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Résumeé

Les cytokines sont les principales substances glycoprotéiques qui orchestrent les réponses
immunitaires en tant que médiateurs entre les cellules afin d’éliminer les agents pathogénes.

L’étude présente a été réalisé sur 38 patients atteints d’une infection a Brucella et a pour but
principal le dosage de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a afin d’évaluer son taux avant et
apres traitement et de le comparer avec celui de 10 individus sains, tout en essayant de trouver
une relation entre le taux de TNF-a et le taux des anticorps présents dans le sérum des
patients.

Les résultats ont montré que les taux de TNF-o étaient significativement élevés chez les
patients atteints d’infection a Brucella par rapport aux témoins. Par ailleurs, on n’a trouvé
aucune différence statistiguement significative entre les taux de TNF-a chez les hommes et
les femmes de notre groupe de patients ni entre les taux de TNF-a et les différentes tranches
d’ages. D’autre part, les taux de TNF-a corrélent avec ceux des anticorps sériques anti-
Brucella (IgA, IgM et IgG). Nos résultats ont montré que le TNF-a est impliqué dans la
brucellose.

Nos résultats correspondent avec plusieurs travaux dans ce domaine ou il a été suggeré que les
taux élevés de TNF-a sont associés aux caractéristiques médiatrices pro-inflammatoires de
cette cytokine.

Toutefois, une autre étude avec un nombre plus élevé de patients et de témoins doit étre
effectuée afin de renforcer les données de la présente étude, il est aussi bien de développé
d’autres recherches en liaison avec les profil cytokiniques pour mieux comprendre
I’établissement des réponses immunes et d’essayer de tirer de cela un vaccin contre la
brucellose dans le but de diminuer les dégats causés par cette derniere.

Mots clés :

TNF-a , cytokine pro-inflammatoire, Brucellose, dosage, anticorps, immunité.



Abstract

Cytokines are the main glycoprotein substances that orchestrate immune responses as
mediators between cells to eliminate pathogens.

The present study has been carried out on 38 patients with Brucella infection and the primary
goal was to evaluate the levels of the proinflammatory cytokine TNF-a in order to compare it
before and after treatment, also with those of 10 healthy individuals, while trying to find a
relationship between the level of TNF-a and the level of antibodies present in the serum of the
patients.

The results showed that TNF-a levels were significantly elevated in patients with Brucella
infection compared to controls. In addition, no statistically significant difference was found
between TNF-a levels in males and females in our patient group, and between TNF-a levels
and different age groups. On the other hand, the levels of TNF-a correlate with those of serum
anti-Brucella antibodies (IgA, IgM and 1gG). Our results showed that TNF-a is involved in
brucellosis.

Our results are consistent with several studies where it has been suggested that high levels of
TNF-a are associated with the pro-inflammatory mediating characteristics of this cytokine.

However, another study with a higher number of patients and controls must be performed in
order to strengthen the data of this study, it is also well to develop other research in
connection with cytokine profiles to better understand the establishment of the immune
responses and try to get a vaccine against brucellosis in order to reduce the damage caused by
brucellosis.

Key words :

TNF-a, pro-inflammatory cytokines, brucellosis, antibodies, immunity
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Liste des abréviations

PRR: Pattern Recognition Receptor

TLR: TollLikeReceptor

NLR: NodLikeReceptor

CLR: C-typeLectinReceptor

PAMPS: Pathogen Associated Molecular Patterns
TNF: Tumor Necrosis Factor

IL:Interleukine

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
CXCL8: CXC Chimokin Ligand 8

MCP-1: Monocyte ChimoattractantProtein
CRD :Cystein Rich Domain

TNFR: Tumor Necrosis Factor Receptor
Mem-TNF: Tumor Necrosis FactorMembranaire
STNF: Tumor Necrosis Factor Soluble

TACE: TNFa Converting Enzyme

NK: Natural Killer

DD: Death Domain

NF-xB: nuclear factor-kappa B

Ig: Immunoglobuline

ARNmM: Acide Ribo-Nucléique Messager
CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité
PNN: Polynucléaires neutrophiles

IFNy : Interféron Gamma

CD: Cluster de Differenciation

Th: Lymphocytes T Helper

LPS: Lipopolysaccharides

ADN: Acide Désoxyribonucléique

GMP: Guanine Mono-phosphate

PCR : Polymérase Chain Reaction

TMP-SM : TriméthoprimeSulfaméthoxazole
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INTRODUCTION

122ans apres son apparition en Algérie, la brucellose pose toujours un probléeme de santé
publique et fait partie de la liste des maladies a déclaration obligatoire.

La fievre de Malte est causée par un pathogéne intracellulaire facultatif qui peut résider a
I’intérieur des cellules phagocytaires de I’hote, et qui est doté d’un pouvoir de résistance
contre les mécanismes basiques de défenses antibactériennes (Young et al., 1985).

Chez le model murin, I’infection a Brucella stimule une réponse immunitaire & médiation
cellulaire de type 1 (Thl), ce qui aboutit a I’¢limination de 1’organisme bactérien. Le
développement de ce type de réponse repose sur le contréle des cytokines majeurs tels que :
Tumor necrosis factor alpha (TNFa) (Dornand et al., 2002) qui d’un c6té a une action anti
bactériennecontre Brucella et de I’autre agit comme un co-stimulateur dans la production
d’une autre cytokine de la voie Thl, qui est ’'IFNy. (Zhan et al., 1996).

Plusieurs études ont rapporté que le taux d’IFNy est significativement élevé lors d’une
infection a Brucella (Ahmed et al., 1999 ; Giambartolomei et al., 2002) mais on a peu
d’informations concernant celui du TNFa.

Il est connu que dans certain cas clinique, la détermination des taux de cytokines peut
contribuer au pronostic, traitement et au suivie de la maladie.

Vu que les études sur les taux des cytokines inflammatoires lors d’une brucellose sont
limitées, nous avons décidé de mener une étude qui a pour but principal d’évaluer le taux de
la cytokine pro-inflammatoire TNFa chez les patients atteints d’une infection a Brucella avant
et apres traitement et secondaire de comparer son taux avec celui des individus sains, et d’un
autre coté essayer de trouver une relation entre ce dernier et le taux anticorps sérologiques
sécrete lors de la réponse contre la bactérie.
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I- Systeme immunitaire impliqué dans la réponse anti-infectieuse

Nous survivons parce que nous avons acquis pendant divers années d’évolution un systéme
de défense assez coriace pour nous permettre de lutter contre les agents pathogeénes qu’on
rencontre tous les jours. Bactéries soient-ils, virus, champignons ou parasites, notre systéme
immunitaire recrute une armada de cellules capables de reconnaitre le pathogene en question
et I’éradiquer avant qu’il nuise a I’organisme. La réponse immunitaire est ainsi rapide et
hautement spécifique.

Par convention on a divisé I’ensemble de ces mécanismes de défense en : Immunité innée et
immunité adaptative.

1-2-1- Immunité innée

C’est une réponse immunitaire spontanée non spécifique, qui permet I’¢élimination de 1’agent
pathogéne sans grosse dépense énergétique. Elle représente la premiére barriere de protection
de I’héte et est médiée par les cellules phagocytaires telles que les cellules dendritiques PNN
et les macrophages qui patrouillent dans la peau et les muqueuses pour former une barriere
cutanéomuqueuse.

L’immunité innée n’est pas dénuée de toute spécificité de reconnaissance puisque les cellules
recrutées possedent des PRR (Pattern Recognition Receptor) y compris les TLR, NLR, et
CLR qui reconnaissent -sur la paroi de I’agent infectieux- des motifs invariants appelés
PAMPS (Pathogen Associated Aolecular Patterns) (Janot L, 2009).

1-1- L’inflammation

Suite a un traumatisme (physique, chimique ou causé par un agent pathogene) les cellules
infectées ou lésées libérent des molécules qui servent de signaux d’alerte, certaines
contribuent a la vasodilatation (Histamine, prostaglandine, bradykinine) et 1’augmentation de
I’apport sanguin ce qui provoque l’apparition de la rougeur et de la chaleur, d’autres
augmentent la perméabilité des capillaires et entrainent une sensation douloureuse, formant
ainsi des signes symptomatologiques de I’inflammation.

1-1-1- Les cytokines pro-inflammatoires

Durant I’'inflammation, des cytokines et chimiokines sont produites sur le site de ’infection,
et ont différents effets sur I’organisme. Les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF
(Tumor Necrosis Factor) et I'IL-1 (interleukine 1) augmentent localement 1’activité
microbicide des cellules phagocytaires. Ces mémes cytokines participent a la coagulation
(Bevilacqua et al., 1986). Et activent la production de protéines vasodilatatrices comme le
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) par les cellules endothéliales (Bates et Harper,
2002).

Elles stimulent également la production des chimiokines CXCL8 et MCP-1 (Monocyte
Chimoattractant Protein) par les cellules épithéliales et endothéliales afin d’attirer les
neutrophiles et macrophages sur le site de 1’inflammation (Giraudo et al., 1998).

De méme I’activation des cellules endothéliales stimule I’expression des molécules
d’adhésion a la surface des leucocytes et permet d’initier la diapédese (Pardi et al., 1992 ;
Ley et al., 2007). Ces cytokines peuvent avoir par ailleurs des effets systémiques sur
I’organisme. En effet, il a ét¢ montré que la production de I’IL-1 est augmenté par ’effet de
d’IL-6 sur I’hypothalamus antérieur, zone du cerveau régulant la température de notre corps,
provoquant ainsi la fievre (Klir et al., 1993).
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1-1-2- TNFo médiateur inflammatoire

La découverte du TNF est marquée par toute une série d’observations et d’expériences
réalisées depuis une centaine d’années le tableau suivant les résume brievement :

Tableau I : Historique des expériences des découvertes du TNF
Anneée Travaux réalisés Référence
Bruns observe que les patients atteints de tumeurs montrent
1868  une régression de ces dernieres suite a une infection (Aggarwal, 2003)
bactérienne.
1944  Shear et al. Ont confirmés les observations de Bruns. (Shear et al., 1943).

Elizabeth Carswell montre qu’une substance présente dans le

1975  sérum des souris infectées par le Bacille de Calmette Guérin  (Carswell et al., 1975)
(BCQG) et les LPS (Lipopolysaccharides) permet d’induire la
nécrose de la tumeur et la nomme TNF.
La séquence d’acides aminés du TNF humain est déterminée (Aggarwal et al., 1984)

1984 et la protéine est purifié¢e a partir d’une lignée (Pennicaetal., 1984)
lymphoblastoide. (Aggarwal et al., 1985)
Beutler et al. Travaillaient sur une molécule qui correspond

1985 au TNF, c’est la cachexine, une protéine associée aux (Beutler etal., 1985)
infections parasitaires permettant 1’inhibition de la protéine
lipase.

1986  L’équipe de Takeda identifient le T-Différentiation-factor (Takeda et al., 1986)
(une molécule qui correspond au TNF).

D’autres protéines homologues au TNF ont par la suite été découvertes et composent la
superfamille du TNF. On distingue actuellement 19 molécules différentes parmi lesquelles on
retrouve les lymphotoxines a et § ou encore le FAS ligand (Smith et al., 1994 ; Yonehara et
al., 1989) . Ces 19 ligands initient leur réponse cellulaire grace a 29 récepteurs appartenant a
la superfamille des récepteurs du TNF (TNFR) qui se caractérisent par un domaine riche en
cystéine (CRD) dans la portion extracellulaire (Locksley et al., 2001).

Le TNF se retrouve dans I’organisme sous deux formes, 1’'une membranaire (TNF-MDb) et
I’autre soluble (sTNF). Le TNF est synthétis€¢ en premier lieu sous la forme d’une protéine
transmembranaire de type Il de 26 KDa. Elle est ensuite clivée par la métalloprotéinase TACE
(TNFa Converting Enzyme) en une forme sécrétée de 17KDa (Black, R. A, 2002 ; Gearing
etal., 1994).

Le TNFa est produit par un grand nombre de cellules, immunitaires ou non, telles que les
macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes T et B, les cellules Natural killer
(NK), les fibroblastes ou les neurones (Vassalli, 1992 ; Zhou et al., 1995 ; Ware et al.,
1992). Le sTNF et le TNF-Mb interagissent via les récepteurs TFNR1 et TNFR2 (TNF
Receptor 1 ou p55 ou TNF Receptor 2 ou p75) afin d’exercer leurs effets biologiques (Chan
et al., 2000) et peuvent tous les deux se lier a ces deux récepteurs mais il semble que la forme
soluble se lie préférentiellement au TNFRL1 et la forme membranaire plutot au TNFR2 (Grell
et al.,, 1998 ; Ksontini et al., 1998 ; Grell, 1995). Par ailleurs, TNFR1 et TNFR2 sont
¢galement solubles afin d’inhiber I’action du sTNF et TNF-Mb (Tracey et al., 2008)
(figurel).
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Figure 1 : Effets biologiques du TNFa et interaction avec ses récepteurs

La stimulation d'une cellule productrice de TNFa (en haut) entraine une expression du Mb-TNF a la surface
cellulaire et son clivage par les TACE afin de libérer le STNF. Le Mb-TNF et le STNF peuvent se lier a la
surface cellulaire TNFR1 ou TNFR2 sur une cellule réceptrice de TNFa (en bas), en déclenchant des voies de
signalisation qui conduisent & I'apoptose ou a l'activation de la voie NF-«xB et a [l'activation des génes
inflammatoires. L'induction de I'apoptose par le STNF via TNFR1 implique I'internalisation du récepteur du
ligand et I'association des domaines de mort (DD) avec les protéines adaptatrices dans la queue cytoplasmique
du TNFR1 et qui est normalement bloqué par I'enzyme de conversion de I'lL-1R de type FADD (FLICE). La
signalisation inverse peut étre initiée par une liaison antagoniste de TNFR2 ou TNF au Mb-TNF, entrainant
["apoptose ou une suppression des cytokines. Les récepteurs de TNFa solubles (STNFR1 et STNFR2) peuvent
étre libérés a partir d'une cellule sensible au TNFa apreés clivage enzymatique (Tracey et al., 2008).
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Les travaux de Allie et al. Sur des souris Knock In n’exprimant que le TNF-Mb ont permis
de montrer que ces animaux résistent partiellement a I’infection par Mycobacterium
tuberculosis (Allie et al., 2008 ; Fremond et al., 2005). De méme ces souris ont une réponse
immunitaire normale contre I’infection par Leishmania major, ce qui n’est pas le cas des
souris TNF-/- (Allenbach et al., 2008).

Le TNF joue un role important dans 1’homéostasie du systéme immunitaire avec le bon
développement et la maintenance des organes lymphoides (Gommerman et al., 2003)
(Hehlgans et Pfeffer 2005) Les souris déficientes en TNF ou TNFR1 montrent d’ailleurs une
défaillance partielle dans la formation des follicules de cellules B (Pasparakis et al., 1997).
Le TNF permet I’expression des chimiokines nécessaires au recrutement des leucocytes dans
les tissus inflammés (Sedgwick et al., 2000), et permet la formation de granulomes par les
macrophages et les cellules T lors des infections par Mycobacterium tuberculosis ou Brucella
spp (Flynn et al., 1995 ; Rothe et al., 1993).

La plupart des travaux étudient les effets du TNF sans faire de distinction entre le s-TNF et le
TNF-Mb. Plusieurs équipes ont cependant montre que le TNF-Mb est impliqueé lui aussi dans
la cytotoxicité, I’activation des cellules B ou I’induction d’IL-10 par les monocytes (Grell et
al., 1998 ; Aversa et al., 1993 ; Decker et al., 1987) ,mais il peut aussi induire un retro signal
grace a un motif caséine kinase, ce qui supprime la production de cytokines ou induit
I’apoptose de la cellule exprimant le TNF-Mb (Eissner et al., 2000 ; Eissner et al., 2004)
(figure-1).

Le TNF agit normalement a faible concentration sur le site de 1’inflammation mais il arrive
parfois que le systeme ne soit pas régulé normalement. En effet, une concentration trop
importante peut conduire au développement d’une pathologie plus sévere comme 1’arthrite
rhumatoide ou le TNF devient une cible thérapeutique importante (Brennan et al., 1989)
Ainsi, les souris transgéniques exprimant des quantités importantes de TNF développent
spontanément une arthrite cliniquement et histologiquement similaire a I’arthrite rhumatoide
(Keffer et al., 1991).

Le TNF semble donc avoir un réle important dans la cascade d’événements conduisant au
développement de I’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn ou encore le psoriasis. L’effet
du TNF est amplifié par ’induction rapide des autres cytokines comme I’IL-1p ou I’'IL-6
(Feldmann et Maini, 2003).

Le traitement actuel de ces maladies repose sur I’administration d’anti-TNF avec 1’infliximab,
I’etanercept, ’adalimumab, le certolizumab pegol ; le golimumab. Tous, sauf I’etanercept qui
correspond au TNFR2 fusionné a un fragment Fc d’une IgGl, sont des anticorps dirigés
contre le TNF (Figure-2). Le thalidomie constitue quant a lui un autre traitement induisant la
dégradation rapide de I’ARN messager et aboutit a 1’inhibition de la production de TNF
(Moreira et al., 1993 ; Galustian et al., 2004). Tous ces traitements supprimant les effets du
s-TNF et TNF-Mb sont efficaces mais ont pour effet d’augmenter les risques de maladies
opportunistes comme la brucellose ou la tuberculose (Scheinfeld, 2004 ; Wallis et al., 2004).

11 faut noter aussi qu’une libération excessive de cytokines peut conduire au choc septique. Le
choc septique est caractérisé par une fiévre trés élevée, un collapsus cardio-vasculaire, une
coagulation intra-vasculaire massive et des nécroses hémorragiques aboutissant a un état de
défaillance multiviscérale et fonctionnelle d’organe vitaux et a la mort.
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Figure2 : Structure des principaux antagonistes du TNF utilisés dans les traitements anti-
TNF. Tous sont des anticorps a 1’exception de 1’étanercept qui est une protéine de fusion
d’une portion de TNFR2 humain avec la partie Fc d’une IgG1 humaine (Tracey, 2008)

I-2- Immunité adaptative

L'immunité adaptative ou acquise est apparue il y a environ 500 millions d'années chez les
premiers vertébrés. Contrairement a I’immunité innée qui reconnait des groupes de
pathogenes par le biais de molécules conservées chez tout individu et a travers plusieurs
espéces, I’'immunité adaptative reconnait des structures antigéniques spécifiques par des
lymphocytes B ou T dotées de récepteurs spécifiques, ce qui entraine leur prolifération et leur
différenciation. Mais cette distinction entre immunité innée et adaptative est un peu
caricaturale car il existe en réalité des voies de passage entre ces deux types dimmunité. Les
lymphocytes B reconnaissent les épitopes dans leur forme native et aboutissent a 1’apparition
d’une réaction humorale, alors que les lymphocytes T reconnaissent les épitopes sous forme
de peptides et a condition qu'ils soient présentés par des molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) et aboutissent a I’apparition d’une réaction a médiation cellulaire
(J.L.Pellerin, 2008).

Au cours de leur fabrication dans les organes lymphoides primaires (moelle osseuse et
thymus) la majeure partie des cellules de I'immunité adaptative reconnaissant des antigénes du
soi sont éliminées, c’est pourquoi ce type de réponse est basé sur une distinction trés fine
entre le soi et le non-soi. Les organes lymphoides secondaire quant a eux (ganglions
lymphatiques, rate, tissus lymphoides associé aux muqueuses) constituent le milieu du
rencontre entre les lymphocytes naifs et I’antigéne, on parle ainsi d’une réponse primaire, la
réponse secondaire se produit lors d’expositions ultérieures avec le méme antigéne. Cette
réponse est plus rapide, plus ample et plus durable, donc plus importante et plus efficace pour
¢liminer ’antigéne. La réponse secondaire résulte de 1’activation des lymphocytes mémoires.
Ces cellules qui ont une longue durée de vie ont été induites lors de la réponse primaire. La
mémoire permet d’optimiser la capacité du systéme immunitaire a combattre les infections
persistantes et récurrentes.
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1-3- Réponse immunitaire antibactérienne

Les bactéries se comportent dans I'organisme de I'n6te infecté comme des éléments étrangers
a ses constituants, dotés de propriétés de parasitisme capables de se développer a ses dépens
et produisant des effets pathologiques par leur prolifération ou par l'intermédiaire de
substances qu'elles synthétisent. La pathogénicité des bactéries est un parametre qualitatif
concernant la formation de Iésions et leur nature. La virulence des bactéries peut se définir
étre la mesure quantitative de la pathogénicité, elle est donc liée soit a la prolifération des
bactéries, soit a l'intensité de libération de substances pathogenes telles que les toxines.
(A.Aarnink, 2013)

Le passage de 1’état d'infection a celui de maladie infectieuse implique un déséquilibre dans
les relations entre I'nbte et les bactéries qui I'environnent au sein d'un méme écosysteme,
parfois méme couvrant ses surfaces éepithéliales (flores bactériennes de la peau, du tube
digestif, des voies aériennes supérieures...).

Le processus infectieux se déroule donc de diverse facon, selon les bactéries et selon les
compétences immunitaires de I'hote.

I-3-1- Réponses immunitaires contre des bactéries @ multiplication extracellulaire

Les bactéries a multiplication extracellulaire peuvent échapper a la phagocytose grace a des
structures d'enveloppe de la cellule bactérienne (capsules, enveloppes protéiques), ou bien, au
contraire, elles ne peuvent subsister que dans les espaces extracellulaires parce qu'elles ne
résistent pas a la bactéricidie intra-cytoplasmique des cellules phagocytaires. (J.L.Pellerin,
2008).

Le contact d’une cellule avec une surface bactérienne déclenche I’activation des voies alternes
et des lectines du complément qui sont des effecteurs de I'immunité innée, cette activation
conduit & la formation du complexe d’attaque membranaire ce qui provoque une lyse de la
paroi des bactéries. De plus, les anaphylatoxines C3a et C5a augmentent la perméabilité
vasculaire et stimulent la dégranulation des mastocytes et donc attire les polynucléaires
neutrophiles ainsi que le C3b qui est un dérivé de la protéine C3 du complément et qui joue
un role majeur dans la stimulation de la phagocytose tout en provoquant 1’opsonisation des
bactéries gram positif et négatif en se déposant a leur surface et en se liant aux récepteurs
correspondant présents sur les PNN (CR1, CR3) (Lakomy.D.2013)

Les monocytes/macrophages interviennent dans un deuxiéme temps en assurant 1’élimination
des polynucléaires apoptotiques et des débris cellulaires ou bactériens. La réponse
immunitaire humorale étant la principale réponse immunitaire adaptative protectrice contre
les bactéries & multiplication extracellulaire, vient en aide a la phagocytose apres sa mise en
place grace a la production de I’IFN-y par les lymphocytes CD4 Thl, ce qui induit d’un coté
I’activation des macrophages et donc la stimulation de la destruction des bactéries et de
I’autre la production des anticorps par les lymphocytes B. Les anticorps vont alors neutraliser
les toxines bactériennes, empécher la liaison des bactéries aux muqueuses et épithéliums et
aider les cellules phagocytaires a effectuer leur processus de phagocytose et ainsi il y’aura
diminution de I’invasion bactérienne (Lakomy.D.2013).
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I-1-2- Réponses immunitaires contre des bactéries & multiplication intracellulaire

Les bactéries a multiplication intracellulaire telles que les mycobactéries, Listeria,
Salmonella, Brucella, Yersinia, Rickettsia...etc. sont capables de persister ou méme de se
répliquer dans le cytoplasme des cellules phagocytaires apres avoir été phagocytées par les
macrophages en inhibant les mécanismes tueurs des macrophages. Les mecanismes de
défense contre ces bactéries dépendent essentiellement des lymphocytes T CD4+ de type Thl.
L’IL-12 produite par les cellules présentatrices d’antigénes permet la différenciation des Th
naifs en Thl qui sécrétent de 1’IL-2, de 'IFNy et du TNFa ce qui augmente la capacité
bactéricide des macrophages. Et donc les T CD4+ sont impliqués de fagon prédominante dans
I’élimination des pathogénes a multiplication intracellulaire et notamment intra-
macrophagique.

L’activation du systeme immunitaire par des bactéries a multiplication intracellulaire induit
des réponses Thl comme elle induit des réponses Th2 mais & un moindre degré ce qui
diminue les manifestations inflammatoires potentiellement déléteres liées aux secrétions des
Th1 et donc diminue la protection conféré par ces derniers. Les lymphocytes T CD8+ jouent
un réle dans 1’éradication de pathogénes a multiplication intracellulaire tels que Brucella
abortus. (Oliveira et al., 2015).

Dans le cas d’infection a bactéries intracellulaires I’immunité humorale joue aussi bien son
role dans I’élimination de ces bactéries. Tout d’abord, a la phase initiale de 1’infection les
anticorps peuvent bloquer la liaison des bactéries aux cellules et donc protegent les cellules de
I’infection et augmentent la phagocytose des bactéries et ainsi leur destruction, ils peuvent
aussi prévenir la transmission des bactéries d’une cellule a une autre cellule adjacente non
infectée. Les lymphocytes B peuvent internaliser via leurs immunoglobulines de membrane
les pathogénes a multiplication intracellulaire et participer ainsi a une présentation
particulierement efficace de ces antigenes aux lymphocytes T CD4+. (Oliveira et al., 2015).

I1- La brucellose

La brucellose, encore appelée fievre de Malte, fievre ondulante méditerranéenne ou
mélitococcie est une zoonose due a une bactérie de gram négatif du genre Brucella. Elle a pu
paraitre d’abord a la région méditerranéenne mais a réussi a atteindre le centre et le sud de
I’Amérique, le subcontinent indien, la péninsule arabique, et le moyen orient. (Hasanjani
Roushan et al. 2015)

La brucellose animale a un impact tres lourd sur I’économie, car elle cause différentes pertes
dans les élevages : avortement, mortalité, stérilité des adultes, et perte de lait et de viande.
Celle de I’homme n’est pas moins grave non plus car elle pose un probléme aussi bien
économique que médical du fait des arréts de travail occasionnés et des indemnités percues
comme maladie professionnelle.

Pour les animaux ainsi que pour les humains, la brucellose est une maladie a déclaration
obligatoire et fait I’objet d’une surveillance nationale.

11-1- Découverte et description de Brucella spp.

Les premiers travaux sur la brucellose remontent au XIX Ssiecle, le tableau suivant les
résume par ordre chronologique :
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Tableau 11 : Ordres chronologique des principaux travaux sur la brucellose depuis le XIX

Année
1859

1863
1887
1896
1897

1905
1914

1917

1918

1920

1922

1953

1966

1994

2003

siecle.

Types de travaux
Identification claire de la brucellose par les médecins
militaires anglais dont AJ. Marston sur I’ile de Malte.
Premiere description clinique publiée par Martson sous le
nom de fievre méditerranéenne.
Sir David Bruce a isolé 1’agent de la maladie et I’appela
Micrococcus melitensis.

Bang a isolé le Bacillus abortus bovis au Danemark
Wright a découvert que le sérum des malades agglutinait
micrococcus melitensis et a mis au point la réaction
d’agglutination au sérodiagnostic de Wright.
Zammit a défini le role épidémiologique de la chévre.
Traum a isolé Bacillus abortus suis responsable de
I’avortement des truies aux Etats unis.

Alice Evans, bactériologiste américain, établie la relation
entre Micrococcus melitensis et Brucella abortus et
propose la création du genre Brucella (et des especes
Brucella melitensis et Brucella abortus) en ’honneur des
travaux de Bruce.

Alice Evans a démontré la parenté de Bacillus abortus
bovis et Bacillus abortus suis.

Meyer et Shaw les ont regroupés dans le genre Brucella (en

hommage a Bruce).

Barnet a découvert I’intradermoréaction a la mélitine.
La premicére isolation de I’espeéce Brucella ovis des
moutons.

Carmichael reconnait I’espece Brucella canis comme un
agent d’avortements chez la chienne de race Beagle.

Un cas d’avortement chez un dauphin en captivité lié¢ a
une infection par des
Brucella différentes des espéces précédemment
caractérisées, est rapporté en Californie.
Publication d’un premier rapport sur I’infection humaine
par Brucella spp. associé a un mammifere marin

Référence

(Benhabyles, 1999)

(Buddle, 1956)

(Carmichael et al.,
1967)

(Ross et al., 1994)

(Sohn et al. 2003)

En Algerie, les premiéres descriptions ont été faites en 1895 par Cochez, et en 1899 par

Legrain.

Brucella appartient a la famille des parvobactériceae. Elle a une forme coccobacille ou
batonnet court (0,5-0,7/um de large sur 0,6-1,5/um de long) aux bords droits ou légérement
convexes et aux extrémités arrondies, immobile, flagellée et 8 GRAM négatif, ne produisant
pas de capsules, ni de spores. Elle est aérobie et possede un métabolisme respiratoire qui lui

est propre.

Les bactéries se présentent individuellement, plus rarement en paires, en chaines courtes ou en
petites grappes. Sa croissance est lente mais est optimale a une température entre 20° et 40 °C,
un pH neutre de 6.6 et 7.4 et une pression osmotique entre 2 et 6 atmospheres.
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La culture de Brucella permet de distinguer deux colonies :

Tableau I11 : Types des deux colonies de la bactérie Brucella et les caractéristiques de
chacune (Benhabyles, 1999)
Colonies Caractéristiques

- Obtenue par culture sur milieu solide.
- Contient un antigéne de surface de
LPS [LPS.S] qui porte des sites
Colonies lisses (S) antigénique A et B.
- L’antigéne A prédomine dans certains
biotypes de Brucella abortus, et
I’antigéne M dans Brucella melitensis.
- Obtenues par culture prolongée en
milieu liquide a partir des colonies
lisses.
- Le typage précis ne peut étre réalisé
que s’il s’agit de colonies lisses : les
Colonies rugueuse (R) mutants R obtenus a partir des
Brucella S perdent le LPS.S qui est
remplacé par un LPS.R. commun a
toutes les espéces de Brucella sous
forme R.
- Brucella ovis et canis n’ont pas
d’antigeéne A et M, mais ils possedent
I’antigéne R.

Actuellement on utilise la lyse des phages et le métabolisme oxydatif comme méthode de base
pour identifier les espéces de Brucella, et les méthodes conventionnelles (besoin en CO2, la
production d’H2S, les affinités tinctoriales et les épreuves d'agglutination avec les antisérums
mono spécifiques) pour la différenciation des biotypes. Sur ce on a pu identifier 10 especes :
Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis, Brucella neotomae, Brucella ovis,
Brucella canis Brucella ceti, Brucella inopinata, Brucella microti et Brucella pinnipedialis.

Les données de la biologie moléculaire actuelle remettent en cause le découpage du genre
Brucella en 6 especes distinctes, car il existe une seule espéce (Brucella melitensis) si on se
base sur le test d’homologie d’ADN. Les autres especes constituent un groupe d’hybridation
ADN-ADN remarquablement homogeéne, ce sont ainsi des biovars au sein de Brucella
melitensis (Godfroid et al.,2005).
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Tableau 1V: Les différentes espéces de Brucella et leur répartition géographique (Maurin,

2005)
Espéce Biotype Répartition geographique
B.abortus la6et9 ubiquitaire
B.melitensis l1a3 Bassin méditerranéeen et
moyen orient
B.suis let3 Ameérique, Asie, Océanie
B.suis 2 Europe centrale et occidentale
B.suis 4 Amérique du nord et Russie
B.suis 5 Russie
B.canis - Ubiquitaire
B.ovis - Bassin méditerranéen
B.neotomae - Utah (USA)

Toutes les espéces de Brucella ont un réservoir exclusivement animal, il est constitué par les
animaux infectés, spécialement le bétail élevé par I’homme (bovins, petits ruminants...etc.),
mais elles peuvent survivre longtemps hors de I’organisme animal :

- Dans le sol humide, dans le fumier répandu dans la terre, de 70 a 80 jours.

- Dans la poussiére, de 15 a 40 jours selon I’humidité ambiante, pour Brucella melitensis.

- Dans I’eau douce a 25°C plusieurs semaines.

- Dans la laine emmagasinée dans des entrepbts pendant 110 jours, pour Brucella abortus.
Concernant les substances d’origine animale (on parle ici des bovins) elle peut survivre :

- 30 jours dans les urines.

- 75 jours dans les avortons.

- 120 jours dans les déjections et plus de 200 jours dans les exsudats utérins.

Quoique l’infection soit rarement acquise a partir de 1’environnement, 1’importance
épidémiologique des facteurs du milieu ne doit pas étre sous-estimée et cette résistance des
Brucella dans le milieu extérieur facilite leur dissémination et ainsi la contamination des
autres animaux et de ’homme. Ce dernier peut étre contaminé par deux voies différentes :

a) Contamination par voie cutanéo-mugueuse :

C’est la principale voie de contamination, elle se fait & travers les excoriations de la peau
des mains, au niveau des muqueuses buccales ou nasales, des conjonctives, ou par les mains
souillées. Le risque d’infection est particuliérement élevé lorsque 1’on assiste les animaux au
cours de la mise bas ou de I’avortement ou en cas de décollement manuel du placenta. La
contamination par inhalation est également incriminée (Phillipon A., 2004 ; C.Richard et M.
Kordjian, 1992).

b) Contamination par voie digestive : 25%

- L’infection se fait au travers des muqueuses digestives supérieures notamment a
travers la muqueuse bucco-pharyngée (Phillipon A., 2004 ; C.Richard et M.
Kordjian, 1992) elle est due essentiellement a la consommation de :

- Lelait cru qui est le principal produit alimentaire vecteur de Brucella, par contre une
fois bouilli ou pasteurisé il ne présente aucun danger.

11




RAPPEL BIBLIOGRAPHIQUE

Les fromages sous forme de pate molle fabriquée a base de lait de chevre ou brebis :

La bactérie peut y survivre jusqu’a 3 mois.
- Les viandes congelées, consommées cru ou peu cuites.
Les légumes frais cultivés dans un terrain enrichi par des fumiers provenant d’étables

ou de bergeries infectées.

Plusieurs especes peuvent contaminer I’homme, toutefois le degré de gravité est variable
selon les espéces considérees :

Tableau V: Les hotes spécifiques pour chaque espéce de Brucella et leur degré de
pathogénicité pour I’lhomme (Hoover et Friedlander, 1997)

Héte Niveau de pathogénicité

Espéces
pour I’homme

Habituellement pathogéne pour
Brucella melitensis les moutons et les chevres mais Haute
peut infecter les bovins et
I'nomme.
Habituellement pathogéne pour
les bovins ou elle est la cause
d'avortement; elle peut également
Brucella abortus infecter d'autres espéces dont les Intermédiaire
moutons,
Les chévres, les chameaux, les
yaks, les buffles, les chevaux, les
chiens et I'homme.

Habituellement pathogéne pour
les porcs a I'exception du biotype
Brucella suis 4 qui est normalement pathogene Variable
pour les rennes. Peut aussi infecter
d'autres espéces dont les liévres,
les rongeurs, les chiens et
I'hnomme.
Elle apparait chez le mulot des
régions désertiques de I'Ouest des
Brucella neotomae Etats-Unis d'Amérique. Les Aucune
infections naturelles sont
inconnues chez les autres espéces.
Pathogéne pour les moutons,
cause d'épididymite chez
Brucella ovis Les béliers et d'avortement chez Aucune
les brebis.
Les infections naturelles sont
inconnues chez d'autres espéces.

Pathogene pour les chiens,
Brucella canis causant de I'épididymo-orchite
chez le male ainsi que
I'avortement et la métrite chez
la femelle. Peut étre transmise
a I'nomme.

Intermédiaire

12
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Du fait de la contamination possible par aérosol, Brucella est considérée et listée par le Center
of Disease Control (CDC) comme un agent du bioterrorisme de la liste B, les agents de
seconde priorité. B. suis fut méme la premiére arme biologique développée par les Etats-Unis
dans les années 1950-1960 avant que le programme ne soit abandonné en 1969 (Degos,
2014).

11-2-Manifestations cliniques de la brucellose et population a risque

La période d’incubation de la bactérie dure en moyenne deux semaines, elle correspond a la
phase locorégionale durant laquelle les Brucella apres pénétration dans 1’organisme migrent
vers les relais ganglionnaires ou elles se multiplient. A partir du ganglion, il y a dissémination
du germe par voie sanguine (phase septicémique) et localisation ultérieure dans le systeme
réticuloendothélial (ganglions, rate, foie, moelle osseuse), constituant des foyers infectieux
intracellulaires associés a une importante réaction inflammatoire lymphocytaire (Lisgaris,
2005).

La brucellose est caractérisée par son polymorphisme clinique souvent trompeur, les formes
frustes ou inapparentes sont trés fréquentes, on distingue cliniquement les formes
septicémiques, focalisées et chronique :

Forme septicémique D N
(Brucellose aigue): Brucellose focalisée: Brucellose chronique:

* Fievre: classiquement « La phase septicémique * Elle peut apparaitre
ondulante mais peut entrainer la des mois ou des
pouvant revetir formation de foyers années aprés I'épisode
d'autres aspects et secondaires. initial et alors meme
surtout d'intensité « Les formes les plus que la phase aigue est
variable. fréquentes sont passée inapercue.

« Sueur surtout I'orchite, les « Les lésions chroniques
nocturnes ayant une localisations peuvnet etre diverse.

odeur de paille pourrie

ou aigrelette.
 Douleurs fugaces,

variables, de siége

ostéoarticulaires. « L'asthénie profonde

* Les formes les plus
graves sont les formes
neuro-méningeées et

psychique, physique et
sexuelle est le signe
majeur, on parle alors

I'endocardite
brucellienne.

difficilie a préciser
souvent 0sseuses
musculaires ou
articulaires.

de "patraquerie”.

Diagramme | : Les trois formes de la brucellose et leurs caractéristiques (Lisgaris, 2005).

Les personnes vivantes dans les exploitations infectées sont exposées, notamment ceux en
contact directe avec les animaux comme les trayeurs, berger...etc. Les vétérinaires paient aussi
un lourd tribut a la maladie. Les employés d’abattoirs, de I’industrie alimentaire des viandes
et de laits, les bouchers sont également exposés. C’est donc une maladie professionnelle. La
contamination peut aussi se produire en manipulant la bactérie aux laboratoires, et une
infection peut étre attrapée suite a une transfusion de sang prélevé en période d’incubation.

11-3- Physiopathologie de la brucellose

La capacité de Brucella a établir une infection chronique suggére 1’existence d’un facteur de
virulence a effets immuno-modulatoires capable de modifier la réponse immunitaire de 1’hote
(Juan M. et al., 2014).
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L’infection par Brucella abortus est en relation directe avec la production des cytokines pro-
inflammatoires, c¢’est pourquoi la stratégie de Brucella a établir une infection chronique se
base sur sa capacité d’éviter la mise en place d’une réponse protectrice de type 1.

Toute fois les mécanismes de pathogénicité de Brucella ne sont pas encore totalement connus
mais les études suggerent qu’apres passage des barrieres épithéliales, les organismes sont
rapidement ingérés par les cellules phagocytaires (neutrophiles et macrophages) (Juan M. et
al., 2014).

Le principal facteur de virulence des espéces de Brucella est le lipopolysaccharide (LPS) de
leur paroi cellulaire, il existe & la fois des formes << S >> lisses (B.melitensis, B.abortus,
B.suis) et << R >> rugueuses (B.canis). Ces derniéres présentent des souches possédant des LPS
rugueux ayant beaucoup moins de virulence chez ’humain. Aprés opsonisation et ingestion
par les cellules phagocytaires, les bactéries sont capables de survivre et de se multiplier a
I’intérieur des phagosomes. Ceci est rendu possible par la production de dérivés azotés,
d’adénine et de guanine mono phosphate (GMP), qui inhibent la fusion du phagosome et du
lysosome, D’activité oxydative ainsi que la production de facteur de nécrose tumorale
correspondant au systeme bactéricide (Hoover et Friedlander, 1997).

11-4- Epidémiologie de la brucellose en Algérie

Ce sont surtout les wilayas d'élevage de caprins qui notifient les incidences les plus élevées
notamment celles des Hauts plateaux et du sud.
Durant la période allant de 1984 a 1990 on a remarqué une éclosion d’une importante
épidémie de brucellose a Ghardaia avec plus de 600 cas due a Brucella mélitensis suite a la
consommation de fromage frais de chévre. D’autre région ont été touchées ; Tlemcen et Sétif
(N.Benhabyles, 1999 ; N.Benhabyles, 1992).
En 2000, la wilaya de Sidi Bel Abbés semble la plus touchée, le marché de bétail le plus
important de toute la région s'y trouve.
En 2003: L'incidence de la brucellose est de 8,79 cas / 100.000 habitants.
En 2004: L'incidence de la brucellose est en légere hausse avec 10,99 cas pour 100.000
habitants.
En 2005 : L'incidence de la brucellose a plus que doublé durant I'année: elle varie de 10,99 en
2004 a 24,71 cas pour 100.000 habitants.
Le maximum des cas est observé entre le mois de mars et aolt avec des incidences qui
oscillent entre 2,02 et 4,28 cas pour 100.000 habitants. Durant cette période, on totalise 81 %
des cas déclarés durant I'année 2005.
Une étude sérologique entre 1994 et 2003 a montré 19.03% de sérums positifs :

Tableau VI : Résultats par année des sérums positifs (H.Senouci, K.Rahal 2004)

Année Négatifs Total Positifs % des positifs
1994 75 96 21 21.87
1995 75 87 12 13.79
1996 56 62 6 9.67
1997 114 127 13 10.23
1998 129 135 6 4.44
1999 54 56 2 3.57
2000 196 292 96 32.87
2001 210 256 46 17.96
2002 290 380 90 23.68
2003 209 248 39 15.72
Total 1408 1739 331 19.03
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Les wilayas qui observent les taux régionaux les plus élevées sont les wilayas d'élevage:
Tébessa (246,67), M'Sila (245 ,67), Laghouat (191,41), Khenchela (180,48), Biskra (109,47),
Saida (94,12), Nadma (79,42) et Djelfa (66 ,33). (Service épidéemiologique CHU Tlemcen,
2010)

Les figures ci-dessous représentent le taux d’incendie dans ces huit wilayas :

35

30

25

20

15

10

==@==|ncendie

Figure 3 : Répartition mensuelle moyenne des cas de la Brucellose dans huit wilayas
d’Algérie (Service épidémiologique CHU Tlemcen, 2010)

= Homme = Femme

Figure 4 : Répartition des cas selon le sexe (Service épidémiologique CHU Tlemcen,
2010)
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Figure 5 : Nombre de cas de la brucellose selon les mois pendant la décennie 2001-2010
(Service épidémiologique CHU Tlemcen, 2010)
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Figure 6 : Nombre de cas selon le sexe pendant la décennie 2001-2010 (Service
épidémiologique CHU Tlemcen, 2010)

11-5- Mise en place de la réponse immunitaire de I’hote contre Brucella spp.

Les défenses spécifiques de 1’hote contre Brucella sont similaires a celles engagées
contre les autres bactéries intracellulaires et mettent en jeu deux types de mécanisme
immunitaire : une médiation humorale (mettant en jeu les anticorps) et une médiation

cellulaire.

Le rble de I'immunit¢é a médiation humorale : 1’administration passive d’anticorps
directement au contact du LPS a montré une réduction du nombre de Brucella survivant dans
le foie et la rate de souris expérimentales, indiquant le réle des anticorps dans la protection.
Cependant, le principal mécanisme de défense contre Brucella est basé sur la réponse la

médiation cellulaire.
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Le role de la médiation cellulaire : il a été montré qu’aprés avoir phagocyté Brucella, les
macrophages présentaient les antigénes de la bactérie aux lymphocytes T qui produisent alors
des lymphokines. Ces agents (dont D’interféron, acteur principal dans le cas d’infection a
Brucella) activent les anciens macrophages inefficaces et leur donnent un potentiel
bactéricide. Les lymphokines dérivées des lymphocytes T attirent alors d’autres cellules sur le
lieu de I’infection. Ceci conduit a la formation de granulomes.

Simultanément, d’autres cellules phagocytaires actives sont amenées sur le site de I’infection.
Cette réponse inflammatoire est induite par les lymphocytes T qui produisent des
cytokines, des facteurs de colonie stimulants, des facteurs de nécrose tumorale et
d’interleukine. (Alton et Forsyth, 2005)

Suite aux réactions de 1’héte, les 1ésions des tissus ou granulomes provoqués par les especes
de Brucella chez I’homme, sont composés de cellules épithéliales, de leucocytes
polymorphonucléaires, de lymphocytes et de quelques cellules géantes. En cas d’infection
avec B. melitensis ces granulomes sont particulierement petits, bien que la toxicité
associée a cette espéce soit forte. Il n’y a généralement pas de nécroses ni de formation
d’abceés, excepté dans le cas de B.suis. L’hypersensibilit¢é rapidement développée par
I’homme au contact des antigénes de Brucella suggére que la plupart des symptémes de la
brucellose humaine résultent de la réaction des défenses de 1’hdte. (Alton, Forsyth,
2005)

La sensibilité de la bactérie Brucella a la réponse a médiation cellulaire differe selon les
espéces considérées, B. abortus étant facilement élliminée contrairement a B.melitensis qui
est rarement affectée. La lyse par le sérum (médiation humorale, activation du systeme du
compliment par les anticorps) peut se produire, méme en 1’absence d’anticorps
d’agglutination avec, la encore, une plus grande sensibilit¢ de B.abortus par rapport a
B.melitensis. Les différences entre les types de LPS, la sensibilité a la lyse par le sérum et a la
médiation cellulaire peuvent expliquer les différences de pathogénicité des especes chez les
humains.

Si elle n’est pas tuée par les mécanismes bactéricides a I’intérieur du phagosome, la
bactérie détruit son hote cellulaire et infecte d’autres cellules. Brucella peut aussi se
répliquer extracellulairement dans les tissus de I’hote. (Hoover et Friedlander, 1997)
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111- Diagnostic

Le diagnostic repose sur différents types d’investigations, sérologiques et bactériologiques :

|
L’immunofluorescence . . . - .
indirecte (IF1): ‘ La technique ELISA: ‘ Test bacteriologique: ‘

Les anticorps présents dans
le sérum a tester se fixent
sur l'antigéne particulaire et
leur fixation est révélée par
un anticorps anti-
immunoglobuline humaine
couplé a wun marqueur
fluorescent.

Elle a pour but de
déterminer le taux des IgG,
IgA et IgM. Les anticorps
spécifiques aux antigenes
de la  bactérie les
reconnaissent et forment un
couple Ag-Ac qui grace a
une activité enzymatique

donne  une  coloration
détectable par
spectrophotométre

C'est le diagnostic direct, il
consiste en l'isolement de
de la bactérie. Il peut se
faire & partir d’un
préléevement sanguin (pour
la forme septicémique) ou
ganglionnaire ou du liquide
céphalo-rachidien ou
articulaire (pour la formes
localisée.) sur hémoculture.

L’épreuve de

I'antigéne tamponné
ou EAT:

Il s’agit d’une réaction
simple et  spécifique
d'agglutination rapide sur
lame en milieu acide
utilisant une suspension de
Brucella inactivées
colorées par le Rose
Bengale. Elle met en
évidence les
immunoglobulines G

Le serodiagnostic de
wright SAW:

«Clest une réaction
d’agglutination en tubes
qui met en présence des
Brucella et le sérum de
I’individu a diagnostiquer.
Il y a agglutination si les
anticorps anti-Brucella sont
présents dans le sérum.
Cette réaction met en
évidence les anticorps G et
M.

L’intradermo-
réaction a la

melitine (IDR): :

»La mélitine est un filtrat de

culture de B. melitensis. Il
est injecté en intradermique
0,1ml a la face antérieure
de ’avant-bras. La lecture
se fait aprés 24 a 48 heures.
En cas de maladie, une
réaction  positive  qui
consiste en une réaction
érythémateuse et un
oedeme local sont
observés..

Diagramme 11 : Les types de test pour diagnostiquer la brucellose. (M.Gassin et

A.L.Courtieu, 1978)
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L’utilité des méthodes diagnostiques en fonction du stade de la maladie ainsi que la cinétique
de I’évolution des anticorps sont décrits en annexe.

L’application des techniques de biologie moléculaire a permis le clonage et la caractérisation
de plusieurs génes codant pour des génes de la membrane externe des Brucella. D’autre part,
la technique de la PCR (Polymerase Chain Reaction) permet I’identification de I’ADN des
Brucella. Il sera bientdt possible d’étendre ces travaux pour améliorer le diagnostic.

1VV- Traitement

Le traitement mis en ceuvre consiste a contréler les symptomes du patient aussi vite que
possible pour prévenir toute complication ou rechute (Lisgaris, 2005). La thérapie est basée
sur I’usage d’antibiotiques, mais le choix des molécules a utiliser est encore discuté. Selon
I’OMS, le traitement de référence est basé sur 1’utilisation de doses de rifampicine et de
doxycycline. Pour les enfants de moins de 8 ans le traitement de choix comprend 1’usage de
rifampicine associée a du triméthoprime-sulfaméthoxazole (TMP-SM). Toutefois, 1’utilisation
de streptomycine en intramusculaire et de tétracycline en prise orale semble limiter les
rechutes. D’autres combinaisons sont par ailleurs envisageables. Les tableaux suivants
indiquent les traitements a suivre dans les différents cas pouvant se présenter :

Tableau VII : Recommandation pour le traitement et la prophylaxie post-exposition a
Brucella chez I’adulte et la femme enceinte (Bossi et al., 2004)

Adultes, Femmes enceintes
Il est préconisé, si c'est possible, d'arréter I'allaitement

Seconde intention

Traitements

Cas cliniques suspectés ou
confirmés

Prophylaxie post-
exposition (3—-6
semaines)

Premiére intention

- Doxycycline: 100 mg IV

x2/j avec relais par 100 mg x
2/ per os.

et

-Rifampicine: 10-15

mg/kg/jour en 1 ou 2 prises,
avec relais par 600-900 mg
per 0s X 1/j

ou

- Gentamicine: 3-5 mg/kg
IV x 1/j ou 1,5-2,5 mg/kg X
2/j (max. 2 semaines)

ou

-Streptomycine: 1 g IM x 1
ou 2/j (max. 2 semaines)

- Doxycycline: 100 mg per
0s X 2/j

et

- Rifampicine: 600-900 mg
per os X 1/j

Premiére intention en cours
de grossesse

-Triméthoprime (6-
8mg/kg/jour)
+ sulfaméthoxazole

(40mg/kg/jour) IV en 1 ou 2
prises, relais par
Triméthoprime (6-8
mg/kg/jour) +
sulfaméthoxazole

(40 mg/kg/jour) per os en 1
ou 2 prises

et

- Rifampicine: 10-15
mg/kg/jour en 1 ou 2 prises,
relais par 600-900 mg per 0s
x 1/j

- Non recommandé
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Tableau VII1 : Recommandation pour le traitement et la prophylaxie post-exposition a
Brucella chez I’enfant (Bossi et al., 2004)

Enfants
Traitements Premiere intention si >8ans Seconde intention si <
8ans
- Doxycycline: - Triméthoprime
. > 45 Kg: idem adultes (6-8 mg/kg/jour) +
. <45 kg: 2,2 mg/kg IV x2/j, sulfameéthoxazole
relais par 2,2 mg/kg per os x2/j (30-40 mg/kg/jour) 1V en 2
et prises, relais par
- Rifampicine: 10 -15 mg/kg/jour = Triméthoprime (6-8
Cas cliniques en 1 ou 2 prises, relais mg/kg/jour) +
suspectés ou confirmés par 10-15 mg/kg per os en 1 ou 2 sulfaméthoxazole
prises par jour (30-40 mg/kg/jour) per o0s
ou en 1 ou 2 prises
- Gentamicine: 1-2,5 mg/kg IV x et
3/j (max. 2 semaines) - Rifampicine:  10-15
ou mg/kg/jour en 1 ou 2 prises,
- Streptomycine: 15 mg/kg IM x  relais par 10-15 mg/kg per
1 ou 2/j (max. 2 g/j et 0s en 1 ou 2 prises par jour
max. 2 semaines)
- Doxycycline : Triméthoprime
Prophylaxie post- . > 45 Kg: idem adultes 6-8 mg/kg/jour) +
exposition (3-6 . <45 kg: 2,2 mg/kg per 0s x2/j sulfaméthoxazole
semaines) et (30-40 mg/kg/jour) per os
- Rifampicine: 10-15 mg/kg per en 1 ou 2 prises.
0s en 1 ou 2 prises par jour et

- Rifampicine:  10-15
mg/kg per os en 1 ou 2
prises par jour.

La stratégie de lutte actuelle est basée sur la prophylaxie sanitaire (abattage des animaux
infectés) mais celle-ci rencontre des difficultés pour son application du fait d’une absence de
législation réglementant les indemnisations d’abattage. La vaccination préventive des
animaux n’est pas introduite en Algérie bien que largement utilisée dans d’autres pays de la
Méditerranée (N.Benhabyles.1999).

La prévention de la brucellose doit s’appuyer sur 1’éducation sanitaire aussi bien pour les
personnes exposées que pour la population générale. Une vaccination préventive des
personnes exposees peut etre envisagée pour certaines catégories (véterinaire, employés des
abattoirs...etc.) Celle- ci ne peut étre effectuee que chez les sujets non atteints a Brucella
(N.Benhabyles. 1999).
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Dans le cadre du projet de fin d’étude pour obtention d’un master II, nous avons réalisé une
étude de type cas témoin, traitant le dosage de la cytokine pro-inflammatoire TNF-a.
L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le taux de TNFa chez les patients atteints
d’une infection a Brucella avant et aprés traitement, et secondairement comparer son taux
avec celui des individus sains, et d’un autre coté essayer de trouver une relation entre ce
dernier et le taux anticorps sérologiques sécrété lors de la réponse contre la bacteérie.

L’¢étude a été faite au sein du service d’immunologie cellulaire de I’'IPA Dely Brahim en
collaboration avec le service de Bactériologie médicale, sur une période de 07 mois allant du
janvier jusqu’au juillet 2017.

Matériel

Caractéristiques démographiques des sujets malades

La population étudiée comporte 38 patients atteints d’une brucellose, dont la tranche d’age
varie de 03 a 78 ans. Ces derniers provenaient de différentes wilayas (Alger, Sétif, Blida,
M’Sila, Tipaza, Batna, Ghardaia, Adrar et Tizi Ouzou), la période de collecte s’est étalée
entre décembre 2016 au juillet 2017.

Caractéristiques démographiques des sujets sains

Une deuxiéme population témoin comportant 10 individus dont 5 femmes et 5 hommes qui
étaient en bonne santé et ne représentaient aucun signe d’infection ou de maladie était choisie
comme groupe contréle. Les 10 individus font partie du personnel du laboratoire du service
d’immunologie cellulaire de I’'IPA Dely Brahim

Tableau IX : Caractéristiques démographiques des patients et des sujets sains

Patients a brucellose

Contrdle (sujet sains)

Nombre 38 10
Age (moy+MES) 35.4 +4.80 26.8 £12
Age extrémes (ans) [3-78] [23-32]
Sexe ratio (H : F) 1.23 1

Le diagnostic de la brucellose a été posé par un test serologique consistant en la détection des
anticorps anti-brucella de type IgA, 1gG et IgM par technique IFI ainsi que le test EAT et
SAW au niveau du service de bactériologie.

Aprés confirmation d’atteinte de brucellose, un prélevement de sang veineux a été effectué
chez tous les sujets (patients et contréle) sur tube sec pour dosage de la cytokine TNFa par

technique immuno-enzymatique type ELISA.
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Méthodes
11-1- DAS ELISA

La technique utilisée pour doser la cytokine TNFa est une technique ELISA sandwich
indirect utilisant le systeme biotine-streptavidine, appeléé DASELISA (Double Antibody
Sandwich Enzyme Linked Immuno Sorbant Assay).

I1-1-1- Principe

L'utilisation de la DAS ELISA nécessite de posséder 2 anticorps monoclonaux reconnaissant
des épitopes différents sur l'antigene.

La premiéere étape consiste a fixer sur le support, I'anticorps de capture. On incube la solution
pendant un temps précis selon le protocole suivi, puis on effectue un lavage.
Lors de la deuxiéme étape, on dépose I'échantillon possédant I'antigene a identifier qu'on
laisse incuber pendant X  temps, puis on effectue un lavage.
Dans une troisieme étape, on fixe l'anticorps de détection marqué avec une enzyme sur
I'antigéne recherché. Pour cela, on dépose la solution d'anticorps dans les puits puis on incube
I'ensemble.La derniére étape, on dépose une solution révélatrice contenant le substrat pour
I'enzyme et on laisse incuber pendant quelques minutes. Le produit de réaction obtenu est
soluble et coloré. L'intensité de cette coloration peut étre mesurée a l'aide d'un photometre.

enzyme
enzyme biotine \ K

anticorps de détection

Antigéne recherche
streptavidine
anticorps de capture

DAS-ELISA avec révélation

; DAS-ELISA avec révélation
directe

indirecte par le systéme
biotine-streptavidine

Figure 7: Schéma montrant le principe de la DASELISA direct et indirect.

La sensibilité du test DAS-ELISA direct se situe entre 1 et 10 ng/ml. Cette sensibilité peut étre
augmentée par I'utilisation du systéme indirect du fait de la forte affinité entre la
streptavidine et la biotine.

La technique a éte établie avec le kit Human TNFo DuoSet® ELISA (Annexe)
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11-1-2 Produits reconstitués non fournis par le kit

PBS (Phosphate-buffered saline) ou (Tampon phosphate salin) :

Utilisé pour faire la dilution d’anticorps de capture ainsi que pour la préparation de la
solution de lavage et du réactif diluant.

Réactif diluant ou (reagent diluent) :

Utilisé pour la saturation des sites de fixation apres des anticorps de capture anti-TNF-
a humain, ainsi pour la préparation des différentes dilutions telles que les anticorps de
détection, la streptavidine et le standard du TNF-a humain.

Solution de lavage ou (wash buffer) :
Utilisé pour le lavage des puits de la microplaque afin d’éliminer les excés de chaque
réactifs apres I’incubation.

Tween 20 :
Utilisé dans le tampon de lavage afin d’éliminer les interactions non spécifiques des
anticorps.

La streptavidine ou (streptavidin-HRP pour HorsRadish Peroxidase) :

C’est une protéine conjuguée de maniére covalente a une enzyme de peroxydase de
raifort (HRP). La streptavidine se lie a la biotine et le HRP conjugué fournit une
activité enzymatique pour la détection en utilisant un systéme de substrat approprié.

La BSA (Bovin Serum Albumin) :
Utilisé comme constituant pour le réactif diluant et pour la saturation.

Le substrat tetramethylbenzidine ou (TMB substrate solution) :

C’est un chromogene utilisé comme révélateur de la peroxydase. Aprés action de la
peroxydase, le TMB prend une coloration bleue dont I'absorbance peut étre mesuree a
450 nm ou entre 540 et 570 nm, il est photosensible et doit étre gardé a ’abri de la
lumiére.

CH, CH, CHy CH;

CH 3 CH3 C Ha, CH;}
2,2'.5,5' Tetramethyl-benzidine
(TMB)
INCOLORE Couleur BLEVE

Figure 8: Structure chimique du tétramethyl-benzidine avant et aprés son action avec la

peroxydase (Bally et Gribnau, 1989).
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- Lasolution stop 2 NH2S04 :
La réaction de la peroxydase est arrétée par I'ajout d'acide chlorhydrique 2M ou
d'acide sulfurique 1M. Dans ce cas, le produit formé par le TMB sous l'action de la
peroxydase prend une couleur jaune que I'on peut mesurer a 450 nm.

- L’hypochlorite de sodium NaClO :
Pour la désinfection des paillasses.

Les différentes préparations des solutions et des dilutions sont détaillés dans les annexes.

11-1-3 Produits fournis par le kit

- L’anticorps de capture anti-TNF-o humain :
Qui ont pour utilité la reconnaissance des molécules de TNF-o humain. (Annexe 2.e).
- L’anticorps de détection anti-TNF-a humain :
Qui sont des anticorps conjugués a une enzyme qui convertit le substrat et ont la
capacite de se fixes sur les molécules de TNF-a humain. (Annexe 2.f).
- Lestandard du TNF-a humain (étalon) :
Le kit nous fournit un flacon d’une concentration de TNFa qu’on doit diluer afin
d’établir la courbe d’étalonnage pour I’extrapolation des résultats de la lecture de la
D.O ala fin du test. (Annexe 2.g ; Annexe 6.b)

Tous les réactifs sont conservé a -20°C comme recommandé et doivent étre ramené a
température ambiante (20-24°C) 15min avant 1’opération.

11-2 Prélevement

Chez des patients ayant une brucellose un prélévement de sang veineux sur tube sec a été
effectué, les échantillons de sang prélevés ont été immédiatement centrifugés a 4100
tours/minute pendant 10 minutes et des quantités de sérums de 200ul ont été collectés et mis
dans des eppendorfs puis maintenus a -80°C.

Figure 9: Centrifugation des échantillons a 4100tr/mn
pendant 10mn avec une centrifugeuse
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Figure 10: Tube sec contenant le sang d’un Figure 11: Transfert de 200l de sérum collecté
patient aprés centrifugation apres centrifugation dans des eppendorfs

R

Figure 12 : Eppendorfs contenants le sérum des patients atteints
d’infection a Brucella

11-3 Mode opératoire
Préparation de la microplaque

1- On fait un coating pour les puits avec 100ul de dilution d’anticorps de capture. On
scelle la microplague avec une bande adhésive et on la laisse incuber pendant une nuit
a température ambiante.

Le lendemain retourner la plaque par jet sec et on s’assure que chaque puits est vide.

2- On dépose dans chaque puits 400ul de solution de lavage, et on répéte 1’opération 2
fois de plus pour un total de 03 lavages.

3- Les puits sont ensuite saturés par 1’addition de 300ul de réactif, et on laisse incuber
une heure a température ambiante.

03 lavages sont effectués mentionnés dans 1’étape 2.
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Procédure du dosage

1- On dépose 100ul d’échantillon ainsi que les dilutions standards. On scelle la
microplague avec une bande adhésive et on incube pendant 2h a température
ambiante.

On effectue les 03 lavages.

2- On ajoute 100ul de dilution d’anticorps de détection, on couvre la microplaque avec
une nouvelle bande adhésive et on laisse incuber 2h a température ambiante.

On effectue les 03 lavages.

3- On ajoute 100ul de Streptavidine-HRP préalablement diluée a chaque puits. On scelle
la microplaque avec une nouvelle bande adhésive et on laisse incuber 20min a 1’abri
de la lumiere et a température ambiante.

On effectue les 03 lavages.

4- On ajoute 100ul du substrat a chaque puits, et on incube 20min a température
ambiante et a 1’abri de la lumiére.

Apres ’incubation le produit donne une couleur bleu dont I’intensité est proportionnelle
avec le taux des anticorps anti-TNF.

5- On ajoute 50l de la solution stop a chaque puits. La couleur du contenu vire vers le
jaune.

Immédiatement on passera a la lecture par spectrophotometre réglé a une longueur d’onde de
450 nm. Et on fait I’extrapolation sur la courbe établie a partir des dilutions des étalons.
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Step 1: Coat plate with
capture antibody

Step 3: Add
samples

Step 4: Add
biotinylated
antibody

Step 5: Add
streptavidin-
HRP

TMB substrate

and read plate

Figure 13 : Schéma illustrant la procédure de la DAS ELISA (Brendon et al., 2010)
(modifié)

11-4 Equipement, instruments, consommable

L’équipement, les instruments et le consommable utilisés dans la présente étude est
développé dans les annexes.

11-5 Etude statistique

Les résultats sont exprimeés en termes de moyennes + mesure d’erreur standard pour n

expériences indépendantes.
Les échantillons sont comparés avec les controles a I’aide du logiciel Sigmaplot v11,

SPSSv20 et excel par des épreuves non-paramétriques : 1’épreuve de Mann-Whitney pour
comparer deux échantillons entre eux (le taux de la cytokine chez les deux sexes) et I’épreuve
de Kruskal-Wallis pour comparer plus de deux échantillons (comparaison du taux de TNF-a
chez les différentes tranches d’age). Enfin une corrélation de Spearman est effectuée entre le
taux de TNFa et le taux des anticorps.
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Caractéristique épidemiologique de la population étudiée
a) Groupe des patients

La population étudiée est constituée de 38 patients atteints d’une brucellose, dont 17 sont des
femmes et 21 des hommes avec un sexe ratio H/F de 1.23. (Figurel5)

Figurel5 : Répartition de la population étudiée selon le sexe

Les tranches d’age se situent entre 03 et 78ans avec plus d’adultes que d’enfants, avec une
predomlnance de la tranche d’age de [31-40] ans. (Figurel6)
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Figure 16: Répartition de la population étudiée selon 1’age
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Pour la répartition géographique, les patients ont été triés selon leur wilaya d’origine. On
constate une prédominance de la wilaya d’Alger (41% de patients), suivie par la wilaya de
Blida (24%), Tizi-Ouzou (11%), Batna (8%) Sétif et M’sila avec (5%) et enfin Ghardaia et
Adrar (3%).

M Sétif mMTiziOuzou MW Blida MBatna MAlger EAdrar = M'Sila Ghardaia

PSP |
Figure 17: Répartition selon I’origine géographique de la population étudiée
b) Groupe contréle

Les 10 personnes choisies comme témoin provenaient du personnel du laboratoire du service
d’immunologie cellulaire de I’'TPA. Le groupe était constitué de 5 femmes et 5 hommes agés
de 23 a 30ans.

Il faut noter que tous les témoins étaient en bonne santé et ne présentaient aucun signe
d’infection ou de maladie.
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I1- Résultat sérologique

Les tests sérologiques (de type EAT, SAW et IFI) pour le diagnostic de la brucellose étaient
¢ffectués au niveau de I’unité de sérologie du laboratoire de bactériologie médicale. Les
résultats sont illustrés dans I’ Annexe.

L’interprétation de ces trois tests sérologiques nous a permis de classer les patients selon leur
stade de maladie, en se basant sur des tableaux d’interprétation et une courbe de seuil
sérologique. (Annexe 4.a). 92% des patients étaient en phase aigle et les 8% restant en phase
chronique.

m Aigue m Chronique
_______________________________________________________________________________ |

Figure 18 : Résultats d’interprétations des tests sérologiques des patients

I11-Etude du taux de TNFa

Le dosage de la cytokine a été établi par la technique ELISA. Une extrapolation a été faite sur
la courbe d’étalonnage établie selon la D.O des dilutions étalons. (Annexe4.b)

a) Groupe des patients

Les résultats du groupe des patients sont illustrés dans la figure 19. Tous les patients avaient
des taux élevé de TNFa. (les normes étant de 6,4 + 0,8pg/ml).

a) Groupe contréle

Tous les individus du groupe contrdle avaient des taux normaux. Figure 19
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Taux du TNFa pg/ml
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Figure 19 : Valeurs de TNFa des patients atteints de la brucellose ainsi que le groupe
controle

I11-1 Répartition et comparaison du taux de TNFa chez les patients:
a) Selon le sexe :

La comparaison du taux du TNFa selon le sexe des patients nous permis de constater qu’il n’y
a pas de différence significative (P > 0,001)

Tableau X : Moyennes des valeurs de TNF-a chez les deux sexes du groupe des patients

N =38
M (n=21) F (n=17)
Age 38.61+4.17 31.824+4.72
Taux de TNFa 160.65 +44.5 144.34+20.9
Taux de TNFa total 153.16+25.61

Afin de savoir si le taux du TNF-a est en relation avec le sexe. On a effectué une comparaison
entre ce dernier, chez les femmes et les hommes de notre groupe de patients atteints de
brucellose.

Le résultat a montré que la différence des valeurs médianes entre les deux groupes n’est pas
suffisamment élevé pour exclure la possibilité que la différence soit due a la variabilité
aléatoire de 1I’échantillonnage, et qu’il n’y a pas de différence statistiquement significative
entre les taux du TNF-a chez les deux sexes avec un (P = 0.542).

31




RESULTATS ET DISCUSSION

1200

1000 —

800 —

600 —

400 —

Taux du TNF-q,

200 —

Sexes

N M
/| F

Figure 20 : Comparaison entre les taux de TNF-a chez les deux sexes du groupe des patients
atteints d’une brucellose
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b) Selon I’age
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Figure 21 : Moyennes du taux de TNF-a selon 1’age

On constate des taux plus élevés chez les personnes agées de 31 a 40ans avec une moyenne de
195.63pg/ml suivis des deux tranches d’ages [41-50] et [61-70] ans avec 173.8pg/ml et 171pg/ml
respectivement. Concernant les classes restantes les taux sont les suivant : [0-10] : 145pg/ml [11-20] :
137.57pg/ml, [21-30] : 195,63pg/ml, [51-60] : 128.98pg/ml, et enfin [71-80] : 85pg/ml.

Nous avons voulu savoir si I’dge avait une influence sur le taux de TNFa. Donc on a effectué
une comparaison entre ces taux et les différents groupes d’age, le résultat a montré qu’il n’y a
pas de différence statistiguement significative entre ces derniers avec un (P = 0.633).
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Figure 22 : Comparaison entre les taux de TNF-a des différents groupes selon 1’age
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111-2 Comparaison des taux du TNF-a entre les patients et les témoins

En effectuant un test de comparaison des moyennes entre nos deux échantillons (le groupe de
patients et le groupe témoin), le résultat montre qu’il existe une différence statistiquement
significative avec un (P<0.001) et donc le taux de TNF-a chez les patients atteints d’une
brucellose est plus élevé que celui du groupe témoin.

1200

1000 —

800 —

600 —

400 —

Taux du TNF-a

200 —

Groupes de patients

I Groupe de patients atteints de brucellose
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Figure 23 : Comparaison entre les taux de TNF-a chez les patients atteints de brucellose et
les témoins.
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IV- Corrélation entre taux d’anticorps et taux de TNF-a

Selon la courbe de seuil de sérologie (Annexe 6.a) le taux des anticorps change selon la phase
de la maladie.

Afin de savoir si le taux de la protéine pro-inflammatoire TNF-a est aussi en relation avec
I’augmentation sérique du taux des anticorps anti-Brucella, on a effectué un test de corrélation
entre le taux de cette premiére (la cytokine TNF-a) et celui des anticorps IgA, 1gG et IgM.

Les résultats du test de corrélation montrent qu’il y a une faible corrélation entre les taux du
TNF-a et les taux des anticorps IgA, IgM et IgG.
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Figure 24 : Corrélation entre les taux du TNF-a et les taux des IgA.
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Figure 25 : Corrélation entre les taux du TNF-a et les taux des IgG.
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Figure 26 : Corrélation entre les taux du TNF-a et les taux des IgM.
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La réponse défensive de premier plan contre les agents pathogénes intracellulaires comme
Brucella spp. est I'immunité cellulaire (Doganay et Aygen, 2003 ; Pappas et al., 2005).
L'élimination de la brucellose est médiée par I'activation des macrophages, qui est a son tour,
induit par I'immunité & médiation cellulaire Th-1. Les cytokines libérées lors de cette phase de
stimulation jouent un réle trés important dans la pathogenése de la brucellose (Odbileg et al.,
2008).

L'induction de la réponse Th-1 par B. abortus a été démontrée a la fois in vivo et in vitro
(Vemulapalli et al., 2000 ; Zhan et Cheers, 1998) des expériences in vitro ont démontré que
B. abortus induit des monocytes humains et murins a sécréter des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a et I’'IL-1, ou le TNF-o est un co-stimulateur dans la
production de I'lFN-y (Zhan et al., 1996 ; Gorvel, J.P. et Moreno, E. 2002 ). Par ailleurs, il
a été démontré dans une autre étude que l'appauvrissement des cellules en TNF-a n'a pas
affecté la production précoce de I'lFN-y in vivo pendant l'infection par Listeria (Nakane et
al., 1992).

De nombreuses études ont suggérées que les macrophages infectés produisent des cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-a, IL-6, IL-12 (Zaitseva et al., 2001) , il a aussi été
démontré que le TNF-a est nécessaire pour l'afflux de phagocytes sur le site d'infection (Van
Furth et al., 1994), pour la formation de granulome (Kindler et al., 1989) et pour I'activation
des macrophages (Bancroft et al., 2016 ; Langermans et al., 1992). La formation de
granulomes localise les agents pathogenes et les expose a la phagocytose. L'injection
d'immunoglobuline G anti-TNF-a a eu un effet suppresseur dramatique sur le développement
de granulomes chez les patients atteints de tuberculose (Kindler et al., 1989).

Il a aussi été démontré que le TNF-a est nécessaire pour l'afflux de phagocytes sur le site
d'infection (Van Furth et al., 1994), pour la formation de granulome (Kindler et al., 1989) et
pour l'activation des macrophages (Bancroft et al., 1989 ; Langermans et al., 1992). La
formation de granulomes localise les agents pathogénes et les expose a la phagocytose.
L'injection d'immunoglobuline G anti-TNF-a a eu un effet suppresseur dramatique sur le
développement de granulomes chez les patients atteints de tuberculose (Kindler et al., 1989).

Le TNF-a améliore fortement l'activité bactéricide des phagocytes, 1’inhibition de sa
production par Brucella spp. est utilisée comme stratégie pour la survie intracellulaire de la
bactérie et I'établissement d'un parasitisme chronique (Caron et al., 1994), Dans des pratiques
clinique, une réactivation de la brucellose et des complications ont été signalées chez les
patients atteints de rhumatologie sous traitement biologique anti-TNF-o (Papagoras et al.,
2009) ce qui nous permet de déduire que la présence de cette cytokine est importante pour la
résistance contre 1’infection a Brucella spp.

Les resultats de notre étude ont montré que la cytokine TNF-o est impliquée dans la
brucellose aigue ainsi que chronique. Ce résultat correspond avec celui d’Akbulut et al. et
Demirdag et al. qui ont suggérés que ces niveaux élevés étaient associés a des caractéristiques
médiatrices pro-inflammatoires de cette cytokine et a l'augmentation des niveaux d'IFN-y
(Akbulut et al., 2007 ; Demirdag et al., 2003 ; Ahmed et al., 1999). Cependant, il a été
rapporté que lors de I'infection par un autre pathogene intracellulaire, M. tuberculosis, le taux
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d'IFN-y a chuté a la suite du traitement dans I'expectoration et le sérum, alors que le TNF-a a
diminué dans I'expectoration uniquement. Selon ces résultats, il a été suggeré que I'lFN-y et le
TNF-a pourraient étre des marqueurs montrant une activité des maladies causées par des
bactéries a multiplication intracellulaire (Ribeiro-Rodrigues et al., 2002).

Par ailleurs, il a été démontré dans une autre eétude que le TNF-a est nécessaire pour la
production d'IFN-y par des cellules NK in vitro (Van Furth et al., 1994), et que
I'appauvrissement des cellules en TNF-a n'a pas affecté la production précoce de I'l[FN-y in
vivo pendant I'infection par Listeria (Nakane et al., 1992).

Sur le plan épidémiologique la brucellose touche les deux sexes sans exeption, lors de notre
comparaison on n’a pas trouvé de différence entre I’atteinte des femmes et celle des hommes.
Le méme résultat a été trouvé par (A. Mailles et V. Vaillant) lors de leur étude sur la
brucellose en France.

En Iran par contre une étude menée par M.A. Al-Musawi en 2015 a montré que les hommes

étaient plus atteints que les femmes, car ils ont plus de contact avec les animaux de ferme que
ces derniéres et ont plus de chance a consommer de la nourriture contaminée.

De méme pour 1’age, la comparaison a montré qu’il n’y a pas de différence entre I’atteinte
des différentes tranches d’age, correspondant a une étude mené en Allemagne par Dahouk et
al., contrairement a (M.A Al-Musawi, 2015) qui a trouvé que la maladie touche beaucoup
plus les enfants et les adolescents : 43.1% entre 14 et 17ans, 31.1% antre 1let 13ans et 6.1%
entre 5 et 7ans. En Californie Al-Dewan et al. ont trouvé une prédominance des personnes
agées de 55 a 64 ans et Cekanac et al. une prédominance des personnes agées de 30 a 49 ans
cela est expliqué par le fait que la brucellose est considérée comme une maladie
professionnelle dans différents pays.

La comparaison entre les taux du TNFa a montré qu’il n’y a pas de différence entre les deux
sexes ni entre les différentes tranche d’age. Gon et al. ont mesuré le taux de cette cytokine
chez des sujets jeunes et agés atteints d’une pneumonie et ont trouvé que le taux de la protéine
diminuait plus I’dge on avance dans 1’age (Gon et al., 1996) De leur c6té Peterson et al. ont
dosé le TNFa chez des sujets sains (jeunes et 4gés) et n’ont trouvé aucune différence liée a
I’age dans sa production. (Peterson et al., 1994) Cette différence dans les résultats peut étre
due a I’état de santé des sujets étudiés comme a la technique de dosage utilisée.

Le dosage du TNFa aprés traitement n’a pas eu lieu, car il nous a été difficile de suivre les
patients en cours ou apres traitement cela est d au : la longue durée du traitement et la courte
durée de notre étude, les cas de brucellose augmente en période d’été (Shang et al.,2002) (Li
et al., 2004) c’est pourquoi la collecte de nos échantillons a atteint la trentaine en mois de
juillet. Le traitement antibiotique selon ’OMS et les recommandations algériennes dure en
moyenne 6 a 8 semaines. La deuxiéme cause étant la perte de contact avec les patients une
fois traité, ceux-ci n’ont pas les us de revenir pour un controle apres guérison.

En 2003 Demirdag et al. ont suivi un groupe de patients atteints de la brucellose aigue et ont
dosé différentes cytokines avant et apres traitement afin de savoir la relation de ces dernieres
avec les marqueurs immunitaires de I’inflammation. Leurs résultats ont montré que le TNFa
ainsi que I’IFNy diminuent significativement en taux, suggérant leur role dans la surveillance
de la maladie.
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En cas d’absence de traitement, la brucellose peut devenir chronique et persiste toute une vie
causant des desequilibre physiologique et des complications ostéo-articulaires.(Young et al.,
2008) La capacité de Brucella a établir une infection chronique suggére 1’existence d’un
facteur de virulence a effets immuno-modulatoires capable de modifier la réponse
immunitaire de 1’hote. (Juan M. et al., 2014) il s’agit du facteur PrpA (Proline Racemase
Protein). Ce dernier est sécrété lors de la infection, interagit avec NMMII-A des macrophages
et induit la sécrétion des facteurs de prolifération des LB in vitro (Sepra et al., 2006 ; Sepra
et al., 2013). Ce méme facteur virulent a son homologue chez Trypanosoma Cruzi et agit
comme inducteur de prolifération des LB indépendamment des LT (Reina-San-Martin et al.,
2000 ; Chamond et al., 2005).

11 est intéressant de noter suite aux résultats d’une étude que les cellules T de bovins, de souris
et de chameaux présentent un profil cytokinique similaire aprés une stimulation avec B.
abortus, suggérant une réponse immunitaire similaire dans ces trois espéces animales, ce qui
affirme les résultats sur les humains dans I'étude de I'immunité contre la brucellose. Cela
suggere que les réponses en cytokines de la voie Thl pourraient étre essentielles dans la lutte
contre les agents pathogeénes intracellulaires (Seder et al., 2000).

Juan M. et al. ont démontré que le facteur virulent PrpA est responsable de ’accroissement
du nombre des LB chez le model murin, in vivo ce méme facteur renforce la productiondes
immunoglobuline dirigées contre le pathogene Brucella, et que ces anticorps vont causer
I’infection des macrophages et par la suite les induire a sécréter plus de cytokines pro-
inflammatoire. Ce qui explique la corrélation trouvé entre les anticorps IgM, IgA et IgG et le
taux du TNF-a.
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CONCLUSION

La présente étude a été¢ concue dans le but de démontrer que lors d’une infection a brucella
qui est une bactérie a multiplication intracellulaire, les taux de la cytokine pro-inflammatoire
TNF-a chez des patients atteints d’une brucellose sont beaucoup plus élevés que la normale
par rapport aux individus témoins et que ces taux ne sont pas liés au sexe ou a I’age des
patients. Ainsi que pour comparer les taux du TNF-o chez les patients atteints d’infection a
brucella avant et apres traitement.

le TNF-o est induit par la stimulation des macrophages apres activation par des bactéries
(Ladel et al., 1997 ; Zhan et al., 1995). C’est une cytokine clé dans 1’activation des cellules
immunitaires (Bancroft et al., 1993), ceci indique que le TNF-a agit comme une épée a
double tranchant, contribuant a la fois a l'immunité et a I'immunopathologie et qu’il est
nécessaire pour la résistance contre ’infection a Brucella spp. et contre les réponses
immunitaires aux bactéries et aux parasites intracellulaires en général. Il est par contre
raisonnable de supposer que le développement optimal et le maintien d'une réponse
protectrice contre les infections reposent sur un équilibre de cytokines finement régulé, plutét
que sur le niveau d'une seule cytokine.

Sur la base de nos résultats et en cohérence avec d'autres études, nous concluons que les
infections & Brucella spp. induisent une forte sécrétion en TNF-a qui est une cytokine
principale de I’inflammation, et que ces taux sont plus élevés chez les patients atteints d’une
brucellose par rapport au groupe témoin, on a trouvé aussi que les taux du TNF-o ne sont pas
liés a I’age ou aux sexes des patients.

Nos résultats ont donc confirmé que le TNF-a est impliqué dans la pathophysiologie de la
brucellose et qu’il a une relation étroite avec l'activation inflammatoire de la maladie. Compte
tenu des résultats actuels, il est suggéré que le TNF-o peut étre utilisé pour surveiller la
brucellose. Bien que ce soit le premier rapport en Algérie dans ce domaine, d'autres études
avec un nombre plus élevé de cas devraient étre entreprises.
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Perspectives :
-Refaire I’étude avec un nombre plus élevé de patients et de témoins.
-Evaluation des taux du TNF-o avant et apres traitement.

-Dosage de plusieurs cytokines a la fois telles que I’'Il-12 et I'IFN-y afin de mieux comprendre
les mécanismes immunitaires impliqués lors d’infection a Brucella et de pouvoir contré cette
infection par un traitement ou un vaccin.

-Elargir le territoire d’extraction des échantillons tout en prenant le méme nombre de chaque
région avec des nombres équitables des deux sexes.

-Refaire le travail en effectuant une cryométrie en flux qui vise a évaluer le taux des
macrophages dans le sang périphérique des personnes infectés.

-Puisqu’il nous a été difficile d’avoir un groupe témoin ne présentant aucune maladie ou les
moindres symptomes d’inflammation mais présentant quand méme des taux trés élevés en
TNF-a on suggere de refaire le travail tout en dosant le TNF-a chez des personnes saines et de
prévoir la cause d’augmentation des taux de cette cytokine pro-inflammatoire et pro-tumorale
chez des personnes saines afin de prévenir contre 1’apparition des cancers chez la population
algérienne.
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Résultats des tests serologiques
Dosage des anticorps IgA, IgM et 1gG par IFI
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Figure 1: Résultats du dosage des anticorps par IFI chez les patients.
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Figure 2 : Résultat de I’épreuve a I’antigéne tamponné EAT



b- Séroagglutination de Wright
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Figure 3 : Résultat de la séroagglutination de Wright



1. Photographique

a. Lessérums des patients

Figure 1 : A : Eppendorfs contenant les sérums des patients atteInts ae Bruceliose algue ; B : aeuxieme
portoir contenant des eppendorfs rempli de serums des patients atteints de brucellose aigue.

b. La pese des constituants chimiques du PBS

Figure 2 : prise de 0.2g de KCI.



c. L’agitation du PBS

Figure 3 : incorporation des constituants chimiques du PBS dans de I’eau distillée a I’aide d’un
agitateur.

d. Mesure du PH du PBS

Figure 4 : La mesure du PH du PBS a I’aide d’un PH-métre d’ou un PH de 7.2 a été ajusté en ajoutant
du NaOH.



e. Les constituants en poudre du PBS

Figure 5 : Constituants chimiques du PBS, A : NaCl ; B : Na2HPOs ; C : KH2PO4 ; D : KCI.

f. Lavage de la microplague

Figure 6 : Procédure de lavage de la microplaque d’ou I’élimination des excés de dépot.

g. Dépbt du substrat

Figure 7 : La coloration des puits en bleu aprés dép6t du substrat et incubation pendant 20 minutes.



h. Dépdt de la solution stop

Figure 8 : La coloration des puits en jaune apres dépot de la solution stop et incubation pendant 20
minutes.

i. Lecture des résultats

Figure 9 : La lecture des résultats des taux de TNF-a a I’aide d’un spectrophotomeétre a une
longueur d’onde de 450nm.



2. Produits chimiques

Les différentes préparations des solutions ont été faites selon le protocole propose avec le kit
Elisa que nous avons utilisé pour la réalisation de nos expériences.

a. Préparation du PBS

Figure 10 : La solution PBS.

b. réparation du réactif diluant

Etapes de préparation pour 1L de PBS

Dans un erlenmeyer on verse 1000ml d’eau
distillée et on rajoute 1.15 g/l de Na2HPO4, 0.204
g/l de KH2PO4, 0.2 g/l de KCl et 7.9 g/l de NaCl,
on met le mélange sur un agitateur et on laisse pour
environ Smn afin de bien les dissoudre, a I’aide
d’un PH-metre on mesure le PH et on I’ajuste en
utilisant du NaOH jusqu’a I’obtention d’un PH
neutre entre 7.2 et 7.4.

Etapes de préparation du réactif diluant

Le réactif diluant est fait & base de 1% de BSA dans
100ml de PBS et donc pour préparer 200ml de ce
dernier on prend 2ml de BSA et on la met dans un
pot de gaz contenant 198ml de PBS.

Figure 11 : Pot de gaz rempli de réactif diluant.




c. Préparation de la solution de lavage

Etapes de préparation de solution de lavage

Pour préparer la solution de lavage il faut 0.05% de
la solution tween dans 100ml de PBS et donc pour
avoir un volume de 360ml on met 180ul de la
solution tween dans une pissette rempli de 342mi
de PBS.

Figure 12 : pissette de solution de lavage.
d. Tween20

Utilisé dans le tampon de lavage afin d’¢éliminer les interactions non spécifiques des
anticorps.

e. BSA
Utilisé comme constituant pour le réactif diluant et pour la saturation.
f. Le substrat tetramethylbenzidine ou (TMB substrate solution) :

C’est un chromogene utilisé comme révélateur de la peroxydase. Aprés action de la
peroxydase, le TMB prend une coloration bleue dont I'absorbance peut étre mesurée a 450
nm ou entre 540 et 570 nm, il est photosensible et doit étre gardé a I’abri de la lumiere.

g. Lasolution stop 2 NH2SO4 :

La réaction de la peroxydase est arrétée par I'ajout d'acide chlorhydrique 2M ou d'acide
sulfurique 1M. Dans ce cas, le produit formé par le TMB sous l'action de la peroxydase
prend une couleur jaune que I'on peut mesurer a 450 nm.



Figure 13 : Produits non fournis par le kit a : tween 20 ; b : laBSA ; c : le substrat ; d : la
solution stop (laboratoire d’immunologie cellulaire IPA)

h. Dilution de la streptavidine

Figure 14 : A : Flacon de la streptavidine-HRP ; B : Transfert de la streptavidine pure
dans un tube contenant du réactif diluant et couvert avec du papier aluminium.



Etapes de dilution de la streptavidine-HRP

Pour avoir de la streptavidine préte a I’utilisation il faut
prendre 1ul de streptavidine pure pour 40ml de réactif diluant
et donc pour avoir un volume de 6000l on ajoute 150pl de
streptavidine pure a 5850pl de réactif diluant.

i. Dilution des anticorps de capture anti-TNF-a humain

Figure 15 : Eppendorf de 90ul d’anticorps de
capture anti-TNF-a-humain.

Etapes de dilution des anticorps de
capture anti-TNF-a humain

Afin d’avoir un volume de 60001
d’anticorps de capture anti-TNF-a humain
dilué on met 50ul d’anticorps de capture
dans un tube contenant 5950ul de PBS.

j. Dilution des anticorps de détection anti-TNF-o humain

Figure 16 : Eppendorf de 90ul d’anticorps de
détection anti-TNF-a-humain.

Etapes de dilution des anticorps de
détection anti-TNF-o humain

Pour préparer un volume de 6000pl
d’anticorps de détection dilué on met
100pl d’anticorps de détection dans un
tube contenant 5900ul de réactif diluant.




k. Dilution du standard de TNF-a humain

Figure 17 : A : Flacon du standard de TNF-o humain ; B : Tubes des différentes concentrations des
standards de TNF-a humain.

Etapes de dilution du standard de TNF-o humain

Tous les tubes doivent étre rempli de 500ul de réactif diluant a
part le premier tube dont on remplit avec 999.97ul de réactif
diluant et on ajoute 27*10°3 ul du standard de TNF-a humain,
on vortex le premier tube et on prend 500ul de ce dernier pour
la mettre dans le deuxiéme tube qui contient lui aussi 500ul de
réactif diluant on vortex et on refait les méme étapes avec les
cing tubes restants afin d’avoir une diminution de concentration
qui servira d’étalon pour notre expérience.




3. Equipements

a. Centrifugeuse BRAI4 (Jouan) : utilisé pour centrifugé le sang des patients afin de
séparés ses constituants et d’en extraire le sérum pour 1’analyser.

Figure 18 : La centrifugeuse dotée d’une capacité de 4100 tours/minutes.

b. Congélateur Jouan -80°C : utilisé pour la congélation immédiate des sérums afin de
conserver la cytokine TNF-a de notre étude.

Figure 19 : Congélateur a -80°C.



c. Balance KERN ABS220/4N : utilisée pour peser les constituants chimiques en
poudre. Une petite assiette en aluminium a été placée, ensuite la balance remis a zéro,
chaque constituant a été pesé individuellement.

Figure 20 : La balance dont la capacité maximale est de 220g.

d. PH-métre METTLER TOLEDO : utilisé pour mesurer le PH des solutions utilisés
pour nos expériences.

Figure 21 : Le PH-metre.



e. Fisherbrand ZX3 vortex mixer : utilisé pour vortexer les solutions mises dans des
tubes en verre lors des dilutions.

Figure 22 : Le vortex.

f. Agitateur Stuart : utilisé pour mélanger les solutions préparées pour avoir une
homogénéité et une incorporation des constituants solides dans le liquide.

Figure 23 : L’agitateur.



g. Lachambre Froide : utilisée pour la conservation du PBS.

Figure 24 : La chambre froide.

h. Réfrigérateur +4°C : utilisé pour la conservation du substrat-TMB, de la solution
stop et de la streptavidine-HRP.

Figure 25 : Le réfrigérateur +4°C.

i. Le spectrophotometre : utilisé pour mesurer 1’absorbance a 450nm qui est
proportionnelle & la concentration du TNF-o présent dans chaque puits.

Figure 26 : Le spectrophotometre.



4. Instruments

a. Laverrerie : Le Pot de gaz a été utilisé pour préparer le réactif diluant et le conserver
a +4°C dedans, I’erlenmeyer pour la préparation du PBS et pour sa conservation dans
la chambre froide. Tandis que les tubes étaient utilisés pour préparer les dilutions des
standards du TNF-a, la dilution de la streptavidine et pour les dilutions d’anticorps de
capture et de détection anti-TNF-a humain.

Figure 27 : A : le potde gaz ; B : I’erlenmeyer ; C : le tube.

b. Les eppendorfs : utilisé pour mettre le sérum des patients et le conserver dedans.

Figure 28 : Eppendorf.



c. Les micropipettes : utilisées pour le pipetage des différentes solutions de notre
expérience.

Figure 28 : A : micropipette eppendorf de 1000ul ; B : de droite a gauche micropipette eppendorf
de 100pl et de 20ul ; C : micropipette eppendorf de 200pl ; D : micropipette Fisherband de 10pl.

d. La pissette : utilisée pour la préparation et 1’usage de la solution lavage.

Figure 29 : La pissette de volume de 100ml.



5. Consommable

a. Les microplaques costar : pour quantifié le taux de TNF-a aprés la préparation de la
plaque par les différentes incubations (coating des anticorps de capture, dépot des

sérums, des standards, des anticorps de détection, de la streptavidine, du substrat et de
la solution stop).

w
ELA/RLA.
Plate

Figh Sinaing

Quantity:

e

Figure 30 : A : la microplaque couverte ; B : la microplaque sans couverture.

b. L’adhésif : utilisé pour couvrir la microplaque lors des incubations (avec les anticorps
de capture, des sérums, des anticorps de détection et de la streptavidine).

:

i

Figure 31 : I’application de 1’adhésif sur la microplaque pour une incubation.



c. Lesembouts eppendorf : utilisé afin d’assurer le pipetage des solutions.

Figure 32 : A : les embouts jaunes congu pour les micropipettes de 20ul, 100ul et 200ul ; B : les
embouts bleus congu pour la micropipette de 1000ul ; C : les embouts transparents pointus congu pour
la micropipette de 10pl.

d. Lesgants Latex :

Figure 33 : Les gants utilisés au laboratoire.



6. Graphique

a. Génétique d’évaluation des anticorps
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Figure 34 : Evolution schématique du titre des anticorps durant I’infection a Brucella.

b. Cinétique d’évolution des anticorps
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Figure 35 : Cinétique d’évolution des anticorps durant I’infection a Brucella



c. Courbe d’étalonnage

Figure 36 : Courbe d’étalonnage et d’extrapolation des valeurs de la D.O.
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OTHER MATERIALS &SOLUTIONS REQUIRED

Duchet Andllary Reagent Kit 2 (5 plates):

(R&D Systems Catalog# OO0 containing 96 well mic op lates, plate
3 lars, substrate solution, gop solution, plate coating buffer P BS,
wash buffer, and Reagent Diluent Concentrate 2.

The camponen ts listed above may be purchas edseparately:
S5 well microplates: RAD Systems Catalog # DY990).
HAate Sealers: RAD Systems Catalog # DY9ER2).

PBS: 137 i MaC|, 2.7 mid KCL &1 mbd MagHPC, 1.5 miviKH POy
pH72-74,02 profiltered RAD Systems Catalog# DYOOE).

Wash Bufee: 005% Tween® 20 in PBS, pH72-74
RAD S stems Catabg® Wa126).

ReagentDiluent: 1% BSA in PBS, pH72-74,02 pm filtened
(R&D Systems Catalog# 0Y995).
Quality of BSAis aritical (seeTechnical Hints).

Substrate Solution: 1:1 mixture of Color Reagent A (HO4) and Color
Reagent B (Tetramethy lbenziding) RE&D Systzms Catalog # D995y,

StopSdution: 2 N H,50 (R&D Systems, Catalog # DY99d.

PRECAUTIONS

Some compaonents in this kit contain ProC lin® which may caussan
allengic skin reaction. Avoid breathing rmist.

The Sop Solution suggested for use with this kit isanacid solution.

The Colar Reagent B suggested for usewith this kit may cause skin
aye, and respitory irtation. Avoid breathing fumes,

Wikar protective gloves, clothing eve and face protection. Wash
hands thoroughly after handling. Please referto the MSD5onour
wieh site priorto use,

CALIBRATION

This Duo 5t is calibated againsta highly purified & col e pressad
recombinant hurman THF-0 produced at RED Sy stems.

MATERIALS PROVIDED & STORAGE COMDITIONS
Store the unopened kitat2-3"C. Do not use past kit expimtion date.

CATALOG e | CATALGe | STORAGECF CPENELY

DESRIPTION PRTe | Dfases | Dfno | RECONSTILTEDRATERIA
__ln Is_nl M0 Tad Tids
[ra——

MID | Tad s | Febrofuloik
Detechon builealy Lot amniirayssll ofd)

Iy siva o rins

el g1 Tad Tids
Sepliial®F | BT | Tad Yds
REAGENT PREPARATION

Bring all resgents to room temperature before use Allow dl
components tosit for aminimum of 15 minutes with gentle
agitation after initial reconsti i tion. Working dilu tions shoul d be
prepar edand use dimmedi atel

Streptavidin-HRP: Each vial contains 20 mil of streptavidin
conjugated to harssradish-pemeida se. Dilute to thewo rking
concentration specified onthevial Bbel using Reagent Diluent.

Meouse Anti-Human THF-a Capture Antibody: Refer tothe
lat-specific C of A forarmount supp lied. Reconstitute eac hvial with
0.5 mLofPES Dilute in PBSwithout camier protein to thewarking
concentration indicated on theC of A,

Biotiny ated Goat Anti-Human THF-aDetection Antibody: Refer to
the lot-specific CofA for amount sup plied. Reconstituteeach vialwith
10 mLofReagent Diluznt. Dilute in Reagent Diluent to the working
concentmtion indiated on the of A,

Recombinant Human THF-a Standard Refer to thelot-specific C of A
foramount supp lied. Reconstit ute eac hvial with 05 ml of Reagent
Diluent. A seven paint standard curve using 240 d serialdilutionsin
Reagent Diluent is recommended. Prepare 1000 plof high gandamd
per plate assyed at the co ncent mtion indicated on the CofA.
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GENERALELISA PROTOCOL
Plate Preparation

1. Dil ute: the Capture Antibody to the v tking concentration
in PB Swithout camier protein. Immediately coata 96-well
microplate with 100 pl perwellof the diluted Capture
Antibiody. 52al the plateand incubate ovemnight at mom
tempe@ture,

2. Ampirate each welland wash with Wash Bufier, epeating the
process two times fora total of thee washes.Was by filling
aach well with Wash Bufier (400 ply usinga squirt bottls
manifold dispen £, orautowasher. Comp lete removal of liquid
ateach sep isesential forgood performance, After the st
wash, remove any ermaining Wash Bufier byaspimtingor by
inverting the plateand blotting itagainst clean paper towels.

.Block platesbyadding 300 pl of Reagent Diluent to eac hwell.
Incubate at mom temperature raminimumof 1 hour

]

4. Repeat the aspimtion/washas in step2. The plates a e now
mady for mmple addition,

Assay Frocedure

1. Add 100 pLof samiple or standands in Reagent Diluent, oran
approp riate diluent, perwell. Coverwithanadhesive strip and
incubate 2 hours at mom tempemture,

2. Repeat the aspimtion/washas in step2 of Plate Prepamtion.

3, 4cd 100 pLof the Detection Antibody, diluted in Rzagent
Diluent, to sach well. Coverwitha new ad hesive stripand
incubate 2 hoursat mom tempemture.

4. Repeat the aspimtion/washas in step2 of Plate Prepamtion.

5. Add 100 pLof the warking dilutio nof Streptavidin-HRF to each
well. Cover the plate and incubate for 20 minutes at mom
temperature, &noid placing the plate in direct light.

5. Repeat the aspimtion/washasin step2.

7.40d 100 plof Sub g mte Solution toeachwell. Inc ubate for
20 minutes at mom termperat ure. Avoid placing the platein
direct light.

8.4dd 50 plof Stop Solution toeac hwell. Gently tap the plate fo
ensure thomough miing.

9. Determine the optical density of eac hwell immed ately, using
a microp late rEader st to 450 nm. f wavekength comection is
available, s=t to 540 nmor 570 nm. f waekength comection
is nat availble, subtract reading s at 540 nrmor 570 nrm from
the reading s at 450 nm. This subtmction will comect foro ptical
imperictionsin the plate Readings made directlyat 450 nm
witho ut corection may be higherand less accurate.



