positive est aisément identifiée par l'apparition d'une tuméfaction et d'une
induration locale. Cependant, les réactions moyennes requiérent un examen attentif.
Un épaississement cutané de 1,5 a 2 mm doit étre interprété comme une réaction positive.

Bien que I’épreuve cutanée allergique & la brucelline soit 1’'une des épreuves les plus
spécifiques en brucellose (chez les animaux non-vaccinés), le diagnostic ne devra pas se
limiter a4 I’observation d’un trés faible nombre de réactions positives dans le troupeau, mais
prendre également en compte les résultats des épreuves sérologiques. L’inoculation
intradermique de brucelline peut induire une anergie temporaire (baisse de la réponse
cellulaire). Aussi est-il généralement recommandé de laisser un intervalle de 6 semaines entre

deux épreuves sur le méme animal [22].
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V-9-4- Diagnostic différentiel :

Chez P’animal, ’avortement, conséquence importante de la maladie, peut aussi &tre
provoqué par d’autres agents pathogénes que Brucella, tel que Trichomonas foetus,
Campylobacter fietus, Leptospira pomona, Listeria monocytogenes, Coxiella burnitii, ainst
que divers champignons (genre Aspergillus et Absidia) et virus (de rhinotrachéite infecticuse
bovine ou de la maladie des muqueuses) [56]. (Tableau V).

V-10- Traitement :

Brucella est sensible aux antibiotiques et notamment aux tétracyclines [3]. Les autres
antibiotiques actifs sont la streptomycine, le chloramphénicol, la rifampicine et les sulfamides [1]. Le
traitement de la brucellose bovine est théoriquement possible. Cependant, I'administration
d’antibiotiques est rigoureusement interdite par les autorités sanitaires en raison de son coiit
prohibitif, du risque accru d’apparition de Brucella résistantes aux antiblotiques, dangereuses pour
P’animal comme pour I’homme ainsi que I’absence de garantie quant au statut infectieux de "animal
traité [3].

V-11- Prophylaxie :
La prévention de la brucellose bovine est basée sur le dépistage des animaux malades, sur Ia
vaccination et ’éradication des animaux reconnus positifs aux tests s€rologiques.
> Dépistage des animaux malades -
Il est réalisé essenticllement par la sérologie : séro-agglutination lente, fixation de
complément, épreuve 2 1’antigéne tamponné. Signalons I'intérét de la recherche des antigénes
dans le lait par I’épreuve & I’anneau coloré (Ring test).

*» Lavaccination :

Les caractéres d”un vaccin idéal sont :
= Induction rapide d’une immunité de longue durée ;
= Absence (ou minimum) d’interférences avec le diagnostic sérologique ;
= Production et conservation aisées et longue stabilité ;
= Absence (ou minimum) d’effets indésirables chez I’animal vacciné et innocuité totale

pour I’homme.
Parmi les vaccins atténués, le vacein préparé avec la souche B19 de B.aborfus, a fait depuis

longtemps la preuve de son efficacité chez les bovins et les ovins [1].

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA BRUCELLOSE BOVINE 25



CHAPITRE ! GENERALITES SUR LA BRUCELLOSE

Le vaccin préparé de la souche 45/20 (B.aborfus) s’avérant non agglutinogéne a
malheurcusement révélé, lors de son utilisation, instabilité¢ de la souche et sa tendance a
retourner a une forme lisse et virulente [3].
Le vaccin RB 51 préparé d’une souche de B.abortus, n’exprimant pas une grande partie de la
chaine O du LPS, est reconnu comme vaccin officiel contre la brucellose bovine en USA
depuis 1996 [64].
> [ éradication :

L’isolement et "abattage précoce de tous les animaux reconnus brucelliques sont la seule

solution efficace [17].

En outre de cette triade (dépistage, vaccination, éradication) il faut :

s Contrdler les animaux avant leur introduction dans un cheptel sain, et exiger qu'ils
proviennent d’une exploitation indemne de brucellose.

= TEviter tout contact avec les animaux atteints ou suspects (voisinage, tramsactions
commerciales... ).

= Proscrire les piturages communs.

= Eviter I'introduction des germes par divers agents de dissémination : épandage du lisier
infecté, chiens déplagant le placenta contaminé.

s Tsolement des parturientes, la désinfection des locaux et du matériel, la destruction des

matiéres virulentes, & savoir I’avorton et le placenta [17].
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CHAPITRE 11 LES RETENTIONS PLACENTAIRES ET LES AVORTEMENTS

1- GENERALITES:

1-1- Les annexes feetales @

Les annexes feetales sont les enveloppes qui isolent le feetus dans un milieu liquide, le
mettant & ’abri des variations de pression, 1’isolant aussi parfaitement du milieu extérieur et le
nourrissant [5]. Ces enveloppes sont de I'intérieur vers I'extérieur, I"amnios, la poche dans
laquelle baigne le feetus [5], Pallantoide qui est un sac a paroi trés mince en continuité avec la
vessie de feetus par le canal de "ouraque [6], et le chorion, la plus externe couche, mince et
transparente mais solide, sa face externe renferme une centaine de cotylédons feetaux, plagues
rondes et rougedtres formées d’un grand nombre de villosités gamnies de vaisseaux sanguins,
ces villosités s’engrénent sur d’autres, situées elles sur les cotyiédons de la muqueuse uiénine
[5]. Le prolongement de 1’amnios et de 1"allantoide constitue avec les vaisseaux sanguins reliant
le feetus aux cotylédons, ce qu’on appelie le cordon ombilicale, ce dernier est riche en eau dite
gelée qui lors de la rupture empéche I"hémorragic [5]. (Figurell et 12).

Figure 11 : Les enveloppes de
feetus des bovins [8].

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA BRUCELLOSE BOVINE 28



CHAPITRE Il LES RETENTIONS PLACENTAIRES ET LES AVORTEMENTS

Figure 12 : Photo d'un feetus
bovin et ses enveloppes [8].

Les annexes fetales sont donc des formations chargées d’assurer la nutrition et la protection
de feetus. Elles sont expulsées lors de la mise-bas avec le foetus ou peu apres lui en méme temps
que la partie feetale du placenta [7].

1-2 - La placentation :
La placentation est la mise en place du placenta. Ce dernier représente la zone de
contact entre le chorion et I'utérus au travers de laquelle s’établiront les échanges de
substances nutritives, de gaz et de métabolites [8].

1-2-2- Réles du placenta :
On peut distinguer trois fonctions essentielles du placenta: une fonction
métabolique, une fonction protectrice et une fonction sécrétrice endocrine [11]
e Fonction métabolique :
Le placenta permet le transport des nutriments maternels vers le feetus et
le transport des déchets du catabolisme feetal en sens inverse [11]. Les nutriments
maternels sont représentés par : I’eau, I’oxygéne, les ions, les vitamines, le glucose,
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les acides aminés et les acides gras indispensables & sa croissance. Quant aux
déchets de catabolisme fcetal sont représentés par : le CO; et I'urée [5].

Concernant les Ac ¢a dépend du type de placenta, chez la femme par exemple les
Ac maternels peuvent passer dans le sang de feetus et le protéger durant les premiers
mois de grossesse, avant qu’ils ne produisent les siens propres. Chez les ruminants
par contre, le placenta cotylédonaire empéche le transfert des Ac de la mére au
feetus, le jeune bénéficie du colostrum qui est trés riche en Ac [5].

e Fonction profecirice :

Le placenta constitue une barriére entre la mére et le foetus. L’efficacité
de cette barriére varie cependant avec sa nature, elle est d’autant plus efficace que le
nombre de couches cellulaires séparant le sang de la mére du sang du feetus est
important [11].

e Fonction endocrine :

Le placenta est une glande endocrine complexe, capable de produire a la
fois des hormones stéroides de type ovariens et des hormones protéiques de type
hypophysaire [11]. Le placenta produit des cestrogénes, progestérones, PMSG
(Pregnant Mare Serum Gonadotropin ou gonadotropine sérique de la jument gravide),
son action est de type FSH-LH et il sécréte aussi la HCG (Human Chorionic

Gonadotropin) [6].

1-2-3- Mécanisme de placentation chez la vache :
Le placenta est de type :
2= Cotylédonaire :
De fait que les villosités choriales sont regroupées en cotylédons (figure 12).
“# Epithélio-choriale
Le chorion est appliqué contre 1’epithélium de la muqueuse utérine [5]. De point
de vue histologique, ce type de placenta explique ’existence de six couches
histologiques interposées entre les deux circulations avec la lumiére potentielle de

I’utérus renfermant des secrétions [6].

Le chorion s’attache a !’endometre a partir de la cinquiéme semaine.
L’epithélium utérin non gestant présente des élévations ovales et rondes, les caroncules
(figure 13A), formées par une prolifération sous épithéliale des cellules conjonctives, elles

sont au nombre de 70-140 et disposées en deux rangées dorsales et deux rangées ventrales
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sur toute la longueur utérine. Au contact du chorion, ces caroncules utérines se
développent sous la forme d’élevures convexes dont ’épithélium présente de nombreuses
cryptes ramifiées. Au niveau de centre conjonctif de la caroncule, le systéme vasculaire se
développe en conséquent. Du coté feetal, les zones du chorion en contact avec les
caroncules s’hypertrophient et mettent en place des villosités qui s’engrénent dans celles
de la caroncule. Ces formations feetales portent le nom de cotylédons. L’ensemble
caroncule-cotylédon forme un placentéme [8]. (figure13B).

Les placentdmes constituent les zones d’échanges feeto-maternels. On comte 50-
100 placentdmes de 3-5cm de diamétre chez la vache [11]. La surface totale est estimée a
130m [6].

La nutrition est histotrope en raison de la sécrétion par les glandes utérines, d’un lait
utérin, se répand dans les intervalles entre les villosités participant & la nutrition de feetus [5].
Le lait utérin est constitué principalement de lipides, de protéines et de débris cellulaires. Ce
lait est absorbé par le trophectoderme au niveau des zones aréolaires. L’épithélium maternel
parait étre remplacé régulidrement, les débris de cellules &tant phagocytés par le

trophectoderme feetal [8].

Caruncle.

Caruncles | Cotyledon. | E
e Flacentome

Literine

Figure 13 : A : Les caroncules maternelles. B : Les placentdmes.
(www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/repredfplacenta/transport.html).

CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA BRUCELLOSE BOVINE 31



CHAPITRE I LES RETENTIONS PLACENTAIRES ET LES AVORTEMENTS

1-3- La délivrance :
| 1-3-1- Définition :
La délivrance ou "expulsion des enveloppes est le premier événement puerperium. Elle
correspond a la dissociation utéro-choriale qui est Ia conséquence de différents processus [13].
(figure 14B).

1-3-2- Mécanisme de délivrance -
* Le décollement placentaire

Le déterminisme exact du décollement placentaire et de son expulsion n’est pas
clairement établi. 11 est vraisemblable que les modifications de I’équilibre hormonal survenant
au moment de la mise-bas (Hypoprogésteronémie, hyperoestrogénémie, hyperprostaglandémie)
ne sont pas totalement éirangéres a ce phénoméne. Une maturation déterminée du placenta, lice
a I’équilibre hormonal, doit certainement étre atteinte pour que surviennent le désengrénement
placentaire [6].

La séparation entre les caroncules maternels et les cotylédons feetaux s’opérant assez
lentement, les échanges entre les circulations maternelle et foetale se poursuivent jusqu’au
moment de la sortie du feetus, ceci explique la relative bonne survie du veau lors d’une mise-
bas prolongée [11].

® Processus de délivrance :

Des les derniers jours de la gestation, I’épithélium placentaire dégénére, les villosités se
réduisent et les vaisseaux ont tendance a s’affaisser [6]. Et suite 4 I’hémorragie provoguée par
la rupture du cordon ombilicale on note la diminution du diamétre des villosités choriales [13].

Les contractions utérines jouent certainement un role important, trés actives au cours de
’expulsion, elles se maintiennent aprés celle-ci et elles se produisent en vagues penstaltiques
deébutant 3 la partie apicale de la comne en direction du cervix.

Ces contractions ont pour effet de provoquer une inversion du chorion, la constriction
vasculaire, I"ischémie et dés lors la dissociation des villosités cotylédonaires {6].

En fin, les enveloppes feetales seront expulsées a la fois par le poids de leur portion déja
extériorisées et les contractions utérines {13]. Quant 4 1a rapidité de cette expulsion, elle varic
d’une espéce a une autre, chez la vache arriére-faix est normalement expulsé dans les 12

heures qui suivent le vélage [6].
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II- LES RETENTIONS PLACENTAIRES :
II-1-Définition et synonymies :
La rétention placentaire (RP) ou la non délivrance (ND), encore appelée rétention
d’arricre-faix (RAF) est toujours définie comme étant I’absence d’expuision des armexes
feetales de 12 ou 24 heures apres le part [40, 62,63]. (figure 14A).

II-2- Fréquence et importance :
Les valeurs de la fréquence de la RP varient beaucoup d’une étude a une autre.
Cela, est en grande partie dii au désaccord entre les auteurs sur le délai 3 considérer
comme pathologique [42].
La fréquence de RP est comprise entre 3% et 32% avec une moyenne de 7% [40].
Cette fréquence est de 4%-18% [43]. Et peut &ire dépassé dans certaines conditions :
> Aprés une opération césarienne le taux de RP peut atteindre 21-38% [44].
> Plusieurs anteurs apportent que les vaches laitiéres sont les plus touchées, ceci
est dii d’aprés eux qu’en systéme allaitant, le veau est laissé sous la mére, et les
tétés répétées de celui-ci provoquent des décharges réguliéres d’ocyiocine gui
favorisent la délivrance au cours du post-partum [42].
La RP représente la troisiéme pathologie la plus fréquente aprés les mammites et les
affections utérines [45].
Les pertes économiques directes ou indirectes (amaigrissement, chute de la production

lartiére, infertilité) qui font suite a la RP sont difficiles a chiffrer mais importantes [6].
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Figureld : {A) photo d’une vache présentant une rétention
Placeniaire.
(HANZEN 2004).

Figureld (B} délivrance narmale d'une vache.
{HANZEN 2004).
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II-3- Etiologie :

L’étiologie est plurivoque et comporte encore bien des inconnus. Les placentites
spécifiques (brucellose, vibriose) ou non, provoquent la formation de I’exsudat qui, en
s’organisant, détermine I’adhérence du chorion feetal  la muqueuse utérine cotylédonaire [6].

- Les modifications hormonales de fin de gestation, leur importance sur la RP n’est pas établi,
il semble cependant que le taux de progestérone se maintien a niveau trop élevé tandis que sont
insuffisants les taux d’oestradiol et de prolactine. Chez les sujets atteints de RP ils n’existent
pas de modifications des taux d’oestrone et de B oestradiol [6].
- L’inertie utérine qui est fréquemment suggérée comme un facteur favorisant la RP [46]. Et
cela & la suite de certaines affections telles que I’hydropésie des membranes feetales, la torsion
utérine et la présence de jumeaux, cette derniére s’accompagne de RP dans 50% des cas [6, 47].
A T'opposé une atonie utérine sans aucune autre cause de perturbation du processus de
détachement de placenta ne peut étre incriminée dans plus de 1-2% de tous les cas de RP [33].
- L’hérédité parait jouer un certain réle si I’on tient compte que ce trouble peut se reproduire
chez le méme individu et chez ces descendants [6].
- Certaines carences ont été invoquées : L’hypocalcémie, carence en vitamine A, iode,
sélénium. Divers auteurs estiment que I’administration de 680 UI de vitamine E et 15 mg de
sélénates de soude pendant les 18 jours qui précédent le vélage réduiraient de moitié la
fréquence de la RP [47].
- L’allongement de la gestation : une durée de gestation supérieure & 290 ou 295 jours est
associ€e a une RP en raison d’une aplasie ou d’une hypoplasie sévére de la glande surrénale ou
du I’hypophyse du veau [48]. Lors de gestation prolongée, le tissu conjonctif cotylédonaire peut
proliférer et en s’épaississant, enserre les villosités choriales ce qui empéche la délivrance [67].
- La réduction naturelle ou induite de la longueur de gestation (avortement et accouchement
prématuré) et la naissance simultanée d’un ou plusieurs veaux ou I’expulsion d’un veau mort
entrainent plus fréquemment une RP [68].
- Tarissement : I’incidence de la RP augmente lorsque la période séche dure moins de 5
semaines [48]. Les vaches dont la période séche avait duré moins de 30 jours au cours de la
premiére lactation ont présenté une fréquence plus élevée de RP lors du vélage suivant [45].

Par ailleurs toute intervention obstétricale sans une hygiéne rigoureuse augmente le
risque de RP. Car elle est généralement suivie d’une expulsion prématurée du feetus et d’une
augmentation précoce de la contamination bactérienne de I’utérus. Ce type de situation

accompagne le plus souvent un accouchement dystocique réalisé par les voies naturelles [66].
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- La saison : la fréquence de ND et la saison n’ont pas de lien [69]. Alors qu™une incidence plus
faible a ¢t€ mise en automne et plus forte en période estivale, et qui peut &tre expliquée par un
raccourcissement de la durée de gestation 1ié 4 un stress thermique induisant des modifications
neuro-endocriniennes : une augmentation de la progesteronémie et une baisse de I’oestradiol
[45, 67].

La fréquence des RP augmente également avec Pétat d’embonpoint des animaux, a
Finverse, un état d’émaciation, reflet d’un mauvais état général, peut également s accompagner
de RP [45]

II-4- Pathogénie :
Les facteurs cités c¢i dessus interférent soit avec la séparation des microvillosités fostales
des caroncules maternelles et engendrent un échec de détachement du délivre, ou bien avec Ia

contractibilit¢ utérine et provoque ainsi un échec d’expulsion de celui-ci [46].

Notre ¢tude se base sur la pathogénie de RP d’origine infectieuse particuliérement
d’origine brucellique. Chez Ia vache, I’infection par B.aborfus conduit 4 la RP gui accompagne
souvent les avortements, elle constitue parfois le seul symptdme, surtout en cas de brucellose
chronigue.

Le tropisme génital des brucelles s’explique par la présence d’un facteur de croissance,
VFérythritol, qui est produit dans I’utérus des bovins gestants, stimule la croissance de
Brucella abortus. La grande concentration d’érythritol dans le placenta et les eaux fietales
pourrait expliquer la localisation de I’infection dans ces tissus 31

Les brucelles se multiplient dans Iespace utero-chorial, entrainant une placentite
exsudative et nécrotique. Ces Ilésions provoguent un décollement utero-chorial et des
adhérences fibreuses entre placenta et utérus. II parait que ces adhérences expliguent fa
fréquence des RP chez les femelles infectées [17].

II-5- Traitement :
Devant une RP d’une vache suspecte de brucellose, on doit suivre la thérapeutique
suivante :
> Avant tout, réaliser un prélévement sanguin, I’envoyer au laboratoire, en attendant les
résultats, on procede a :

> La délivrance manuelle -
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Un traitement manuel ne doit étre envisagé que si la vache ne présente pas de
signes de complication (hyperthermie, dysorexie...). De plus, le désengrénement des
cotylédons doit étre facile et réalisé sans provoquer d’hémorragies ni de lésions de
I’endomeétre [46, 66].

Apres avoir pratiquer une asepsie rigoureuse de la région vulvaire et périnéale de
la vache, I’opération sera réalisée mains gantées. La partie d’arriére-faix extériorisée
servira de fil conducteur 4 la main pour pénétrer dans I’utérus, et chaque cotylédon non
désengrené sera pressé a la base entre le pousse et I'indexe et on y ajoutera un léger
mouvement des doigts comme si I’on devait faire sortir un bouton d’une boutonniére [6]
(figure 15A). C’est un mouvement de levier pour séparer de la caroncule maternelle un
bord de cotylédon feetal, le désengrénement est ensuite complété en passant le pousse
sur toute la surface entre la caroncule et le cotylédon ce qui libere ce dernier [65]
(figure15B).

On procéde ainsi pour tous les cotylédons et on les détache, rangé par rangé et d’arriére

en avant [6].

Caroncule maternelle

Main réalisant le
désengrénement

Cotylédon feetal

Main réalisant
I’attraction sur les
annexes feetales

Figure 15:

A : schématisation de I*utérus de
vache et des mains de 1’opérateur
lors de délivrance manuelle.

B : désengrénement manuelle des
cotylédons. (HANZEN 2004).
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En général, lorsqu’un nombre suffisant de cotylédons est ainsi désengrené, la
simple attraction sur les annexes permet le détachement du reste des cotylédons et
I’extraction totale du délivre [65].
On s’assure que l’opération est compléte en étalant les enveloppes, puis on
pratique une nouvelle exploration utérine. Il nous parait personnellement utile de
réaliser & ce moment une légére irrigation antiseptique de maniére & obtenir
1’élimination des lochies et la rétraction utérine [6].
® Si le placenta n’est pas visible & ’extérieur (rétention complete), I’opération est plus
délicate et doit débuter par le désengrénement des cotylédons les plus proches du
col, et ’extraction des annexes ainsi libérées qui seront ensuite torsadées [72].

» En général quand il s’agit de brucellose, le laboratoire renvoie le plus vite possible
le résultat, et & ce moment on déclare la vache aupres des autorités et on ordonne

son envoi a I’abattage.

III- LES AVORTEMENTS :
IT1-1- Définition :
L’avortement consiste dans I’interruption de la gestation avec expulsion d’un feetus
non viable ou d’un feetus mort. L’avortement se différencie de I’accouchement prématuré
par le fait que celui-ci réside de I’expulsion, avant terme, d’un feetus viable [6].
Les avortements peuvent avoir des causes variées, ils sont causés par les agents
infectieux (parasites, champignons, bactéries ou virus), les agents non infectieux

(traumatiques, toxiques...) et enfin, on a les avortements provoqués.

Et notre étude s’intéresse aux avortements infectieux et plus particuliérement a ceux

dus a Brucella.

II1-2- L’avortement brucellique chez les bovins :

L’avortement constitue la principale, voire la seule manifestation clinique de la
brucellose. Selon (HENZEN 2004), 80% des animaux exposés au germe (Brucella
abortus) avortent (figure 16).

I11-3- Mécanisme de ’avortement brucellique :
Plusieurs études suggérent que le LPS de Brucella serait 1’agent responsable de

I’avortement. Chez les bovins et les ovins, l’infection du feetus entrainerait une
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augmentation du taux du cortisol foetal conduisant & un « shift » hormonal responsable a
son tour de ’avortement ou de la mise bas prématurée [3].

La gestation est, chez certaines espéces animales un important facteur de sensibilité.
La multiplication des brucelles dans I’espace utéro-chorial entraine une placentite
exsudative et nécrotique. Ces lésions provoquent un décollement utéro-chorial et des
adhérences fibreuses entre placenta et utérus. Si ces lésions sont étendues, elles sont
responsables d’une interruption des échanges nutritifs entre la meére et son feetus; le feetus
meurt d’anoxie et il y a avortement.

Des breches peuvent permettre le passage de Brucella dans la cavité amniotique; les
bactéries sont alors ingérées par le feetus et provoque une septicémie mortelle entrainant
I’avortement.

Aprés avortement (ou mise bas apparemment normale), la vidange de I’utérus et son
involution provoque la disparition progressive des Brucella, incapables de se multiplier et
persister dans 1’utérus au repos. Ex : chez les bovins, la durée maximale d’excrétion des
Brucella est a trois semaines environ.

Les bactéries persistent néanmoins dans les ganglions annexes de ['utérus et
d’autres sites de 1’organisme. Aux gestations suivantes, on constatera une réinvasion de
I’utérus gravide, mais le plus souvent non suivi d’avortement. Il y a donc une certaine
résistance locale limitant I’intensit¢ de la multiplication bactérienne et les seuls
symptomes observés sont des rétentions placentaires et des stérilités transitoires parfois
décrites en période de brucellose chronique. Méme a ce stade, en 1’absence d’avortement,
la femelle continue & disséminer transitoirement les Brucella a ’occasion de la vidange

utérine [17].

Le tableau (V) nous illustre un diagnostic différentiel de 1’avortement brucellique avec les
autres avortements qui sont dus a des étiologies diverses, qui posent souvent un probléme de

confusion.

Figurel6: Avorton brucellique de
bovin (8 mois). On ne remarque
aucune lésion spécifique sur I’avorton
[19].
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LES METHODES DE DIAGNOSTIC
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Chapitre IV METHODES DE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DE L4 BRUCELLOSE.

I-GENERALITES :

Le diagnostic certain d’une infection brucellique exige Iisolement et I’ identification de la
bactérie. Cependant, I’examen bactériologique n’est pas toujours praticable, spécialement sur les
sujets vivants [16].

Bien que les examens bactériologiques permettent la mise en évidence de I’agent
infectieux par culture puissent jouer un role important dans la lutte contre la brucellose, leur
emploi est demeuré limité car les examens bactériologiques nécessitent un niveau de compétence
plus élevé et font appel a des techniques plus sophistiquées que les épreuves sérologiques [15].

Les tests sérologiques dépendent d”une réaction entre un antigéne (Ag) brucellique et des
anticorps (Ac) produits lors d’une infection [16].

Aucune épreuve sérologique n’est, a elle seule, appropriée a toutes les situations
épidémiologiques, toutes les épreuves présentent des limites, notamment par le diagnostic
individuel [20,21]. On doit donc prendre en considération tous les facteurs pouvant influencer
sur les valeurs d’une épreuve et/ou des résultats d’une épreuve avant interprétation et application
au diagnostic.

On procéde dans ce présent chapitre 4 I'étude des différentes méthodes sérologiques qui
correspondent a des méthodes standardisées et validées dont les performances permettent de les
qualifier comme « épreuves prescrites» ou « preuves alternatives » pour les échanges
internationaux [22].

Les performances diagnostiques de certaines méthodes immuno-enzymatiques (ELISA)
et de polarisation de fluorescence (FPA : fluorescence polarisation assay) sont analogues voire
supérieurs 2 celle de la fixation de complément (FC) et dés lors qu’elles sont plus robustes et
techniquement plus simples 4 mettre en ceuvre, leur emploi peut &tre préféré [23,24].

Pour la surveillance de la brucellose 4 un niveau national ou régional, les épreuves de
I’Ag tamponné de Brucella (BBATs ‘Buffered Brucella antigéne tests), c'est-a-dire I’épreuve du
Rose bengale (RB: dénommée plus communément épreuve 4 I'Ag tamponné ou EAT) et le
BPAT (Buffered plate agglutination test) de méme que ’ELISA et le FPA, sont des épreuves de
dépistage adéquates .

Les sérums ayant présenté un résultat positif doivent éire testés a nouveau en suivant une

stratégie de confirmation adaptée [22].
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II- METHODES SEROLOGIQUES DU DIAGNOSTIC :
TI-1- Epreuves a Pantigine tamponné de Brucella :(BBATs ou Buffered Brucella
antigéne tests) :

2-1-1- Epreuve du Rose Bengale (RB) ou épreuve a I'antigéne tamponné (EAT) .

Cette épreuve est une simple agglutination rapide utihsant un Ag coloré au Rose Bengale
et tamponné 2 un pH bas, habituellement de 3.65 +/- 0.05 [26]. Cette agglutination se fait par
interaction avec les Ac sériques, ¢’est une épreuve qualitative qui permet de révéler les IgG1 et
les [gM et également les IgG2 [17,15].

e test au RB se fait en mélangeant une goutte d’Ag 4 une goutic de sérum afin
d’observer la réaction d’agglutination Le transport de cet Ag peut poser des problémes car il se
détruit assez rapidement 4 la température ambiante. Le test est aussi affecté par la température &
la quelle il est pratiqué. Pour toutes ces raisons on obtient des résultats plus précis et plus
facilement reproductibles si on I’utilise au laboratoire que sur le terrain. En outre, au laboratoire
il est possible de respecter certaines normes pour I’interprétation des résultats [15].

Les détails de manipulation dont: le matériel, le mode opératoire ainsi que

Iinterprétation des résultats seront étudiés dans la partie expérimentale.

2-1-2- Epreuve d’agglutination en plaque tamponnée (Buffered plate

agglutination test, BPAT) :

Le BPAT est utilisé comme un screen test avec le Rose Bengale [16]. L'Ag de BPAT est
préparé a partir de Brucella abortus S1119-3 conformement au protocol décrit par Angus et
Barton [27].

On mélange 80ul de sérum & 30pl de ’Ag sur une plaque de verre sur laquelle sont
dessinés des carrés de 4cm sur 4.Une fois le mélange effectué, on applique trois fois d 1a plagque
un mouvement par inclination de maniére 4 obtenir un mélange homogéne, puis on la place 4min
dans une chambre humide, la plaque est ensuite sortie et de nouveau agitée comme indiqué ci-
dessus puis replacée en chambre humide pour 4min, 4 cet instant, on sort la plaque, on Pagite 2
nouveau et on effectue la lecture de la réaction [16].

Toute agglutination visible doit &tre considérée comme une réaction positive. Comme
’EAT, cette épreuve est irés sensible et détecte aisément les Ac induits par la vaccination. Ausst

toute réaction positive doit &tre confirmée au moyen d’¢épreuves complémentaires [22].
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II-2- Test de fixation de complément (FC) :

Bien gqu’elle soit de mise en ceuvre plus complexe, qu’elle nécessite un bon équipement
de laboratoire et un personnel suffisamment entrainé au titrage précis et a ’entretien des réactifs,
la FC est une épreuve trés largement utilisée et acceptée comme épreuve de confirmation [22}].

Chez les ruminants, la FC a I'avantage d’étre relativement insensible aux Ac vaccinaux
produits par les animaux auxquels ont €té injectés des vaccins vivants atténués, préparés 4 partir
de la souche B19 de Brucella abortus. En revanche, cette épreuve présente une grande sensibilité
vis-a-vis des Ac brucelliques produits par les animaux naturellement infectés, pour lesquels elle
constitue un test hautement spécifique [15].

La FC est la réaction de mise en évidence quantitative d’Ac fixant le complément par
inieraction avec un Ag brucellique, elle détecte les IgG1 et éventuellement les IgM [17].

Les détails concernant le test de FC sont fournis en annexes.

TI-3- Méthodes immuno-enzymatiques :

Le test immuno-enzymatique le plus utilisé est 'ELISA {enzyme liked immuno-sorbent
assay) indirect, qui vise 4 mettre en évidence la présence d’Ac anti-LPS dans le sérum ou dans le
lait, il est plus sensible que le test de FC mais moins spécifique que celui-ci. C’est le test qui
donne les résultats de la fagon la plus précoce mais & Iinstar des autres tests sérologiques, il ne

permet pas de différencier les animanx infectés des animaux vaccinés [3].

II-4- Test de polarisation de fluorescence (FPA : fluorescence polarization assay) :

Ce test a été récemment mis au point au Canada. 1l s’est révélé intéressant lors d’études
de terrain, principalement réalisé en Amérique latine [34]. Il s’agit d’une technique simple et
rapide pouvant éire pratiquée au laboratoire ainsi que sur le terrain.

Le principe de 1’épreuve est fondé sur la rotation aléatoire des molécules en solution. La
taille moléculaire est le facteur influengant le plus le taux de rotation, qui lui est inversement
relié. Si une molécule est conjuguée a un fluorochome, la vitesse de rotation & travers d’un angle
de 68.5° peut étre déterminé par la mesure de la densité de lumiére polarisée dans les plans
vertical et horizontal. Ainsi une grosse molécule émet plus de lumiére dans un plan polanis¢
qu’une petite molécule tournant plus vite et émettant plus de lumiére dépolarisée [22].

Pour le diagnostic de la brucellose, on ajoute un fragment de petite masse moléculaire(en
moyenne 22KDA) de I"OPS du LPS-S de Brucella abortus conjuguée a de I'isothiocyanate de

fluorescéine est utilisée comme Ag qui est ajouté au sérum dilué ou aun sang total. La mesure de
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taux d’Ac est obtenue en environ 2min pour le sérum ou 15 secondes pour le sang au moyen

d’un lecteur de polarisation de fluorescence [28].

II-5- Eprenve de séro-agglutination lente en tube ou séro-agglutination de Wright (SAW) :

Epreuve quantitative d’Ac agglutinants par interaction avec un Ag brucellique, clie
révéle les 1gG2 et les IgM [17]. Cette méthode a été mise en évidence par Wright en 1897, la
plus ancienne méthode de diagnostic [3].

Bien qu’elle ne soit reconnue, ni comme épreuve prescrite, ni comme €preuve alternative,
la SAW a été utilisée avec succés pendant de nombreuses années a I’occasion de programmes de
surveillance et d’éradication de la brucellose bovine, sa spécificité est singulicrement améliorée
par I’addition ’EDTA a I’Ag [29,30,31]

La SAW est la réaction la plus précocement positive, elle est donc une bonne méthode de
diagnostic de la brucellose humaine aigue, mais elle est parfois défaillante et en particulier se
négative rapidement, parfois dans la forme subaigué et presque toujours dans la brucellose
chronique et chez les anciens brucellisés [1].

Bien que I"utilisation de ce test soit découragée au plan international, il est toujours utilise
en Afrique de sud. 11 permet dans une cerfaine mesure de différencier une réaction sérologique

vaccinale consécutive 2 une vaccination au vaccin B19, d’une infection par Brucella abortus [3}.

11-6- Epreuves de ’Hapténe natif ou au poly B :

Les épreuves 4 I’Hapténe natif (HN) ou au poly B sont des épreuves de confirmations qui
ont été utilisées avec succés dans un programme d’éradication en association avec EAT
comme ¢épreuve de dépistage [22]. La sensibilit¢ optimale est obtenue dans un sysiéme
&’immuno-diffusion radiale inverse (RID) dans lequel le sérum diffuse dans un gel hypertonique
contenant le polyoside [35]. Néanmoins, la procédure de la double diffusion en gel est également
utile [36.37]. Les veaux vaccinés par voie sous cutanee avec la dose standard de B19 a {"4ge de
3-5 mois sont négatifs 2 mois aprés vaccination. Les bovins adultes vaccings 4-5 mois plutot par
voie sous cutanée avec la dose réduite de B19 ne sont positifs que s’ils se sont infectés et
excrétent le vaccin dans leur lait [38].

La vaccination conjonctivale (chez le jeune ou I’adulte) réduit le délai nécessaire pour
obtenir un résultat négatif avec les épreuves a I"'Hapténe natif ou au polyB. La corrélation entre
résultat positif et excrétion de Brucella est une caraciéristique notable de RID. Ceci a €t¢ monire
aussi bien chez les bovins expérimentalement infectés [38] que chez les ammaux naturellement

infectés sous traitement antibiotique [39].
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I1-7- Test réalisé sur le lait (Test de I’anneau ou Ring test (RT)) :

L

Objectif :

Le test de I’annean ou Ring test (RT) est largement utilisé en vue de dépistage de
la maladie dans les exploitations [12].C’est une épreuve simple, effectuée sur les laits de
grand mélange collecté dans les livraisons en vrac .Ce test est également trés utilis¢ dans
les enquétes épidémiologiques, les programmes de lutte, la surveillance des troupeaux et
I’éliminations des animaux atteints. Il est recommandé de soumettre le lait de chaque
troupeau a un RT tous les trois mois, pour assurer la surveillance des troupeaux, sauf
dans les zones indemnes, I’intervalle entre deux contrdles peut étre augmenté [15].
Principe:

La méthode consiste & ajouter une gouttc d’Ag, coloré a I'hématoxyline, 4 un
millilitre de lait versé dans un tube étroit puis 2 mélanger le tout avant de laisser reposer
ce mélange jusqu’a ce que la créme soit remontée a la surface [15]. Il faut s’assurer que
I’Ag est bien mélangé avec le lait, incuber a 37°c pendant une heure [16]. Dans le cas
d’un prélévement positif, I'Ag s’est agglutiné et adhérant aux globules graisseux du lait,
s”est regroupé en surface dans 1’anneau de créme qu’il colore en blew. La colonne de lait
sans créme située au dessous retrouve, totalement ou partiellement sa couleur blanche
d’origine. Dans le cas d’un prélévement négatif, I’Ag reste dispersé dans la colonne de
lait écrémé qu’il colore en bleu et I’anneau de créme reste blanc [15].

Le RT est la réaction d’agglutination qualitative obienue par I'interaction des
Ac contenus dans le lait (IgM, IgGl et surtout les IgA) avec I'Ag coloré par
I"hématoxyline [17].

Limites d’utilisation :

*
L

L”épreuve n’est pas efficace avec du lait pasteurise.

+,
L

Les résultats les plus fiables et les plus faciles a reproduire sont obtenues avec des
laits ayant été conservés au frais de 48-72 heures.

.
0’0

L’épreuve est congue pour étre utilisée sur des laits de mélange, c'est-a-dire
dilués. Le lait provenant d’un seul animal doit &re dilué dans un autre lait
présentant une réaction négative avant d’étre soumis au RT.

% Le RT standard est efficace sur des laits de mélange provenant de troupeaux dont

la taille peut aller jusqu’a 200 vaches laitiéres.
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e Matériel :

< L'antigéne :

L’Ag est constitué par une suspension de cellules de B abortus tuée par la
chaleur et colorées avec une solution d’émathoxyline. La concentration cellulaire
devant étre amenée a 4%. Le PH de I’Ag doit étre réglé 4 une valeur comprise entre
4 -43]15].
< Compte-gouttes :

Un compte-gouttes est toujours fourni avec ’Ag permetiant d’instiller des
gouttes de 0,03 ml si nécessaire, un tel compte-gouttes peut &tre fabriqué avec une
pipete Pasteur ou avec une aiguille a injection hypodermique épointce. Les compte-
gouttes fabriqués de fagon artisanale doivent étre convenablement contrélés avant
d’étre utilisés dans les rings tests [15].
< Prélévements des échantillons de lait :

Avant de prélever un échantillon, il convient de bien mélanger le lait contenu
dans les bidons ou les citernes de stockage afin de s’assurer que la créme est

uniformément répartie.

La méthode la plus pratique pour effectuer les prélévements consiste a utiliser une
petite louche métallique qu’il sera nécessaire de nettoyer soigneusement chaque fois.
On ajoute 1mi de lait dans un petit tube ou une petite bouteille dans lesquels ont €t

préalablement ajoutées 0,5ml de solution formolée agissant comme conservateur [15].

e Mode opératoire :

1- Préparer une série de petits tubes d’une capacite ¢gale a2ml
2- Ajouter chaque échantillon de lait afin de répartir la creme de fagon uniforme dans le

mélange.

3- Mettre 1ml de chaque prélévement de lait successivement dans la série des tubes.
4- Ajouter une goutte (0.03ml) d’Ag dans chaque tube.
5- Mélanger soigneusement le lait et ’Ag dans chacun des tubes en les retournant

plusieurs fois.

6- Apres avoir effectué ce mélange dans le dernier tube, vérifier 'ensemble des tubes afin

de s’assurer que I’ Ag et le lait forme bien un mélange homogene.

7- Laisser incuber les tubes 4 37°c pendant une heure.
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o Lecture des résultats :

Le ring test est positif lorsque la couleur bleue est plus intense dans ’anneau de
créme que dans la colonne de lait sans créeme située au-dessous. Il est possible
d’attribuer aux résultats différents degrés de positivité. [15].

o Interprétation des résultafs :

Un résultat positif sur un échantillon est la preuve que la brucellose a infecté
certains des animaux ayant contribuée au lait de mélange [15]. Des réactions
faussement positives peuvent survenir en cas de mammites ou en cas de la lactation
débutante lorsque le lait surit ou en cas de vaccination récente au vaccin B19
[3].Mais aussi la présence de vaches en périodes de tarissement, ces problémes ne se
posent en général que dans le cas d’échantillons prélevés sur des laits de mélange

provenant d’un petit nombre d’animaux [15].

III- LES REACTIONS SEROLOGIQUES CROISEES :

Lors des tests sérologiques visant la recherche des Ac produits contre I’infection
brucellique, on peut détecter des Ac produits par d’autres bactéries et par conséquent on aura
des résultats faux positifs. Cela est expliqué par le fait que les Ac détectés sont pour la plus part
dirigés contre les épitopes portés par le LPS [55]. C’est la parenté antigénique entre Brucella
et d’autres bactéries due a la similarité plus ou moins grande de leurs chaines O respectives
qui pose un probléme en dépistage sérologique. Cette parenté génétique a été décrite pour
Yarsinia entérocolitica O : 9, Vibrio cholerae, Escherichia coli O : 159, Salmonella urbana et
pseudomonas maltophylia [59].

Actuellement, en Europe, Y. enterocolitica O : 9 est réguliérement isolée des matiéres
fécales de bovins présentant des réactions sérologiques faussement positives dans les tests de

dépistage de la brucellose bovine [55, 60, 61].
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I- PROBLEMATIQUE ET OBJECTIF:

La brucellose bovine sévit de fagon enzootique sur une bonne partie du territoire algérien
et cela malgré les programmes de lutte visant son éradication. La défaillance de ces
programmes est due entre autres a la négligence et 2 la non déclaration par les vétérinaires des
cas suspects,  la faible indemnisation de la valeur réelle de I"animal et surtout & I"existence
des cheptels non répertoriés s’agissant le plus souvent des troupeaux extensifs échappant aux
compagnes de dépistage.

Cette maladie se manifeste cliniquement, le plus fréquemment par un avortement au
dernier tiers de gestation ou une rétention placentaire.

Notre étude a cerné deux régions : la Daira de M’Chedalah (W. Bouira) et la Daira de
Tazemalt (Bejaia), pour I’année 2007-2008, ou nous avons constaté une prédominance des
élevages bovins extensifs avec une fréquence relativement élevée des avortements et des
rétentions placentaires.

Nous nous sommes fixés deux objectifs :

» Connaitre la situation de 1a brucellose bovine dans ces régions.

» Etablir une corrélation entre les vaches suspectes de brucellose et la sérologie.
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II- MATERIELS ET METHODES:

Le but de notre étude est d’essayer de faire une corrélation entre les symptémes de
suspicion de la brucellose détectés chez les bovins et les résultats de la sérologie de ces mémes
animaux. Les vaches de notre éude étaient de races et dges différents ayant présenté des
avortements au dernier tiers de gestation ou des rétentions placentaires, nous nous sommes
intéressées surtout aux vaches en €levage extensif.

A) Fiche de renseignements :

Nous avons élaboré une fiche de renseignements individuelle pour chaque vache
prélevée, qui contient des informations relatives a I”animal lui-méme ainsi que son ¢levage.
Description :

C’est une fiche en une seule page qui suit le plan suivant :

- Nature du troupeau ;

- Type I’élevage ;
- Race de la vache ;

- Identité de la vache ou nom du propriétaire si 1’identification fait défaut ;

- Antécédents de Ia vache aux vélages, avortement ou RP ;

- Nature du prélévement et résultat du laboratoire ;(Voir annexe)

B) Observations cliniques :
Au total 21 cas de suspicion de la brucellose clinique (Avortements, rétentions

placentaires) ont été détectés sur la période allant de Juin 2007 au Mai 2008.

C) Prélévement :

Les prélévements sont effectués sur des cheptels non vaccinés des deux Dairas
Tazmalt (Béjaia) et Mchedellah (Bouira). Nous nous sommes intéresser qu aux vaches
qui ont présenté les symptomes de suspicion de la brucellose (Avortement au dernier
tiers de gestation avec ou sans rétention placentaire et aux cas uniquement de rétention
placentaires).

Sur ces animaux nous avons effectué une prise de sang dans le but de confirmation
ou d’infirmation de notre suspicion.

1- Matériels pour réaliser le prélévement sérologique :
« Blouse.
e Bottes.

e Gants en latex
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e Alcool pour la désinfection

e Vacutainers secs.

e Aiguilles
e Porte tube
e (laciére

2- Méthode du prélévement :
Aprés contention de 1’animal, on exerce une pression sur la région de la veine jugulaire et
apres désinfection avec 1’alcool et grace a une aiguille on effectue une prise de sang sur tube
sec, ensuite nous inscrivons sur 1’étiquette du tube la date du prélévement, le numéro de la
boucle de la vache ou le nom du propriétaire et son adresse si la vache n’a pas de boucle.
Les prélévements sanguins sont inclinés dans le porte tube et seront gardés au frais dans la

glaciére pour étre acheminé le jour méme au laboratoire de Drad Ben Kheda.

D) Méthodes de diagnostic sérologique effectuées par le laboratoire de Draid Ben
Kheda :

Les méthodes de diagnostic de la brucellose utilisées au laboratoire régional de DBK
sont de deux types: une épreuve qualitative et d’orientation qui est 'EAT (Epreuve a
I’ Antigéne Tamponné) encore dit test au Rose Bengale (RB) et une épreuve quantitative
s’agissant de la réaction de FC (Fixation du Complément), celle-ci étant utilisée comme
test de confirmation.

1- Epreuve a antigéne tamponné (EAT) ou test au Rose Bengale (RB) :

a- Principe : '

Cette épreuve est une simple agglutination rapide utilisant un Ag coloré au Rose
Bengale et tamponné a un pH bas, habituellement de 3.65 +/- 0.05. Cette agglutination se fait
par interaction avec les Ac sériques, c’est une épreuve qualitative qui permet de révéler les
IgGl et les IgM et également les IgG2.

Le test au RB se fait en mélangeant une goutte d’Ag a une goutte de sérum afin
d’observer la réaction d’agglutination .Le transport de cet Ag peut poser des problémes car il
se détruit assez rapidement a la température ambiante. Le test est aussi affecté par la
température a laquelle il est pratiqué. Pour toutes ces raisons on obtient des résultats plus
précis et plus facilement reproductibles si on I’utilise au laboratoire que sur le terrain. En outre,

au laboratoire il est possible de respecter certaines normes pour I’interprétation des résultats.
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b- Matériel :
°
.
e
.
°
®
s
¢- Réactifs :
©
°
°

&

Plaques en verre a surface plane

Micropipettes distributrices de sérum

Embouts en plastique a usage unique.

Compte gouttes pour la distribution de 'Ag
Meélangeurs (baguettes en verre ou en plastique)
Agitateur

Chronométre ou minuterie

Antigéne Bengate® (synbiotics)
Eau physiologique
Sérum a tester

Sérums témoins positif et négatif

d-Téchnique de réalisation :(voir annexe)
2- La réaction de Fixation du Complément (FC) :

a- Principe :

Le complément se compose d’une série de constituants protéiques qui réagissent d’une

fagon séquentielle, & partir de ’activation d’un premier fragment par un complexe Ag-Ac.

Dans la réaction de FC, appliguée a 1a brucellose, on proceéde a deux étapes :

Premiére étape : mélange de 'ensemble Ag brucellique et sérum a tester (complexe Ag-Ac)

avec du sérum normal du cobaye (Complément).

Deuxiéme étape : introduction d’un systéme indicateur ou « systtme hémolytique » qui

consiste 4 ajouter une suspension d’hématies du mouton préalablement sensibilisées, c'est-a-

dire, recouvertes d’Ac anti-mouton. Si le sérum & examiner contient des Ac brucelliques, le

complément est entiérement fixé dans la premicre étape de sorte qu’il ne peut réagir au cours

de la deuxiéme étape ou il n’y aura pas d’hémolyse. Au contraire, si le sérum a examiner ne

contient pas des Ac brucelliques, on constatera une hémolyse au cours de la deuxiéme €tape,

qui indique que le complément n’a pas été fixé pendant la premicre étape.

b-Matériel :

®

Plaques de microtitration a fond en U.
Comtes-goutes de 25ul et 50pl.
Tubes a hémolyse.
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Pipettes graduées a 2 traits (au 1/100) de 0.5ml, Iml et 2ml.
Pipettes graduées 4 2 traits (au 1/10) de Sml et 10ml.
Bain-marie a 37°¢ et 60°.

Etuve a 37°c.

Réfrigérateur a +4°c.

Centrifugeuse réfrigérée pour plaques de microtitration.

c- Réacitifs -

L

L]

Antigéne pour fixation de complément brucellose.
Sérums a examiner.

Sérum(s) témoin(s) positif(s) de titre connu.
Sérums(s) témoin(s) négatif(s).

Complément lyophilisé.

Hématies de mouton.

Sérum hémolytique.

Tampon Véronal Calcium Magnésium (T.V.)

d- Technique de réalisation : (voir annexe)
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II- Résultats :

Au total nous avons réalisé 21 prélévements, dont 12 (57.14%) pour motif de RP et 9

(42.85%) pour motif d’avortement, ces résultas sont représentés sous forme d’un tableau N°
VL

Tableau VI: Nombre et taux d’avortements et de RP constatés sur ’ensemble des cas
suspects.

Signes clinigues Nombre de cas constatés Taux
Avortement 09 42.85%
RP 12 57.14%
Total 21 100%

Les données du tableau VI sont représentées sous forme d’un diagramme en fromage
(Figure 17).

HAVORTEMENT
ORP

57.14%

Figure 17 : Taux d’avortements et de RP constatés sur I’ensemble des cas cliniques suspects.
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Sur un ensemble de 21 prélévements suspects de brucellose, 5 se sont avérés positifs &

la sérologie, un nombre correspondant 4 un taux de 23.80%, ces résultats sont regroupés dans
le tableau VII.

Tableau VII : Nombre ct taux des cas positifs ct des cas négatifs 4 la sérologie, constatés sur
’ensemble des prélévements effectués.

Sérologie positive Sérologie négative Total
Nombre 5 16 21
Taux 23.80% 76.2% 100%

Ces résultats sont représentés sous forme de diagramme en fromage (figure 18)

23.8%

[E cas positifs
[ cas négatifs

Figure 18 : Diagramme illustrant le taux de cas positifs et des cas négatifs 4 la sérologie
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En résumé, sur un ensemble de 21 cas suspects de brucellose, nous avons 9 avortements
dont 3 sont positifs a la sérologie, ce chiffre correspondant 4 un taux de 33.33% des
avortements. Et 12 RP parmi lesquelles seulement 2 sont sérologie positive ce qui représente

16.66% de I’ensemble des RP, ces résultats sont représentés dans le tableau VIIIL.

Tableau VIII : Nombre de cas positifs et négatifs relatifs 4 chacun des deux signes cliniques.

Signes cliniques Sérologie positive Sérologie négative
Nombre | Taux Nombre | Taux
Avortement 3 14.28% 28,57%
RP v 9.52%
Total 5 23.8%

Nombre de cas
positifs

[JNombre de cas
négatifs

Avortements

Figurg 19 : Nombre et taux de cas
deus signes de suspicion de la brucellose.

positifs par r

apport aux cas négatifs relatifs a chacun des
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Le taux de positivité relatif aux 9 cas d’avortement suspects et de 33.33%, a savoir 3 cas

positifs. Le taux de positivite relatif aux RP est de 16.66% (2 cas positifs sur 12 cas suspects).

Tableau IX : Taux de positivité relatif a chacun des deux signes cliniques.

Signes cliniques Nombre de cas|Nombre de cas | Taux de la sérologie
constatés positifs & la sérologie | positive

Avortement 9 3 33.33%

RP 12 2 16.66%

Les données de ce tableau sont représentées sous forme d’un histogramme (figure 20).
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Avortement

O Nombre de cas
cliniques
constatés

Il Nombre de cas
positifs a la
sérologie

RP

Figure 20 : Nombre de cas positifs 4 la sérologie par rapport aux nombre des cas cliniques

constatés.
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Sur nos 5 cas positifs 4 la sérologie, 60% ce sont maniféstés par des avortements et
40% restantes par des RP.

Tableau X : Taux des avortements et des RP positives a la sérologie.

Avortement RP Total
Nombre 3 2 5
Taux 60% 40% 100%

Les données du tablean X sont illustrées sous forme d’un diagramme en fromage (figure 21).

O Avortements
positifs a la
sérologie

RP positives a
la sérologie

Figure 21 : Taux des avortements et des RP sérologie positive.
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IV-DISCUSSION :

On a remarqué que les taux des effectifs dépistés dans les deux Dailras : M’chedalah
(Bouira) et Tazmalt (Béjaia) ne dépassent jamais les 50% ; et d’aprés les DSV de ces deux
Dairas, ces taux sont estimés a 24,93% pour la Daira de M’chedalah et 30,76% pour celle de
Tazmalt pour ’année 2007. Cela est du a plusieurs contraintes rencontrées par les vétérinaires
étatiques comme ’éloignement des foyers de bovins, zones inaccessibles, manque de moyens
de transport et de tout cela découle P’existence des animaux qui, malgré répertori€s, ne
subissent qu'un seul dépistage dans leur vie, chose qui les classe dans la méme catégorie que
les amimaux non répertori€s. A ne pas oublier la négligence des propriétaires a appeler le
vétérinaire pour faire le dépistage, en voyant que cela est inutile quand ils n’ont pas de grand
effecuf.

A Péchelle nationale, durant ces dix demiéres années, 79% des bovins positifs ont été
abattus, les 21% des animaux positifs restants ont échappé a I’abattage et constituent donc une
véritable source pour la propagation de la maladie ce qui est rapporté par LOUNES. N [74]. Le
faible nombre d’animaux dépistés et le nombre important d’animaux positifs qui échappe a
I’abattage pourrait expliquer la non amélioration de la prévalence aprés tant d’années de luttes,
que ce soit au niveau régional ou national.

Nous avons aussi remarqué au cours de notre étude chez un vétérinaire privé dans ces
mémes régions, une fréquence relativement élevée des avortements et des rétentions
placentaires bovines. Et quand le vétérinaire est appelé pour motif d’avortement ou de
rétentions placentaires, méme suspectant la brucellose, il se contente de délivrer la vache, sans
jamais penser a effectuer un prélévement pour le laboratoire.

Nous avons pris en considération le faible taux du dépistage de la brucellose bovine
dans ces deux Dairas, la fréquence élevée des avortements et des rétentions placentaires et la
conduite 4 tenir de la plupart des vétérinaires devant un avortement qui est selon
HANZEN. Ch [40] inévitable dans 80% des cas brucelliques, et nous avons téalisé des
prélévements sur des vaches qui ont présenté des avortements suivis de rétentions placentaires
ou des rétentions placentaires seules, pour le diagnostic sérologique de la brucellose et tout
cela dans ie but de corréler ces deux symptomes a Ia pathologie.

Sur un total de 21 prélévements réalisés sur 9 vaches avortantes et 12 vaches ayant
présenté des rétentions placentaires, nous avons trouvé 5 cas positifs a la brucellose, un taux

correspondant a 23.80% de I"ensemble des prélévements, dont 3 sont des avortements ce qut
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représente 14.28% du total prélevé et 33,33% des avortements. Sur les 12 cas de rétentions
placentaires, 2 cas se sont avérés positifs a la sérologie, c’est 16,66% des rétentions
placentaires, un taux trés significatif, représentant 9,52% du cumulé des prélévements.

Les données des DSV des deux Dairas démontrent que Peffectif total des vaches de la
Daira de M’chedalah est estimé 4 802 dont & peu prés 200 sont dépistées et que seulement une
vache s’est avérée positive a la brucellose, c’est le méme chiffre de positivité constaté dans fa
Daira de Tazmalt sur un effectif total de 858 vaches dont 264 sont dépistées.

Nos résultats sont en analogue avec ceux trouvés par la plupart des auteurs qui se sont
intéressés a la corrélation des avortements et RP avec la sérologie positive de la brucellose.

Nous avons trouvé que 60% de nos cas positifs se sont manifestés par des avortements, un taux

| se rapprochant de celui cité¢ par HANZEN. Ch [40] : « 80% des vaches brucelliques avortent »

et «l'avortement en est le signe clinique habituel ». BERTRANIDA & aof [32] dans
« Utilisation chez I'homme d’un Ag phénotosoluble brucellien comme test de la détection de la
sensibilité cutanée spécifique » citent que « dans un élevage bovins infecté (par la brucellose),

le nombre d’avortement est trés élevé au début et peut intéresser la premicre année, 40-80%

| des vaches ». LOUNES. N [74], a constaté lors de son étude sur la prévalence de l1a brucellose

bovine dans la région du cenire (Algérie) que chez les femelles, les avortements sont
fréquemment observés, tout au long de I"année, sous forme sporadique, en milicu et en fin de
gestation. La brucellose semble étre la premiére cause des avortements, responsable du quart
ou de la moitié de ces derniers chez les bovins.

Nos résultats démontrent, comme ils I"ont fait GRUNERT. E [33] et LACHATRE. S
[76] que la RP fait souvent suite 4 une infection génitale plus au moins étendue, spécifique ou
non a la brucellose.

Du total des RP que nous avons constaté, 16.66% se sont révélées positives a la
brucellose, & savoir 2 cas de RP positives sur 12 RP suspectes, un taux significatif qui nous
mncite & ne pas négliger la présence des RP dans des troupeaux non indemnes de la brucellose,
chose qui a été rapportée par ARTHUR GH [72].

Cependant, nos résultats sont en incompatibilité avec les statistiques des DSV des deux
Dairas, a dire que les chiffres rapportés sont vrais mais les résultats ne sont pas fiables 3 100%
car la méthode du dépistage et les erreurs de manipulation au niveau du laboratoire poussent a
douter des résultats, par exemple :

- conservation des prélévements avant 1’acheminement au laboratoire de durée de plus de

trois jours.
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- Mal disposition des tubes des prélévements sanguins conduisant 3 I’hémolyse.

- Au niveau du laboratoire, on peut avoir une rupture de la chaine du froid pour les Ag
utilisés (il faut les sortir du réfrigérateur 30min avant utilisation pour avoir la méme
température avec le sérum a tester, et les remettre au réfrigérateur).

Les €leveurs sont considérés comme un obstacle trés important par leur négligence qui est
due soit 4 un manque, voire absence de I’éducation sanitaire, soit a I’indemnisation trés faible
de Ia valeur réelle de I"animal, cela pousse les éleveurs a éviter de faire Ie dépistage, ce qui
favorise une contamination et une propagation de la brucellose bovine et méme aux autres
especes y compris I’homme chez qui elle constitue une zoonose majeurs.

Les vétérinaires ont leur part de responsabilité quant 4 la situation inquiétante de la
brucellose en Algérie. En effet, 1a plupart d’entre eux, devant un avortement, ne font pas appel
au laboratoire afin de connaitre la cause réelle de I’avortement méme s’ils pensent que la
brucellose pourrait étre la premiére cause.

Pour la RP, les vétérinaires interrogés les associent peu 2 cette pathologie, d’aprés N
LOUNES ce qui laisse, encore une fois, la brucellose passer inapercue avec ce symptéme, pour

persister dans nos élevages.
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CONCLUSION :

Notre étude nous a permis de déduire que la brucellose bovine sévit avec une fréquence
assez significative, dans les deux Dairas : M’chedalah et Tazmalt (5 cas s€rologiquement
positifs parmi 21 cas suspect durant la période de Juin 2007 4 Mai 2008).

La situation de la brucellose bovine n’a pas connu d’amélioration réelle 3 cause de Ia
défaillance des programmes de lutte, comme le faible dépistage et le nombre important
d’animaux atteints non abattus.

Le vétérinaire et I’éleveur contribuent chacun de sa part a cette défaillance, le premier
par sa négligence devant un avortement ou encore plus une rétention placentaire, il ne fait
presque jamais appel au laboratoire pour confirmer sa suspicion. Le deuxiéme, par son manque
d’expérience, il ne préte attention & ces deux symptdmes qu’en cas de complications.

Les résultats de notre étude confirment que les avortements et les rétentions
placentaires chez les vaches ne sont pas tous dus a la brucellose.

Une ¢€tude plus approfondie sur ce sujet serait souhaitable a ’avenir.
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ANNEXE N°1

Tableau A : tableau résumant les renseignements concernant les prélévements, les vaches

suspectes et les résultats du laboratoire.

ID vache ou Ordre N° N°RP
]??te o nom Race derniére N?mbm d’avortements | sans la . Autrefs Résultats
prélévement e vélages . - informations
propriétaire portée sans dernier | derniére
16/06/2007 10370556 Population ) ’ 0 0 RP lorsndu o
moderne dernier vélage
Deux RP
2000612007 | 10370332 | FoPUIation) g 3 3 j ) summemhEER | gy
moderne le premier part
normal
24/06/2007 | 063704159 | Fopulation| 2 0 0 i )
moderne néonatale
Avortement de
30/06/2007 | 10370006 | FoPulation| 6 0 0 ndenere | g
moderne portée suivi
d’une RP
Vélage normal
02/07/2007 |  44gs3 | Fopulation] 1 0 o | suvidune |,
moderne rétention
placentaire
Avortement de
07/07/2007 BENALI Population 2 1 0 0 la d(rerme_re- )
Daoud moderne portée suivi
d’une RP
09/07/2007 | 064805802001 | FoPulation )| 5 2 0 0 |Avortementau)
moderne 7™ mois
: Mort feetale a
ryiozo0y | DPEROUDL | Depulation) 4 1 0 0 | 2™portéean | ()
Nacer locale. dme
8™ mois
Avortement de
231072007 | ssogo  |FOPUIaton g 0 p | lademicre o,
ocale portée suivi
d’une RP
MERZOUK | Population RP lors du
03/08/2007 Khedoudja | moderne 6 6 a 0 dernier vélage )
Population RF latsde la
07/08/2007 | 103703118 P 2 2 1 1 derniére mise (+)
moderne bas
13 /08/2007| 103703127 |Fopulation) 4 3 0 0 RP lors du )
moderne dernier vélage
Population R loysdels
03/09/2007 0276 p 3 3 0 2 | derniére mise | (+)
moderne
bas
Avortement
Population lors du dernier
2409r2007 | 103702113 1" demne | 3 2 ¢ 0 | velagesuivi |
d’une RP
09/10/2007 | o707  |Fopulation 1 0 0 RP ©)
locale




RP lors du

18/11/2007| 0419  |Population 0 0 " )
locale R
vélage
Avortement
Population L
24/12/2007 | 10370470 p 0 0 dernier (+)
moderne " .
vélage suivi
d’une RP
03/02/2008 | 10370675 |FoPulation 0 0 RP “)
moderne
\ - v p RP lors du
19/02/2008 | 103702140 Population Afltecedents Aptecedents il o
moderne inconnus inconnus A
vélage
; C . . RP lors du
09/04/2008 | 10370580 Population A.ntecedents A_ntecedents dernier )
moderne inconnus inconnus %
vélage
22/04/2008 | 103703127 Population Aptecedents Aptecedents Avogsmen_t )
moderne inconnus inconnus | au 8" mois




Fiche de renseignements :
(dépistage de la brucellose)

Nature du troupeau : laitier a viande

Type d’élevage : en stabulation libre

Racedelavache: ... .

ID de Ia vache ou nom du propriétaire

BRI ..o s S R ST o s o e T PR

- Ordre de la deric¢re porice

- Nombre de vélages

- Nombre d’avortements sans compter le dernier

- Nombre de RP sans compter le dernier

- AUTeSs I oI OTIS T oo e e e e e e e

Nature du prélévement = ... ...

Datedun prélévement : ... .

Résultats du laboratoire : positif [1  négatif [ ]

Prélévements réalisés par :
- MOHAMMEDI Souria
- BENHAMOQUCHE Aini

Le vétérinaire chargé de I’envoi des prélévements © ..

Le v&térinaire :



ANNEXE N°3

Technique de la réalisation de la fixation du compliment :

1.

Titrage du compliment :
Effectuer en tubes comme pour la méthode de fixation du compliment en tube

soit

- Reprendre le complément lyophilisé par 1a quantité de solvant indiquée.
- Faire une dilution & 1/100 en tampon véronal (0.1 mi dans 99 mide T.V).

- Répartir en tube selon le schéma suivant :

Témoins
hémolyse

1 2 3 4 5 6 7 g 9 i 11 12 13 HO HI00

C 2004 005 006 007 008 009 0.10 0.1l 0.12 0.13 014 015 016 0 040
1/100(ml)
Tampon | 036 035 034 033 032 031 030 029 028 027 026 025 024 040 0

véronal (ml)

Antigéne

dilué selon

titre{1unité) | 0.20 0.20 0.20 020 0.20 0.20 020 020 020 0.20 0.20 0.20 020 020 0.2
(ml)
Agiter les tubes- les placer au bain-marie a 37°C pendant 30 minutes
Couple
hémolytique
(ml) 0.40 0.40 040 040 040 040 040 040 040 040 040 040 040 040 040

Agiter les tubes, les placer au bain-marie a 37°C pendant 30 minutes

Préparer les éléments du couple hémolytique (suspension de globules rouges et
solution de sérum hémolytiques) en quantité suffisante pour le titrage du

complément et les examens.

Couple hémolytique : mélange a partie égale de :



e Suspension d’hématies & 2.5 % soit 0.5 ml d"hématies (déja dilué & 50%) plus
9.5 ml de tampon véronal ;

e  Sérum hémolytique ditué selon titrage ;

e Meélanger 20 minutes avant ’emploi des quantités nécessaires pour le titrage du
complément et laisser a la température du laboratoire (garder a +4°C jusqu’an
lendemain et séparément le reste des éléments du couple).

- Centrifuger immédiatement les tubes 3 la sortie du bain marie pendant 10 minutes

a 500-100g. Faire un t€moin hémolyse Hsy (0.50 ml du surnageant du témoin

hémolyse Hy et 0.50 ml du surnageant du témoin hémolyse Hiw).

- Prendre comme unité Hs, le premier tube de la gamme dont le surnageant présente

la méme coloration que le témoin Hy, ainsi préparé.

Calcul de la quantité de complément & préparer pour les examens :
Exemple :

e Nombre de cupules = 100, chague cupule regoit 0.025 ml de complément
dilué soit :
0.025 ml x 100 = 2.5 ml (volume total de complément dilué}

Vohume de complément dans Uéprem

Nombre de cupules
6 (unités H50)
Valeur trouvée au titrage
{(H50)
v
0.08 x 6 x 100 x 0.0025

= 0.060 mi

100 x 0.2 \

Dilution du complément dans le
titrage

Volume d’anfizéne dans le titrage



L’unité Hs a été trouvée pour le tube n° 5 (0.08 mi de complément a 1/100).

L’épreuve utilise 6 unités Hsy soit :

e Soit 0.060 ml de complément pour 2.44 ml de tampon véronal.

Epreuve :

-Inactiver les sérums par chauffage au bain-marie 2 60°C pendant 30 minutes.

-Diluer les sérums a examiner et les sérums témoins & % en tube ou en plague et

effectuer les dilutions suivantes sur plaque microtitrafion :

Témoins

sérums

Cupules Tampon (ul) Sérum dilug

a Y (ul) Dilutions Dilutions finales  Volume final
(ub)
A - 25 - Ya 25
B - 25 B Ya 25
C 25 Vo3 - 1/8 25
D
D 25 - - /16 25
D 25
E 25 - - 1/32 25
D 25
F 25 - - 1/64 25
. N\
s
H )

-Ajouter ensuite les différents réactifs selon le schéma suivant :




Cupules
Antigéne dilué Tampon Complément
selon titre (ul) (ul}
(lunité) (ul)
Témoins A - 25 25
sérums B 25 - 25
C 5 - 25
D 25 - 25
E 25 - 25
F 25 - 25
- Chaque cellule d’examen comporiera les témoins suivants :
Cupules  Sérum dilué Antigéne :
(pl) dilué Tampon{ul)  Complément |
(lunité)(ul) (ul)
1 - 25 25 25
Temoins s - 25 25 25
antigéne
Témoins { = = 50 25
Complément 4 - - 50 25
Témoin { i i 7 )
Couple hémolytique 6 ) ) L }
- Agiter les plagues a couvrir.

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

Le lendemain :

x

- Préparer le couple hémolytique (mélange a volumes égaux de Ia suspension de

globules rouges et de solution de sérum hémolytique préparé la veille).

- Laisser le mélange 10 minutes a la température du laboratoire.

- Placer alors les plagues 10 minutes a ’étave a 37°C.

Le couple hémolytique a été maintenu ainsi 20 minutes a température du laboratoire.

- Ajouter dans toutes les cupules 50ul de couple hémolytique.



- Agiter les plaques puis les couvrir.

- Placer les plaques a I’étuve a 37°C pendant 30 minutes.

Lecture :

- Centrifuger les plagues pendant 10 minutes 4 500-1000g (centrifuge réfiigérde) ou les
laisser 1 heure au réfrigérateur a 4°C.

- Le degré d’hémolyse des hématies sensibilisées dans chaque cupule est not€ de la
fagon suivante :

+ + + + = inhibition compléte de I'hémolyse.

+ + + = 75% d’inhibition de ’hémolyse (= 25% d’hémolyse}.

+ + = 50% d’inhibition de 'hémolyse (= 50% d’hémolyse).

+ =25% d’inhibition de I’hémolyse (= 75% d’hémolyse).

0 = hémolyse complete.

Interprétation :

-Moins de 50% d’inhibition de ’hémolyse a la dilution ¥ = NEGATIF.
-50% (+ +) ou plus d’inhibition de I’hémolyse 4 la dilution ' = POSITIFE.

Tablean de correspondance entre dilution du sérum et dn nombre duniiés CCE
sensibilisatrices (limite : 50 pour 100 d’inhibition) :

Dilution du sérum 172 1/4 1/6 1/8 1/16
1/32
Nombre d’uniies

CEE 10 20 30 40 80 |

160

Sensibilisatrices

Seuil de
positivité



ANNEXE N° 4

Technique de réalisation de test au Rose Bengale :

Mode opératoire :

i-

Amener les échantillons de sérum et Pantigéne & la température ambiante de
laboratoire. Ti convient de ne retirer du réfrigéraieur que la quaniité " Ag nécessaire a

I"exécution des tests prévus pour la journée.

Déposer successivement aux endroits prévus a cet effet sur plaques destines au test,
une goutte de chacun des ¢échantilions de sérum a contréler. Le volume de la goutte
déposée est de 30 microlitre pour les plaques de verre @ surface plane et de 25

microlitre pour les plaques HA.

Lorsque tous les échantillons des sérums ont ¢té déposés sur une plague ou que celie-
ci est plaine, metire une goutte d°Ag sur chaque échantillon de sérum. Le volume de ia
goutte déposé est de 30 microlitre pour les plaques de verre a surface plane et de 23

microlitre pour les plagues HA.

Dés que la derniére goutte a &¢ déposée sur 1a plaque, mélanger minuticusement les
sérum et ’Ag Cette opération effectuée avec un melangeur (cure-dent) pour es
plaques a surface plane. Par contre pour les plagues HA, il convient de procéder des la
fagon suivante: placer la plaque, toujours protégée par son morceau de tissu, a plat sur
la paillasse et la saisir fermement des deux mains. Ensuite, lui imprimer un
mouvement giratoire décidé, six fois dans le sens des aiguilles d'une montre et six fois
en sens inverse. Aprés cetie opération, ie mélange sérum-Ag devrait se séparer dans

chaque cupule sur toute la surface du fond.

Dés que le mélange sérum-Ag a été réalisé, placer les plaques sur agitaicur a
mouvement de va et vient pour les plagues a surface plane ou & mouvement giratoire
pour les plaques HA, puis mettre Ia machine en marche pendant exactement quaire

minutes.

Lire les résultats dés la fin de la période d'agitation de quatre minutes. Avec des

plaques 4 surfaces planes, on pourra considérer le résuitat comme positifs en présence



d'une agglutination quelque soit, ou au contraire ndgatif en Yabsence de toute
agglutination. Avec des plaques HA, il sera possible d'effectuer une évaluation plus
approfondie en se fondant sur les critéres suivants, chiffrés de 0 4 3 croix (3+):

0 = absence d'agglutination, pas d'anneau bordant la cupule, mélange de couleur rose
uniforme.

1 = agglutination & peine perceptible et /ou apparition d'une trace d'anneau bordant la
cupule.

2 = apparition dune fine agglutination et d'un anncau nettement formé; iéger
éclaircissement de mélange.

3 = agglutination massive et net éclaircissement du mélange.

Ce n'est que par 1'observation de nombreux sérums connus présentant une réaction négative, et
de quelques autres présentant une réaction faiblement positive, que l'on apprendra a

reconnaitre les anneaux avant une valeur significative pour ce test.

Interprétation des résultats (fest sur plagues HA):

L'interprétation des résultats dépend de Vobjectif poursuivi. En effet, ce test peut étre
viilisé comme épreuve de dépistage systématique (chez les bovins), de contrble final {chez fes
porcins) ou de diagnostic de présomption {chez d'auntres espéces}).

Epreuve de dépistage systématigue. On doit considérer tout degré de positivitd, c'est-a-
dire toute réaction allant de I+ & 3+ comme un €lément de suspicion, nécessitent un nouveau
contrdle de Péchantifion de sérum gqui sera soumis 4 Pépreuve de fixation de compiément (FC)
a titre de test définitif,

Epreuve de contrdle final. La présence dune nette agglutination indigue gue la
réaction est positive. Lorsque f'on constate sur les plaques HA une réaction a 1+ résuitant de
la présence d'une trace d'anneau sans agglutination visible, il convient de considérer le résultat

comme doutenx.

Positil "85 Négatifl

f.a photo ci-dessus monire & droife un sérum
négatif (pas agglutination} et & gauche un
sérum positif (agglutination} {10}
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