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Résumeé

Introduction : La brucellose, maladie contagieuse des animaux d’élevage, connue sous le
nom de fievre de Malte ou mélitococcie. C’est une anthropozoonose, due a des bactéries du
genre Brucella. Son extension est mondiale, avec une prédominance dans le pourtour du
bassin méditerranéen et les pays en voie de développement, ou elle pose encore un véritable
probléme de santé publique, et représente un surcolt économique important. La prévention de
la maladie est essentielle, compte tenu de son risque pour la santé humaine et son impact
économique important.

Objectif : Construction d’une biotheque d’ADN par extraction d’ADN a partir du sang
prélevé chez des patients atteints de la maladie de brucellose et les résistants et aussi une
conception d’amorces encadrant le gene TNF alpha.

Matériels et méthodes : 21 prélévements ont éte effectués, dont 8 résistants et 13 malades, au
niveau du service des maladies infectieuses du CHU de Tlemcen. L’extraction de I’ADN est
réalisée grace a la technique NaCl. Les concentrations de ces ADN ont été dosés par
spectrophotométrie a 260nm et a 280 nm. Des amorces spécifiques encadrant le gene TNF
alpha sont congues par I’outil Primer —Blast.

Résultats : Un total de 13 ADN est extrait des patients, et 8 ADN des sujets résistants. Le
dosage de ces ADN a montré 21 ADN contaminés spécifiquement par les protéines.

Mots clés : Brucellose, ADN, amorces, géne TNF alpha, patients, résistants, Tlemcen.



Abstract

Introduction: Brucellosis, a contagious disease of livestock, known as Maltese fever or
melitococcus. It is an anthropozoonosis, due to bacteria of the genus Brucella. Its extension is
global, with a predominance in the Mediterranean basin and the developing countries, where
it still poses a real public health problem, and represents a significant economic cost.
Prevention of the disease is essential, given its risk to human health and its significant

economic impact.

Objective: Construction of a DNA library by DNA extraction from blood taken from patients
with brucellosis disease and resistant and also a design of primers framing the TNF alpha

gene.

Materials and methods: 21 samples taken, including 8 resistant and 13 patients, in the
department of infectious diseases of the Tlemcen University Hospital. The extraction of the
DNA is carried out using the NaCl technique. These DNAs are assayed by spectrophotometry
at 260 nm and 280 nm. Specific primers surrounding the TNF alpha gene are designed by the

Primer-Blast tool.

Results: A total of 13 DNA is extracted from patients, and 8 DNA from resistant subjects.
The dosage of these DNAs showed 21 DNAs specifically contaminated by proteins.

Key words: Brucellosis, DNA, primers, TNF alpha gene, patients, resistant, Tlemcen.
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Introduction

I.  Introduction Générale
La brucellose est une zoonose, maladie animale transmissible & I’homme, de répartition
mondiale plus fréquente sur le pourtour méditerranéen est causée par I’agent pathogene

Brucella.

L’importance de la maladie varie selon les pays en fonction des mesures de lutte mises en

ceuvre pour son éradication, et des populations animales locales.

La brucellose est responsable de pertes économiques importantes en élevage en raison de
la stérilité, des avortements des animaux malades et de la baisse de production laitiére du
troupeau qu’elle provoque, elle a également de lourdes répercussions sur les échanges

commerciaux.

Brucella est une bactérie a large spectre d'hotes. Elle est capable d’infecter des animaux
aussi différents que des ruminants (en majorite), des suidés, des canidés, des equidés et des

mammiféres marins.

La lutte contre la brucellose animale repose sur I’utilisation d’un ou plusieurs outils :
dépistage sérologique, abattage partiel ou total des effectifs infectés, vaccination dans les

troupeaux.

Le choix de la stratégie de lutte se fait en fonction de la prévalence de I’infection dans le
pays et des moyens dont il dispose certaines especes de Brucella sont pathogénes pour
I'nomme : B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. canis et plus récemment B. ceti et B.

pinnipedialis.

La brucellose humaine est fortement liée a la brucellose animale. Ainsi, la maitrise de la
brucellose animale dans nombre de pays développés a entrainé une diminution du nombre de

cas humains.

Enfin, Brucella est classée comme pathogene potentiel du bioterrorisme (Pappas et
al.,2006Db). La brucellose reste une maladie pouvant entrainer des complications graves si un
traitement n'est pas rapidement mis en place. Comme pour toute maladie infectieuse, la
prévention (surveillance et éradication de la maladie chez le bétail) reste le meilleur moyen de
lutte.




Introduction

En Algérie, elle reste endémique posant un probleme de santé publique aussi bien chez
I’homme que chez les animaux. Plusieurs cas sont enregistrés tous les ans et déeclarés a I’INSP

Alger.

L’immunité a médiation cellulaire reste la réponse la plus adapté a la résistance aux

bactéries pathogenes intracellulaire, a la suite de I’activation des macrophages.

Les antigenes des Brucella induisent majoritairement la production de cytokines orientant
la réponse immunitaire vers une réponse de type T helper 1 (Th1) (Skendros et al., 2013).

Les cytokines produites par les cellules Th - 1 sont des médiateurs clés tant pour la
protection contre I’infection a brucellose que pour I’augmentation du niveau de l'interféron —y
(IFN- v) au cours de la brucellose humaine. En effet I’IFN- y est un activateur physiologique
des macrophages pour produire des cytokines pro-inflammatoires l'interleukine- 1 (IL -1),
facteur de nécrose tumorale o (TNF- a), l'interleukine- 6 (IL- 6) l'interleukine- 8 (IL- 8).
(Mailles et Vaillant., 2002) et ainsi la production d’interleukine-12 (IL-12), qui déclenche la
réponse immunitaire par les lymphocytes T Thl (Skendros et Boura ., 2013).

L’objectif de notre travail est de contribuer a la construction d'une biotheque d'’ADN de
patients et résistants a la brucellose et conception des amorces spécifiques encadrant le gene
TNF alpha. Afin de faire une analyse ultérieure de la séquence génomique et une comparaison

entre les patients et les résistants.
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I.1. Définitions
La brucellose est une maladie infectieuse. Elle est due a la contamination par

des bacteéries (Brucella), que I'on retrouve chez certains animaux (type bovin, ovin...).

C'est une anthropozoonose, ce qui signifie maladie transmise de I'animal a I’hnomme. Elle est

tres fréquente dans les régions méditerranéennes.

Il'y a plusieurs souches selon le réservoir : chez les bovins (brucella abortus bovis), chez

les chevres (brucella melitensis) et chez les porcs (brucella abortus suis)

Elle peut étre transmise par voie cutanée, chez les éleveurs qui sont au contact permanent
avec ces animaux, et par voie digestive lorsqu'on consomme des produits artisanaux a base de

laitages frais ou des fromages au lait cru.

*La brucellose animale : malgré de rares cas d’arthrite ou d'hygroma (figure 01), est

essentiellement une maladie de la reproduction se caractérisant par :
- chez le male: épididymites, orchites, stérilité
-chez la femelle: atteinte de l'utérus (métrite), infection du feetus, mort puis avortement.

L’infection mammaire (sub-clinique) est classique.

Figure 1 : Photo d’un veau atteint de Brucellose

*La brucellose humaine : I'nomme est un hote accidentel. Elle touche surtout les professions

exposeées (éleveurs, vétérinaires, ...ect)



http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/8192-bacterie-saprophyte-definition
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Elle est généralement asymptomatique dans 90% des cas (formes inapparentes).

Cependant, la forme sudéro-algique fébrile peut survenir. Les formes septicémiques sont
généralement symptomatiques.

1.2. Historique
La brucellose humaine a été clairement identifiée (entité nosologique avec la " fievre de
I'Tle™) par les médecins militaires anglais dont AJ. Marston en 1859 sur I’tle de Malte, une

importante garnison anglaise y séjournant.

L’agent causal de cette fievre a été, finalement, isolé en 1887 par David Bruce (figure 02),
bactériologiste anglais stationnant a La Valette et ce, a partir de la rate de plusieurs militaires
décédeés. Le germe fat initialement dénommé "Micrococcus Melitensis”. En 1897, A. Wright
décrit une approche diagnostique par la mise en évidence dagglutinines sériques

(séroagglutination lente en tube).

En Algérie, la brucellose sévit depuis le début du 19%iécle, a I'état endémo-épidémique et

constitue un probléme économique et de santé publique.

En effet, les premiéres descriptions de la maladie ont été faites par Cochez en 1895, qui
soupgonna I’existence de cette maladie a Alger, puis en1899 par Le grain dans la vallée de la
Soummam (Benhabyles et al., 1992). Au début du 20eme siecle, elle fut reconnue par Brault,
d’aprés les symptdmes cliniques, puis démontrée bactériologiquement pour la premiére fois

par Gillot (Sergent.,1908). Ainsi, elle ft révélée en premier chez I’homme.

La brucellose reste endémique posant un probléme de santé publique aussi bien chez
I’homme que chez les animaux. Plusieurs cas sont enregistrés tous les ans et déclarés a I’INSP

Alger.

Figure 2 : Photo de David Bruce
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1.3. Epidémiologie

L’épidémiologie de la brucellose humaine est étroitement liée a I’infection animale. Les
espéces de Brucella fréeguemment responsables d’infections humaines sont B. (Brucella),
chacune des espéces est caractérisée par un nombre limité de réservoirs habituels : melitensis

(ovins, caprins), B. abortus (bovins) et B. suis (porcins).

1.3.1 Donnees épidémiologiques

La brucellose a augmenté de fréquence ces derniéres années. Le nombre de cas déclarés
chaque année, voisin de 1000, est tres inférieur au nombre réel de malades (Ghirani et
al.,2010/2011).

La fréquence de la maladie est difficile a évaluer compte tenu de son polymorphisme
clinique (Ghirani et al.,2010/2011).

1.3.2 Répartition géographique :

L’Organisation Mondiale de la Santé estime I’incidence mondiale de la maladie a 500.000
cas par an (Pappas et al.,2006; Russo et al.,2009). C’est une maladie qui est devenue rare dans
les pays développés, grace a une sévere politique de dépistage et d’éradication de la maladie

animale, notamment par la vaccination et I’abattage des animaux infectés.

Cependant, elle demeure endémique dans la plupart des pays sous-développés notamment
ceux du bassin méditerranéen, du moyen orient, d’Asie de I’ouest, d’Afrique et d’Amérique
latine (Akhvlediani et al.,2006; Cekanac et al.,2010) ou elle engendre des pertes économiques
importantes et menace sérieusement la santé humaine (Benkirane ,2001; Roth et al.,2003).
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Figure 3 : Incidence mondiale de la brucellose humaine (Pappas et al.,2006)

a) Situation mondiale :

Au niveau mondial, la brucellose humaine a énormément évolué pour des raisons
sanitaires, socio-économiques et politiques. Aprés y avoir été endémique, elle a été éradiquée
dans plusieurs pays comme I’Australie, le Canada, le Japon, la Nouvelle Zélande et plusieurs
pays d’Europe dont la France (figure 3). La plupart des pays d’Amérique Latine ont réussi a

controler la maladie.
- Aux USA

Les cas de brucellose humaine ont fortement diminué depuis les années 1950 : 6321 cas
déclarés en 1947, contre une incidence moyenne de 1056 cas dans la période 1993-2003.
Jusqu’aux années 1960, la brucellose était principalement due a B. abortus, aujourd’hui elle

est surtout causée par B. melitensis.

Dans le nord du pays, une grande partie des cas correspondent a une maladie acquise apres
un voyage international ou a une importation de produits alimentaires infectés venant de pays
ou la brucellose est endémique. Dans I’est et le sud du pays, la brucellose, attribuée a B
melitensis, touche essentiellement la population hispanique et la maladie est importée du

Mexique par I’intermédiaire de produits laitiers infectés (Pappas et al.,2006)
- En Amérique Latine

L’agent pathogéne le plus impliqué en Amérique latine est B. abortus avec les bovins

comme principaux réservoirs naturels de Brucella. Le Salvador est le pays le moins atteint par
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la brucellose bovine, tandis que les pays les plus touchés sont le Guatemala, le Costa Rica et

le Mexique.

Au Mexique, la brucellose humaine est une des maladies d’origine bactérienne les plus
sérieuses, avec 3008 cas rapportés en 2003 (Pappas et al.,2006). De plus le caractére
endémique de la brucellose au Mexique a une influence sur I’épidémiologie de la maladie aux
Etats-Unis. En effet, la perméabilité de la frontiere entre ces deux pays est telle qu’un

programme d’éradication de la brucellose aux Etats-Unis pourrait s’avérer peu efficace.

En Amérique du sud la brucellose humaine est considérée comme endémique, son
incidence (cas annuelle par million de population) est de 71,55 (dont 34,9 sont représenté par

le Pérou).

Ces cas sont dus a B. melitensis au Pérou et en Argentine et a B. abortus dans I’est de
I’Argentine et dans les autres pays d’ Amérique du sud (Pappas G.,et al.2006)

- En Afrique

Dans de nombreux pays africains les populations, souvent défavorisées, vivent auprés du
bétail dont elles sont complétement dépendantes. Entre 2003 et 2004, des cas de brucellose
humaine ont été recensés au Cameroun, en Ethiopie, au Kenya, au Nigeria, en Tanzanie, en
Ouganda, au Burkina Faso, en République du Congo, en Erythrée, au Mali, en Namibie et au

Swaziland.

De plus, des études épidémiologiques basées sur la sérologie ont montré que le Ghana, le
Togo et le Tchad étaient probablement des zones de brucellose endémique(Young et al.,1989)

Par ailleurs, les modes de vie traditionnels, les maladies infectieuses endémiques beaucoup
plus graves comme la malaria et les conditions économiques rendent la lutte contre la

brucellose animale difficile dans certains de ces pays.
- En Europe

En Europe, le statut de « pays indemne de brucellose » est reconnu par I’Union
Européenne aux pays suivants : Suede, Danemark, Finlande, Allemagne, Grande Bretagne
(excepté I’Irlande du Nord), Autriche, Pays-Bas, Belgique, Suisse, Norvege et Luxembourg
(Pappas et al., 2006a).

Cependant, certains de ces pays recensent quelques cas de Brucellose humaine tous les ans,
ces cas etant généralement importés par des voyageurs ou des immigrants provenant de pays

endémiques
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L’incidence de la brucellose humaine en Europe atteint une valeur de 340,2 cas par
million, dont 0,5 correspondent a la France. Cette derniére est un exemple dans I’efficacité du
programme d’éradication : le pays est passé de plus de 800 cas en 1976, a 405 cas en 1983, et
a 44 cas en 2000 (INVS: France. , Pappas et al.,2006)

La plupart de ces cas sont liés a la consommation de produits laitiers importés d’Espagne,

du Portugal, d’Algérie ou de Turquie (Durr et al.,2003)

b) Situation en Méditerranée :
Les pays présentant I’incidence de brucellose humaine la plus élevée sont I’Algérie,
I’Arabie Saoudite, I’lran, I’Autorité Palestinienne, la Syrie, I’Egypte et I’Oman (Pappas et
al.,2006; Refai .,2002)

En Algérie :

La wilaya de Sidi Bel Abbés semble la plus touchée, le marché de bétail le plus important
de toute la région s'y trouve. Sur une période de 30 ans de Janvier 1980 a Décembre 2010 :
1884 cas ont été colligés (Tabet- Derraz et al.,2011)

A Oran : L’étude qui a été faite en 2000 — 2007 dans le service de maladies infectieuses de
Hamam-Bouhdjar, région d’agriculture et d’élevage située a 50 km d’Oran a révélée :

-59 cas (49 %) avaient une activité professionnelle exposante ; la consommation de lait de
vache est retrouvée chez tous les patients

-35 cas (29 %) sont hospitalisés au-dela de la troisieme semaine d’évolution (Boualem et
al.,2009)

A Tlemcen : en 2014 enregistré 97cas, 2015 le taux a augmenté a 127 cas, et en 2016 le
nombre de cas annuelle déclaré était 139cas (sachant qu’il s’agit pas de vrais chiffres vu la

sous déclaration de la maladie)

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)(Khettab et al.,2009/2010).

La figure 4 montre I’incidence de la maladie Brucellose en Algérie pendant la période
allant de 1990 a 2011.
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Figure 4 : incidences de la brucellose en Algérie (1990-2011)

1.3.3. Agent causal :
Brucella est un trés petit coccobacille a Gram négatif de 0,5-0,7 x 0,6-1,5 pm (7,5 pm pour

un globule rouge). La bactérie est immobile, non encapsulée, non sporulée et aérobie stricte.

Il en existe plusieurs espéces dont quatre sont pathogénes pour I'nomme : B. melitensis, B.
abortus bovis, B. suis et B. canis qui, en France, sont classées dans le groupe 3 de l'arrété du

18 juillet 1994 (agents pathogénes pour I'homme pour lesquels existe une prophylaxie).

Son génome est habituellement composé de 2 chromosomes capables de vivre dans les
macrophages et les cellules dendritiques « un pathogéne intracellulaire facultatif » (Michel
2015-2016)

1.3.4 Réservoir :
Les animaux d’élevage sont les principaux réservoirs de la brucellose mais des bactéries se
sont étendues a certains mammiferes sauvages et marins. La pathogenicité de la bactérie varie

en fonction des espéces (Tableau 1).
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Tableau 1: Réservoir des espéces de Brucella et leur pathogeénicité pour I’homme(Alton et
al.,1988;Sohn et al.,2003)

Espéce Biovars Réservoir Pathogénicité pour 'Homme
B. melitensis  1-3 Caprins, ovins, camélidés Trés forte
B. abortus 1-6:9 Bovins, camélidés, yacks, buffles Forte a frés forte
B. suis 1-5 Suidés (1-3), lievres (2), caribous et Forte pour les biovars 1 et 3,
rennes (4), rongeurs sauvages (5) modeérée pour le biovar 4, faible

pour le biovar 2 et inconnue
pour le biovar 5

B. canis . Canidés Faible

B. ovis - Ovins Non pathogéne

B. neolomae - Rongeurs Inconnue

B. pinnipediae - Baleine, dauphins, phoques, morses Forte pour certaines espéces,

inconnue pour les autres
et B. cetaceae s

1.3.5. Facteurs favorisants
a) Caractéristiques des personnes
La brucellose survient a tous les ages avec une prédominance chez l'adulte jeune de sexe

masculin.

En Algérie, les incidences spécifiques par tranches d'age sont toutes supérieures a 14 cas
pour 100.000 habitants a I'exception des 0-4 ans et des 30-39 ans (Khettab et al.,2009/2010).

Les professions particulierement exposées : Toutes les personnes travaillant en présence
danimaux infectés ou leur environnement souillé (litieres, locaux d’élevage, véhicules de
transport...) : éleveurs et vétérinaires surtout lors d’une mise bas ou d'un avortement, bergers,
laitiers, employés d’abattoirs (manipulation de carcasses ou d'abats...), équarrisseurs...,
agriculteurs, personnes vivant dans les exploitations infectées, personnel de certains

laboratoires (laboratoires vétérinaires).

Habitudes alimentaires : la consommation de lait cru et les mauvaises conditions

d'hygiene.
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b) Caractéristiques de temps
En Algérie, le maximum de cas est enregistré entre mai et septembre, correspondant a la
période de mise bas du cheptel mais également a celle de la consommation maximale de lait

et de ses dérivés, notamment, un fromage de chevre particulier.

c) Caractéristiques de lieu
Ce sont surtout les wilayas d'élevage de caprins qui notifient les incidences les plus élevées
notamment celles des Hauts plateaux et du sud (Khettab et al.,2009/2010).

1.4 Modes de contamination

La transmission de I'animal a I'nomme se fait donc le plus souvent par contact direct avec
les produits d'animaux infectés urine, lait, sang, sécrétions vaginales, placenta, produit
d'avortement. La transmission indirecte par des objets contaminés par ces mémes produits est

également possible.

1.4.1 Contamination directe :

Représente 75% des cas. Elle peut s'effectuer par voie cutanée ou muqueuse (favorisée par
des blessures ou des excoriations), par contact direct avec les liquides organiques et les tissus
d'animaux infectés, vivants ou morts, des carcasses, des produits d'avortement, des produits
souillés (litiere, fumier...), ou par contact accidentel avec des prélevements dans un

laboratoire (manipulation de culture).

1.4.2 Contamination indirecte :

Représente 25% des cas, se fait par ingestion de produits laitiers non pasteurisés (lait cru
ou produits laitiers infectés), ou de viande insuffisamment cuite, provenant danimaux
infectés (figure 5), ou par ingestion de crudités souillées par du fumier ou mains
contaminées, ou par inhalation de la poussiére de litiere, dans une étable vide, ou de
poussieres lors de la manipulation de produits souillés, ou daérosol contaminé dans les
laboratoires ou les abattoirs, ou par contact accidentel avec une souche vaccinale lors de la

vaccination d'ovins (ou de caprins).
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HOMME

A

Figure 5 : Interrelations entre I’homme et les animaux réservoirs (Garin-Bastuji .,1993b)

La transmission interhumaine est exceptionnelle. Elle se fait alors par voie sexuelle et

transplacentaire ou par allaitement maternel.

Une souche vaccinale lors de la vaccination d'ovins (ou de caprins).

Il.  Pathogénie
Les Brucella sont connues pour étre des bactéries intracellulaires facultatives. La
pénétration de la bactérie se fait généralement via les muqueuses orales, du nasopharynx, des

conjonctives, par voie génitale et parfois, par des Iésions cutanées.

Une fois parvenue dans le systeme lymphatique de I’héte, les bactéries se répandent par
voie sanguine ou lymphatique dans les différentes parties de I’organisme jusqu’a atteindre

divers organes, pouvant causer une infection localisée au niveau du tissu atteint.

Les mécanismes moléculaires de virulence de Brucella permettent I’invasion de la bactérie,
I’échappement a la lyse par les phagocytes lui procurant ainsi, une niche intracellulaire pour
sa réplication (Gorvel Moreno, 2002 ;Michaux-Charachon et al., 2002).

La localisation intracellulaire de la bactérie lui permet d’échapper aux défenses
immunitaires, ce qui rend la maladie persistante. Brucella a la capacité de se répliquer dans les
cellules phagocytaires comme le macrophage, mais également d’étre internalisée par des

cellules non phagocytaires comme les fibroblastes ou les cellules HelLa (Figure 6), en utilisant
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les mémes mécanismes que ceux utilisés dans le macrophage(Detilleux et al., 1990 ;
Rabinovitch, 1995 ; Liautard et al., 1996)

Figure 6: Représentation du trafic intracellulaire de Brucella dans la cellule HelLa et

dans le macrophage(Michaux-Charachon et al.,2002)

Apres son entrée dans une cellule non phagocytaire comme la cellule HelLa ou dans un
macrophage (Figure 06), la bactérie est ingérée et se retrouve dans un phagosome précoce,
puis dans un autophagosome ou elle est capable de se multiplier aprées inhibition de la fusion

phagolysosomiale.

Dans le macrophage, la grande majorité des Brucella sont tuées aprés leur entrée mais la
faible proportion de bactéries retrouvées dans I’autophagosome suffit pour maintenir la survie

et la multiplication de la bactérie dans le macrophage (Michaux-Charachon S.,et al.2002).

De plus, I’acidification rapide et importante (pH 4) du phagosome semble étre un signal
inducteur de facteurs de virulence essentiel pour la bactérie (Michaux-Charachon et al.,2002).
Il a été mis en évidence qu’un systeme de régulation a deux composants, appelé BvrS/BvrR,

et qu’un systeme de sécrétion de type IV étaient essentiels a la virulence de Brucella.
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En effet, chez des bactéries présentant des mutations affectant le systeme de régulation
BvrS/BvrR, il a été montré une incapacité a inhiber la fusion lysosomiale et a se multiplier
dans la cellule (Sola-Landa et al.,1998).

De méme, des bactéries présentant des mutations dans I’opéron codant pour les protéines
du systeme de sécrétion de type 1V, appelée « virB » sont incapables de se multiplier dans les
macrophages(O'Callaghan et al.,1999). Le systeme de sécrétion de type IV VirB secréte des
effecteurs impliqués dans la survie de la bactérie et I’inhibition du phagosome avec les
lysosomes (Starr et al.,2008).

Une fois la niche intracellulaire de réplication établie, les bactéries vont tenter de se
maintenir dans la cellule le plus longtemps possible en inhibant I’apoptose (Michaux-
Charachon Set al.,2002)

La réponse humorale est dirigée principalement contre I’antigene majeur de Brucella, a
savoir la chaine O de son lipopolysaccharide (LPS, un composant de la membrane externe).
Ces anticorps anti-LPS induisent une lyse bactérienne, par la voie classique du complément

ainsi que par opsono-phagocytose (Lapaque et al, 2005).

Une réponse se développe aussi contre des protéines de la membrane extérieure, du
périplasme, et du cytoplasme, mais plus tardivement. Le LPS de Brucella posséde une
structure (Figure 06) qui module la réponse immunitaire de I’héte et confere une résistance
aux activités antimicrobiennes et agit comme facteur de virulence pour la survie et la

réplication intracellulaire (Lapaque et al.,2005).

I11. Etude Clinique
111.1 Forme septicémique aigue
La brucellose est une maladie d'expression tres polymorphe « Maladie aux Cents visages »,

de longue durée, et évoluant par poussées successives.

I11.1.1. Incubation
Elle correspond a la multiplication du germe dans le premier ganglion lymphatique rencontré.

Cette période peut varier de une a quatre semaines.

111.1.2 La primo invasion - phase d’état
Cette phase est aussi appelée brucellose aigué, infection généralisée avec état septicémique

ou fievre sudéro-allergique. Elle correspond a la dissémination par voie sanguine du germe
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vers d'autres ganglions lymphatiques et vers les organes du systeme réticulo-endothélial (foie,
rate, moelle osseuse, organes genitaux...) ou leur position intracellulaire dans les globules

blancs les met relativement a I'abri des défenses naturelles ou artificielles.

Une fiévre ondulante est observée. La température du malade augmente par paliers de 0,5°C
jusqua 39°C ou elle se maintient pendant une quinzaine de jours pour redescendre
graduellement. Chaque onde fébrile est séparée de la suivante par une période ou la

température se normalise pendant environ une semaine.
111.2 Evolution

Sans traitement, les ondes s'espacent de plus en plus jusqu'a leur disparition. Des sueurs
abondantes sont présentes. Elles ont une odeur caractéristique de paille mouillée et sont
surtout nocturnes. Il existe aussi un état de malaise avec courbatures, asthénie, douleurs

mobiles.

L'examen clinique peut retrouver un gros foie (hépatomégalie, une grosse rate

splénomégalie ou des adénopathies.

111.3 Formes cliniques
111.3.1 Formes compliquées
a) La brucellose focalisée secondaire et tardive
Cette phase survient 6 mois apres la septicémie en lI'absence de traitement ou lorsque celui-
ci a été insuffisant. Ces foyers peuvent étre ostéo-articulaires (75%), neurologiques,
hépatiques, génitaux ou cardiaques (mortels dans 80 % des cas).

L'évolution spontanée de la brucellose se caractérise par la possibilité de survenue de

localisations secondaires, ou brucellose localisée, qui fait la gravité de la maladie.

Apreés plusieurs mois d'évolution (6 mois), Il y a constitution de foyers infectieux isolés ou

multiples localisations.

» Ostéo-articulaires, les plus fréquentes (75% des cas) : polyarthrites, surtout
spondylodiscites et sacro-illites de diagnostic radiologique tardif, d'ou l'intérét du scanner et
de I'IRM, (Tableau 2).

 Cardiaques : péricardite, myocardite, surtout endocardite, localisation la plus préoccupante,
habituellement sur valvulopathie préalable,
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* Neurologiques : méningite, méningo-encéphalite, arachnoidite, myélite, atteinte des nerfs
craniens ou périphériques, abcés cérébraux ou cérébelleux, hépatique: abces hépatiques,

hépatite granulomateuse,

* Uro-génitales : Orchi-épididymite, salpingite, endométrite, abcés tubo-ovariens,
pyélonéphrite, La mise en évidence d'un foyer nécessite la recherche dautres foyers :

échographie abdominale, échographie cardiaque, scanner (ou IRM) rachidien et cérébral.

111.3.2 Formes chronique

Elle survient parfois apres les deux premieres phases mais elle peut étre aussi inaugurale. Les
manifestations sont une asthénie persistante avec troubles du caractére, douleurs musculaires,
névralgies, douleurs ostéo-articulaires, sueurs au moindre effort et fébricule. On parle de «

Patraquerie brucellienne ». 1l s'agit d'une hypersensibilité retardée aux toxines secrétées par

Brucella.
Tableau 2 : symptémes et signes du brucellose(> 900 observations)
http://emedecine.com
| Symptémes (5) | o | Signes | o0 |
|Fié~.-'re || a8 ||Hépato—5plén0mégalie || 418 |
IS. généraux™ | 94 |Hépatomégalie | 38 |
lSueurs [ 85 [Splénomégalie [ 22 |
[Frissons | 79 |lostéo-articulaires | 23 |
|Arthra|gies || 53 ||Bradycardie relative || 21b |
|S. gastro-intestinaux™* || 518 ”Adénopathie || 9 |
|Céphalées || 478 ||Neuro|ogiefSNC*“*“ || a8 |
|Dou|eurs lombaires || 39 ||Drchite—épididymite || 52 |
|M~_.ralgies || 35 ||Cutané5 || 3b |
[Tous/dypsnée L 192 || I |
|Perte pondérale || 182 || || |
|S. neurclogiques™=* || 148 || || |
[Douleur testiculaire I 5 I I |

NB. *Anorexie, asthénie, fatigue, faiblesse, malaise « Patraquerie brucellienne» ; ** Douleurs
abdominales, constipation, diarrhée, vomissements; *** Anxiété, confusion, dépression, insomnie;

**x* Paralysie, rigidité nuque, cedéme papillaire; a, 400 observations; b, 530 observations.
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IV. Diagnostic

Le diagnostic de certitude de la brucellose repose sur les examens sérologiques ou sur

I’isolement du germe qui dépend du stade de la maladie. Il existe deux types de diagnostic :

IV.1. Diagnostic direct :

La recherche de Brucella par hémoculture ou par culture de prélevement dans les
ganglions lymphatiques ou la moelle osseuse, du liquide céphalo-rachidien (LCR), du liquide
de ponction articulaire, de foyers suppurés ou de préléevement opératoire demeure la technique

de référence pour établir un diagnostic de certitude.

1V.1.1 Culture
L’isolement des Brucella en culture est la technique de référence pour établir un diagnostic

certain de brucellose.

Toute suspicion doit étre signalée au laboratoire réalisant la mise en culture des

préléevements, en raison du risque élevé de contamination du personnel technique.
Les cultures doivent étre réalisées en laboratoire de sécurité biologique de niveau 3 (P3).

La bactérie est le plus souvent isolée a partir du sang par hémoculture. Il est indispensable
que le clinicien précise I’orientation clinique, afin que les flacons insérés dans des systemes

automatisés puissent étre incubés plus longtemps.

L’hémoculture est & peu pres constamment positive dans la phase aigué, et encore
fréguemment dans la phase subaigué focalisée. La recherche des germes n’est que tres

exceptionnellement positive dans les brucelloses chroniques.

La recherche des brucelles peut se pratiquer & partir d’autres prélévements (ganglion,
moelle osseuse, liquide céphalo-rachidien, pus de foyer...). Ces prélevements seront

ensemencés sur gélose au sang et gélose chocolat et incubés a 37 °C sous 5 a 10 % de CO2.

La culture est lente (> 48 heures). Les colonies lisses, translucides, non hémolytiques, a
bords réguliers, de coccobacilles a Gram négatif sont aérobies strictes, catalase +, oxydase +
et posseédent une uréase et une nitrate-réductase (Janbon .,2000)

Le pourcentage d’hémoculture positive est élevé durant la présentation aigué en phase
septicemique. Il diminue dans les formes localisées et la culture est exceptionnellement

positive durant la phase chronique. La culture devrait étre réalisée dans les 15 jours qui




Synthese bibliographique

suivent I’apparition des symptdmes cliniques. Aprés, sa sensibilité diminue fortement,

notamment si le patient a été mis sous traitement antibiotique.

IV.1.2 LaPCR
Est possible mais reste réservée a certains laboratoires, elle est particulierement utile en cas

d’antibiothérapie ayant précéde les analyses.

1V.1.2.1 Les techniques d’amplification génique
Ces techniques ne sont pas encore de pratique courante et restent réservées a certains

laboratoires. La technique la plus couramment utilisée est la PCR (Maurin .,2005).

Cette technique, sensible et spécifique, est particulierement utile en cas d’antibiothérapie
préalable empéchant I’isolement de Brucella. La PCR permet un diagnostic plus rapide (en24
heures) que les hémocultures, au cours de la phase aigué septicémique, par la détection de
I’ADN de Brucella a partir du sang ou du sérum (Maurin .,2005).

Au cours des brucelloses focalisées, la détection de I’ADN de Brucella a partir du pus ou
de diverses biopsies est plus sensible que la culture. La plupart des tests actuellement
disponibles sont spécifiques du genre et ne permettent pas de déterminer I’espece en cause
(Maurin .,2005).

1V.1.2.2 Principe de la PCR :
La PCR est basée sur le mécanisme de la réplication de I’ADN in vivo : I’ADN bicaténaire
est déroulé en ADN monocaténaire, puis dupliqué et «réenroulé». Cette technique comprend

les cycles répétitifs suivants (figure 8) :

» dénaturation de I’ADN par fusion a haute température pour convertir I’ADN bicaténaire en

ADN monocaténaire ;
« hybridation a I’ADN cible de deux oligonucléotides spécifiques utilisés comme amorces ;

* extension de la chaine d’ADN par addition de nucléotides & partir des amorces en utilisant

I’ADN polymérase comme catalyseur en présence d’ions Mg2+.

IV.1.2.3 Les étapes de la PCR :
Etape 1 : Une fois tous les éléments rassemblés, 'ADN a amplifier est chauffé jusqu'a 90°C

pendant 30 secondes a une minute pour séparer ses deux brins
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Etape 2 : Le tube est refroidi a environ 50°C (température calculée en fonction de la séquence

des amorces). Cette température va permettre I'nybridation des deux brins d'/ADN avec les

deux amorces.

Etape 3: Synthése des brins complémentaires par la Taq polymérase.

Les trois étapes forment un cycle. La PCR se fait entre 30 et 40 cycles.

Etapel : separation des Etape2 . Hybridation des Etape3
brims d ADMN amorces

Figure 8:

ﬁ]

Wy

la Tag poltmerase

Les trois étapes forment un cycle

SN Cerment A un Nouveau CyCcls

e

La technique d'amplification PCR(Queipo-Ortufio et al.2009)

Elongation par
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I\VV.2 Diagnostic indirect

Repose sur la détection ou I’augmentation du titre d’Ac spécifique (Tableau 3).

>

Sérodiagnostic de Wright (SW) : c’est une séro-agglutination des anticorps de type
IgG et IgM qui se positive 7 a 15 jours apres le début des symptdmes et devient
rapidement négatif en cas de guérison. La persistance d’un titre élevé un an apres le
début doit faire suspecter un foyer profond. La SW est la réaction de référence de
I’OMS.

Réaction a I’antigene tamponnée ou test au Rose Bengale (Card Test) : c'est une
réaction simple, rapide, sensible et spécifique d'agglutination sur lame en milieu acide
utilisant une suspension de Brucella inactivés colorée par le Rose Bengale.

Elle met en évidence les 1gG et se positive plus tardivement, elle est toutefois plus
sensible et reste plus longtemps positive que I’agglutination de Wright. En Belgique,
le test de Rose Bengale est utilisé pour les IgM-1gG-IgA en combinaison avec le SAT
et SATEDTA (IgM-IgG) et ’ELISA (1gG).

ELISA : PELISA permet la mise en évidence d’une réaction sérologique,
principalement des IgG. C’est une méthode trés sensible et tres spécifique qui reste
positive longtemps. Le test ELISA est réalisé 2 a 4 semaines aprés I’apparition des
symptémes. En Belgique, devant un tableau clinique caractéristique, le CNR réalise
untest Elisa a deux semaines d’intervalle pour observer une possible séroconversion
ou I’augmentation du titre d’Ac.

La réaction de fixation du complément : peu sensible et n’est plus tres souvent
utilisé.

L’ immunofluorescence indirecte : trés sensible et spécifique, permet la détection des
différentes classes d’Ac (1gG, IgM, IgA).

L’intradermo-réaction a la mélitine : pour les formes chroniques en recherchant une

hypersensibilité retardée mais n’est plus utilisée en clinique
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Tableau 3 : Principales techniques de diagnostic indirect et leurs caractéristiques(Janbon
.,2000 ; Maurin .,2005)

Réactions utilisées | Classe d'anticorps mise en |  Sensibilité Spécificité Utilisation Remarques
évidence
IgM 126G lgA
Se négative rapidement
Séroagglutination HE + + 60 % 90 % Formes aigués et | * faux positifs (réactions croisées)
de Wright (SAW) ? ° dépistage * faux négatifs
— recherche d’Ac bloguants
Epreuve 3 ‘
[antigéne + +Ht o o Formes aigués et A faire suivre d'un SAW pour
; 80 % 90 % P P, "
tamponné au rose dépistage quantification si résultat positif
Bengale (EAT)
Fixation du i . Stade tardif et formes Positif plus tardivement mais plus
complément (FO) + it 60 % 95 % locales longtemps que les Ac
agglutinants (SAW et EAT)
Immunofluorescence Toutes selon 0 0 Tout au long de Se positive tot et le reste au
indirecte (IFl) ['antiglobuline utilisée 90 % 95-100 % I'évolution moins 18 mois
Exploration de 'immunité * Se positive 4 semaines aprés le
P cellulaire début des signes cliniques
[ntmde'rmgreact\on Formes chroniques | * Distinction parfois difficile entre
a la mélitine (IDR) .
brucellose chronique et brucellose
guérie
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V. Etude Bacterio-Genetique

V.1. Génome de la bactérie Brucella

Le génome des Brucella suivantes a été entierement séquencé : B. melitensis16M, B.
abortus9-941, B. abortusS2308, la souche vaccinale B. abortusS19, B. suis 1330 et B.
microtiCCM4915 (Tableau 4).

Quatre autres génomes de Brucella sont également accessibles sur GenBank : B.
melitensisbiovar 2, B. suis biovar 2, B. ovis63/290 et B. canisRM6/66. Chaque cellule
contiendrait environ 5 fg (fg = femto gramme, 10-15 g) d’ADN(Queipo-Ortufio MI et
al.,2005), la preésence de plasmide n’a jamais été décrite.
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Tableau 4: Génome séquencé des especes de Brucella(Queipo-Ortufio et al.,2005)

Espéces Taille des Numéro Référence
chromosomes accession
B. melitensis 16M 1,17 Mpb 2,11 Mpb  AE008917 Michaux et al., 1993
AE008917 DelVecchio et al., 2002
Paulsen et al., 2002
B. melitensis biovar 2 1,18 Mpb 2,12 Mpb  CP001489 GeneBank
CP001488
B. abortus 9-941 2,12 Mpb 1,16 Mpb AE017223  Halling et al., 2005
AE017224
B. abortus S2308 1,15 Mpb 2,12 Mpb AMO040264 Chain et al., 2005
AMO040265
B. abortus S19 1,16 Mpb 2,12 Mpb CP000888  Crasta et al., 2008
CP000887
B. suis 1330 2,10 Mpb 1,20
Mpb AE014292 Paulsen et al., 2002
AE014291
B. suis biovar 2 1,40 Mpb 1,92 Mpb CP000912 GeneBank
CP000911
B. ovis 63/290 1,18 Mpb 2,11
Mpb CP0O00709 GeneBank
CP000708
B. canis RM6/66 1,20 Mpb 2,10
Mpb CP000873 GeneBank
CP000872
B. microti CCM 4915 1,22 Mpb 2,12 Mpb CP001579  Audic et al., 2009
CP001578
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L’organisation chromosomique des espéces B. abortus, B. ovis, B. neotomaeet B. suis biovar
1 présente une forte similarité avec celle de B. melitensis ( Paulsen IT al. 2002 ; Jumas-Bilak
et al.,1998). On remarque que les espéces de Brucella possédent la méme organisation
génomique a deux chromosomes a I’exception de B. suis biovar 3 qui ne posséde qu’un seul
chromosome de 3,1 Mpb. Tous ces éléments ont permis de proposer un schéma d’évolution
(Figure 9), présentant I’espece B. suis biovar 3 a un chromosome comme trés proche de

I’ancétre commun des Brucella(Jumas-Bilak et al.,1998)
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Figure 9: Représentation de I’évolution possible de la structure génomique des différentes
lignées de Brucella a partir d’un ancétre commun possédant un seul chromosome(Jumas-
Bilak et al.,1998)
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L’origine de réplication du chromosome Il est typique des chromosomes bactériens, alors que
I’origine de réplication du chromosome | est de type plasmidique. Malgré cela, on parle de
deux chromosomes indépendants car ils contiennent des genes essentiels a la survie et a la
physiologie de la bactérie(Michaux-Charachon et al., 1993 ; Michaux-Charachon et al., 1997).
De plus, le pourcentage en guanosine et cytosine (% GC) est quasiment identique pour les

deux chromosomes.

La diversité génomique des especes de Brucella est limitée mais suffisante pour induire la
specificité d’hote ainsi que des différences phénotypiques. En effet, contrairement a B. oviseta
B. neotomae, B. abortus, B. melitensiset B. suis sont pathogénes pour I’homme, alors que pour

B. canis les infections humaines restent rares.

De plus, les séquences génomiques des especes B. microtiet B. suis présentent 99,8 %
d’identite sur les régions alignées malgré les différences de virulence et métaboliques
constatées(Audic S et al.,2009)

Des analyses génomiques réalisées sur les especes B. suis et B. melitensis montrent que
certains génes sont uniques pour chaque espéce, et qu’ils sont essentiellement liés a des flots
génomiques (Gl pour Genomic Island)(Paulsen et al.,2002)

En 2004, Rajashekara et coll.(Rajashekara G et al.,2004) ont comparés les génomes de
cing espéces différentes de Brucella (B. abortus, B. suis, B. ovis, B. caniset B. neotomae) a
celui de B. melitensisl6M, choisie comme référence pour sa forte pathogénicité pour

I’homme.

Aprés analyses par microarray et confirmation par PCR, les résultats ont mis en évidence
la présence de 9 Gis. Ces études ont montré que ces Tlots étaient spécifiques d’une ou de

plusieurs especes de Brucella.

Par exemple, 84 ORFs(Open Reading Frame ou cadre de lecture ouvert) retrouvés sur 5
Gls présents chez B. melitensis sont absents chez B. ovisRé0198(Rajashekara G., Glasner JD.
et al.) [59]. Ces Gls ont une taille qui varie de 4,4 kb (GI-7) a 44,1 kb (GI-5) et présentent
entre 4 ORFs (GI-9) et 42 ORFs (GI-5) codant principalement pour des protéines
hypothétiques, des régulateurs de transcription, des transposases ou des intégrasses.

Il a également été constaté que les Gls observés chez B. melitensis16M présentaient un
pourcentage en GC différent du reste du génome de Brucella spp., suggérant une acquisition
par transfert horizontal. Deux de ces ilots, un de 15,1 kb (GI-2) et un autre de 44,1 kb (GI-5)
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présentent des caractéristiques des Tlots de pathogénicité et sont flanqués aux extrémités par

des séquences d’insertions (IS) et des génes ARNt(Rajashekara et al.,2005) (Figure 10).
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Figure 10: Organisation génétique de 5 llots Génomiques Gls (GI-1, GI-2, GI-3, GI-5 et GI-
6)(Rajashekara et al.,2004).

Les genes ARNt associés avec les Gls sont représentés par des cases blanches avec une lettre
indiquant I’acide aminé codé, leur orientation de transcription est indiquée par une fleche

pleine au-dessus de la boite.
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Les boites noires indiquent les genes ARNr. La ligne continue en dessous de chaque Gl
indique la taille de la séquence. Les ORFs codant des intégrases et les IS retrouvés aux
extrémités des Gl sont indiquées par des fleches gris clair. Le contenu en GC de chaque Gl est

indiqué sur la droite.

L’ilot GI-2 de 15,1 kb comporte 20 ORFs codant pour des protéines hypothétiques, une
transposase et une intégrase et 2 ORFs impliqués dans la biosynthese du LPS(Vizcaino et
al.,2004), et I’ilot GI-5 de 44,1 kb possede des ORFs qui codent pour des protéines de type
ABC (ATP-Binding Cassette) :

ces transporteurs importent ou exportent une grande variété de substrats en utilisant I’énergie
de I’hydrolyse de I’ATP(Mourez et al.,2000) dont les protéines homologues présentes chez
d’autres bactéries comme Agrobacteriumtumefacienssont importantes pour la survie

intracellulaire, I’interaction avec la cellule hote et la virulence(Rajashekara et al.,2006).

Cependant, Rajashekara et collaborateurs ont montré que la délétion de GI-5 n’avait pas
d’effet sur la virulence, alors qu’une délétion de GI-2 chez B. melitensis16M entrainait une
atténuation de sa croissance dans les macrophages, une baisse de virulence dans le modele

murins et une apparition de phénotype rugueux(Rajashekara et al.,2008).

On constate donc une variation des Tlots génomiques entre les espéces de Brucella. Les lots
absents chez B. ovissont présents chez les Brucella pathogénes pour I’homme et suggérent
leur implication dans la pathogénicité. Cependant, B. neotomaepossede ces ilots alors qu’elle
ne semble pas pathogene pour I’homme.

Les différences genétiques constatées entre les Brucella pourraient donc expliquer la
différence de spécificité d’hote et les differences de pathogénicité(Michaux-Charachon
tardive etal.,2002 ; Rajashekara et al., 2004).

V.2 Antigenes

Plusieurs composants antigéniques ont été caractérisés chez Brucella, dont certaines
protéines membranaires, périplasmiques ou cytoplasmiques, mais I’immunogénicité du LPS
est de loin la plus importante (Freer et al., 1995 ;. Ko et Splitter., 2003 ; Michaux-Charachon
et al.,2002)

Le LPS est caractérisé par une variation de phase, a I’origine des phénotypes lisses (S-
LPS) et rugueux (R-LPS). Le LPS de toutes les Brucella en phase S posséde des antigenes A
et M inégalement répartis selon les espéces. L’antigene A domine chez B. abortus, I’antigéne

M chez B. melitensiset existe en proportion égale chez B. suis. Ceci explique pourquoi les




Synthese bibliographique

Brucella en phase S agglutinent toutes avec un sérum anti-Brucella obtenu a partir de B.
melitensis, B. abortus ou B. suis. Les Brucella en phase R, B. caniset B. ovis n’ont pas
d’antigene A et M mais possédent I’antigene R. Des sérums anti-R permettent I’agglutination

de ces especes.

Les chaines latérales polysaccharidiques (chaine O) du LPS-S sont constituées d’un
homopolymére  comprenant environ cent résidus de 4-formamido-4,6-didéoxy-
mannopyranosyl, support essentiel des réactions croisées entre Brucella spp.
etYersiniaenterocolitica0:9, ou plus accessoirement Stenotrophomonasmaltophilia,
Francisellatularensis, VibriocholeraeO:1, Escherichia hermanii, E. coli O:157, et Salmonella
0:30(Corbel ,1997)

Des antigénes alternatifs ont été évalués et représentent des candidats sérieux pour le
diagnostic de la brucellose ou I’élaboration de vaccins. Parmi ces antigénes, on retrouve les
protéines cytoplasmiques pl7, pl15, et p39(Letesson et al.,1997), la protéine périplasmiques
BP26(Cloeckaert et al., 2001b ; Seco-Mediavilla et al., 2003), les protéines ribosomales
L7/L12(Bachrach et al.,1994), et une protéine cytoplasmique de 18 kDa(Gold Baum et
al.,1993).

Cependant, aucun de ces antigenes n’égale I'immunogeénicité dominante du LPS, cible des
tests diagnostics classiques qui présentent donc toujours de meilleures performances pour le

moment.

Toutefois, le manque de speécificité des tests bases sur le LPS pousse depuis longtemps les
chercheurs a mettre en place un test alternatif basé sur un autre antigéne ayant la capacité de

garder les mémes propriétés de sensibilité tout en ayant une meilleure spécificité.

Récemment, Kumar et collaborateurs ont produit des anticorps monoclonaux diriges contre
la protéine périplasmique BP26 pour la détection de Brucella spp.(Kumar et al.,2007). Ces
anticorps ne présentent pas de réactions croisées avec Y. enterocoliticaO: 9, V. cholerae, S.

Typhimurium, et E. coli 0157.

Les auteurs ont également développé un test de type ELISA (Enzyme
LinkedlImmunoSorbentAssay) basé sur la protéine BP26 recombinante pour une détection
indirecte de Brucella spp. et présentent leurs résultats comme hautement sensibles et

spécifiques(Kumar et al.,2008).
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V.2.1 Contournement du systéme immunitaire par Brucella
Comme la plupart des pathogeénes, les bactéries du genre Brucella ont mis en place un vaste
panel de stratégies leur permettant de détourner la réponse immunitaire a leur avantage et

donc de survivre chez leur hote.

a) La réponse adaptative & médiation humorale

Lorsqu’un bovin est infecté par Brucella abortus, la réponse humorale se met en place,
déclenchant la production précoce d’IgM. Cette synthése dépend de la voie de contamination,
de la quantité de bactéries infectantes et de I’état de santé de I’individu.

La production d’l1gG se met ensuite en place, suivie de la production d’IgA (Skendros et
al.,2013). La réponse anticorps se fait principalement contre le LPS des Brucella par
production d’1gG3 et 1gG2a spécifiques. Du point de vue de I’infection, ces anticorps ne sont

pas protecteurs et sont uniquement utilisés a des fins diagnostiques.

b) La réponse adaptative a médiation cellulaire

L’TFNy et I’'IL-12 sont deux cytokines majeures de la réponse & médiation cellulaire.

Elles sont notamment sécrétées par les LThl, permettant I’activation des LT CD8+
cytotoxiques qui sécréteront a leur tour de ’IFNy et iront détruire les cellules infectées.

Les antigenes des Brucella induisent majoritairement la production de cytokines orientant la
réponse immunitaire vers une réponse de type T helper 1 (Th1), ce qui est cohérent avec leur
mode de vie intracellulaire. Malheureusement, les Brucella sont capables d’inhiber la réponse

des lymphocytes T CD8+ grace a une protéine.
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V1. Géne TNF alpha

Le facteur de nécrose tumorale est une substance produite par le systeme immunitaire qui
intervient principalement dans la lutte contre les cellules cancéreuses. Il existe deux types de
facteurs de nécrose tumorale (ou TNF, de lI'anglais Tumor Necrosis Factor) : le TNF a (alpha)
et le TNF B (béta).

Ils sont produits respectivement par les monocytes activés et par les lymphocytes T, des
cellules essentielles dans le systeme de défense immunitaire .Les deux facteurs de nécrose
tumorale vont étre en mesure de détruire lestumeursen entrainant leur nécrose. lls
interviennent également dans la phase inflammatoire en cas d'infection d'ou I'utilisation d'anti-

TNF destinés a soulager les inflammations (Pirrick et al. 2014)

V1.1 Structure et biosynthese du TNF- alpha
VI1.1.1 Structure du TNF.

Le TNF- a été identifié dans un premier temps comme une protéine sécrétée de
17kDa mais par la suite les recherches ont montré que cette protéine existe sous une forme
transmembranaire de 26kDa dans sa forme non clivée. Le TNF- humain est donc synthétisé
sous la forme d’un précurseur de 26 kDa contenant 233 acides aminés. La forme de TNF-
sécrétée resulte du clivage du pro-TNF- entre I’alanine 76 et la valine 77 par une
métalloprotéinase, I’enzyme de conversion du TNF- (TACE).

L’action de la TACE donne ainsi naissance a une protéine secrétée de 17kDa contenant 157
acides aminés. L’activité de cette enzyme joue un r6le important dans la régulation de
I’expression de cette cytokine.

Le TNF- est une protéine non glycosylée, peu hydrophobe qui posséde un point
isoélectrique compris entre 4.7 et 5.3, il est biologiquement actif sous forme trimérique
(Figure 11).

Le TNF- sous sa forme native est un homotrimére d’une masse moléculaire de 52kDa
(Fiers.,1991) (Figure 11). Chaque sous-unité est composée de deux feuillets antiparalléles.
Ces Sous-unités sont reliées de maniére « téte-béche ». Le feuillet accessible (partie externe)
est riche en résidus hydrophiles alors que le feuillet interne est lui hydrophobe et contient le
segment C-terminal localisé a proximité de I’axe central du trimere (Wajant et al.,2003). Les
acides aminés impliqués dans la fixation aux récepteurs se situent des deux cotés de chaque «
crevasse » présente entre les sous-unités. Cette structure suggere que le TNF- fonctionne par
fixation de 3 molécules réceptrices (Fiers.,1991).

=y



http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/13705-necrose-definition-causes-et-traitement
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/14283-tnf-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/13679-monocytes-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/2024-globules-blancs-polynucleaires-et-lymphocytes
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/14308-tumeur-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/13531-inflammation-definition
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Figure 11 : Structure cristalline du TNF alpha sous sa forme native homotrimérique

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3b/TNFa_Crystal Structure.rsh.png.

Il a été démontré que ces trimeres sont déja assemblé lors du transport du TNF alpha a la
surface cellulaire (Stow et al., 2006.) (Figure 12). Ce trimére soluble tend a se dissocier a des
concentrations inférieures au nano molaire, perdant alors son activité biologique (Wajant et
al.,2003). Le TNF- est transporté jusqu’a la surface membranaire (Figure 12) ou il peut étre

clivé par I’enzyme de conversion du TNF- (TACE) pour étre libéré sous sa forme soluble.



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3b/TNFa_Crystal_Structure.rsh.png
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Figure 12: Représentation schématique de la voie de sécrétion du TNF- (Stow et al.,2006).

(Passage du TNF- du réticulum endoplasmique a la surface membranaire)

Le TNF- est transporté jusqu’a la surface membranaire ou il peut étre clivé par I’enzyme

de conversion du TNF- (TACE) pour étre libéré sous sa forme soluble.
VI.1. 2 Biosynthese du TNF alpha

Le TNF- est principalement produit par les macrophages mais également par un large
spectre de types cellulaires tels que les cellules lymphoides, les fibroblastes ou les cellules du
tissu neuronal.

De grandes quantités de TNF sont produites en réponse a la stimulation par les
lipopolysaccharides (LPS) (Figure 13) ou par d’autres produits bactériens comme
I’enterotoxine B. La biosynthése de TNF est également modulée par les médiateurs de
I’inflammation, notamment I’'IL-1 et I’IL-2, le TNF- lui-méme, le GM-CSF, M-CSF ainsi

que de nombreux autres médiateurs (Akira ,\Wajant et al.,2003).
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L’induction de I’expression du TNF- par le LPS est trés puissante et a fait I’objet de

nombreuses études. Il a ainsi était possible d’identifier et de décrire le complexe de

reconnaissance au LPS. Le récepteur impliqué dans cette transduction de signal est le Toll-

like Receptor 4 (TLR4), un membre de la grande famille des récepteurs TLRs (Dauphinee et

al., 2006, Li, Tupper et al.,2003), qui sont impliqués dans I’immunité innée.

Le récepteur TLR4 reconnait un complexe LPS-LBP-CD14 qui va ensuite activer les voies

de signalisation intracellulaires menant a la biosynthese de TNF (Miyake 2004; Zhande et

al.,2007)

Les voies NFkB et MAPK vont mener a I’activation a la transcription du gene du TNF.

)

CYTOPLASME _ Traduation

o SEduble

Figure 13 : Représentation schématique des différentes étapes menant a la biosynthése et au

relargage du TNF alpha par les monocytes suite a une activation par le LPS(Pinna .,2003)
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VI.3. Role du géne TNF dans la résistance a la brucella
Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) est une cytokine, produite principalement
par des macrophages, Qui jouent un role important dans la résistance a l'infection par des

bactéries intracellulaires.

Résistance aux pathogénes bactériens facultatifs tels que Brucella abortus dépend de la
résistance a la médiation cellulaire acquise, Caractérisé par l'activation des lymphocytes T et

par la suite I'activation des macrophages pour une destruction accru de tels organismes.

D’apres des études faites, ils ont utilisés des anticorps neutralisants contre le TNF-a, pour
explorer le Role du TNF-a endogéne dans la résistance a I’ Infection au brucella, en particulier

I'influence de l'appauvrissement du TNF-a.

Au début de l'infection lors de I'activation ultérieure d'une réponse Thl produisant I'IFN-g.

Les mécanismes possibles par lequel TNF-a est impliqué dans la résistance sont discutés.

Il a été démontré Que TNF-a n'affecte pas la production d'IFN-g, mais il est requis pour la
production d'IFN-g par Cellules NK in vitro, ainsi pour l'afflux de Phagocytes sur le site
d'infection pour la formation de granulomes, et pour l'activation des macrophages. Cela
indique que le TNF-a agit comme un double effet, contribuant a la fois a I'immunité et a

I'immunopathologie (yifan et al.,1996).
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VII. Traitement

VII.1 Traitement curatif

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

*Sensibilité aux antibiotiques

Les antibiotiques sont utilisés pour traiter la brucellose. 1l est important de mettre en place

un traitement rapide pour éviter une infection chronique.

Comme la Brucella est une bactérie intracellulaire, il faut utiliser des antibiotiques a la fois

actifs sur la bactérie et pénétrant dans les cellules.
Antibiogramme limité a quelques antibiotiques, attention & la contamination de laboratoire.

Les Brucella sont sensibles in vitro a de nombreux antibiotiques dont les bétalactamines

mais on aura a l'esprit qu'il s'agit de parasites intracellulaires facultatifs.

In vivo, le traitement antibiotique est actif dans les formes aigué et subaigué ou focalisée

apres un temps de traitement suffisamment long pour les associations suivantes:

Tétracycline + streptomycine, doxycycline + rifampicine et, a un moindre degré,

triméthoprime-sulfaméthoxazole.
L'OMS recommande rifampicine 600mg/j et doxycycline 200mg/j.
*Indications

Les brucellas sont des germes intracellulaires, nécessitant un traitement antibiotique associant
deux antibiotiques.

Suivant la période clinique :

- Brucellose aigue: rifampicine 600 a 900 mg/j + doxycycline 200 mg/j, pendant 6 semaines
ou rifampicine 600 mglj + Fluoroquinolones 400 mg/j, pendant 6 semaines

- Brucellose et grossesse: Amoxicilline + rifampicine chez la femme enceinte,

- Brucellose chez I’enfant: cotrimoxazole + gentamicine chez I'enfant de moins de 8 ans.
-Brucellose focalisée: mémes antibiotiques, mais la durée du traitement est prolongée (2 a 3
mois minimum a plus de 6 mois),

- Brucellose afocale: pas d'antibiothérapie, traitement symptomatique.

Pour la brucellose chronique, l'antibiothérapie est inutile car la bactérie est devenue
inaccessible. On réalise un traitement symptomatique de I'asthénie, des douleurs et

oy
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éventuellement une désensibilisation par antigénothérapie et une exérese des foyers

infectieux.

La mise en place précoce du traitement antibiotique permet de faire disparaitre rapidement la

fievre ondulante de la phase aigiie et aussi de diminuer la fréquence des atteintes viscérales et

ostéo-articulaires. 1l existe cependant 3 a 4 % de rechutes apres traitement

Désensibilisation dans la forme chronique, difficile a obtenir en raison de lI'approvisionnement

difficile en allergene.

Tableau 5: Principaux antibiotiques prescrits au cours de la brucellose(Chakroun et al

,1995)
. ) Posologies adulte et Effets Precautions
Familles Molecules voies d’administration| Indésirables d’emploi
Oxytétracycline 35 mp/kg/j PO Contre indication :
Cyclines Doxycycline 200 mg/j PO Photosensibilité femme "-&.'nceinte et
= enfant < 8 ans
Streptomycine 1g)M Adaptation de la
Aminosid . . Néphro et ototoxicité ologi s d’mnsuffi:
minosides Genfamicine 5 mo/kg/j M ephro et ototoxicité p:asologm en cas d'msuffisance
© rénale
Coloration rouge
. . . - o des urines
Rifamycines Rifampicine 15 mg/kg/j PO Manifestations immuno.
allergiques (prise discontinue)
. . - e Survetllance NFS
i . Triméthoprime 8 mg/kg/) Leucopénie, anémie e
Sulfamides ‘ . o : Contre indication :
Sulfaméthoxazole | 40 mg/kg/j PO Allergie .
femme enceinte
, Ofloxacine 400 mg/j Photosensibilité
Fluoroquinolones | _. . C i .
Ciprofloxacine 1,5 g/] Tendnopathie
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VIII. Prophylaxie

Elle repose sur des mesures animales et humaines. La lutte contre la brucellose animale
comporte certaines mesures telles que la surveillance sérologique des animaux d'élevage,

I’abattage des animaux infectés et la vaccination des jeunes animaux.

Les mesures humaines reposent sur la déclaration obligatoire de la maladie, I’hygiéne des
manipulations (port de gants, lavage des mains), I’éducation sanitaire et la consommation de
produits laitiers pasteurisés(Bouzouaia ., Chakroun et al.,1995 ; Janbon ,2005 ; Maurin

.,2000). La vaccination des personnes exposées par fraction Pl est actuellement abandonnée.
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l. Matériels et Méthodes
I.1. Type de I’étude
Il s’agit d’une étude descriptive prospective, réalisée au niveau du service des

maladies infectieuses, durant la période allant du 1* mars au 31 mai 2017.

1.2. Population et lieu de I’étude

Ce travail est réalisé au niveau du service des maladies infectieuses, CHU de Tlemcen.
Apres avoir remplir le questionnaire (Annexe 01), auprés des malades hospitalisés et atteints
de brucellose, ainsi, les prélévements sanguins sont effectués, aprés un consentement éclairé

des patients.

D’autre part, I’investigateur principal (la biologiste Ghaffour) en collaboration avec le
médecin infectiologue (Dr Brahimi), sont allées compléter I’enquéte chez I’entourage des

malades et prendre des prélévements sanguins des personnes témoins.
Les prélevements sanguins sont acheminés ensuite vers le laboratoire universitaire.

L’étude que nous avons entreprise, est de type Cas/Témoins malade c’est a dire
malade/ résistant. Chaque personne enquétée a donné son consentement libre et éclairé et
toutes les informations recueillies ont été traitées dans le strict respect de I’anonymat et de la

confidentialité des personnes (Annexe 01).
La population étudiée est composée de 13 patients (cas) et 08 resistants (témoins).

*Criteres d’inclusion
Les personnes résidant dans la ville de Tlemcen.
Les patients atteints de brucellose

Les personnes ayant des cas de brucellose dans la famille

*Critéres d’exclusion

Les personnes venant consulter hors wilaya de Tlemcen.

ﬂ
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1.3. Collecte des données
1.3.1. Questionnaire

Il comporte trois volets (Annexe 1) :

1. I’identification de malade et/ou des témoins
2. contexte épidémiologique et tableau clinique
3. étude geénétique

A. Patients (cas)
Le groupe de patients inclus dans cette étude est composé de 13 personnes codées (voir
Tableau 6), avec 07 hommes et 06 femmes, les extrémes d'age [8-61 ans], souffrant d’une
infection a Brucella.
La majorité des patients sont des consommateurs du lait cru contaminé, ayant des cas
similaires dans I’entourage, avec ou sans notion de zone endémique, avec ou sans notion de

contact avec le bétail.

Tableau 6: les patients étudiés

N/code Région Age Sexe
1/01-B17 Chetouane(Amieur) 29ans Féminin
2/03-B17 Sabra(Bouhlou) 47ans Masculin
3/04-B17 Tlemcen 45ans Masculin
4/05-B17 Sabra (Bouhlou) 38ans Féminin
5/06-B17 Chetouane(Amieur) 11ans Féminin
6/07-B17 Chetouane(Amieur) 60ans Masculin
7/08-B17 Sabra (Bouhlou) 8ans Féminin
8/09-B17 Sabra (Bouhlou) 6lans Féminin
9/12-B17 Sabra (Bouhlou) 13ans Masculin
10/15-B17 Chetouane(Amieur) 17ans Masculin
11/17-B17 Sabra (Bouhlou) 29ans Masculin
12/18-B17 Sabra (Bouhlou) 42ans Masculin
13/21-B17 Sabra (Bouhlou) 32ans Féminin

ﬂ
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B. Reésistant (témoin)
Le groupe des résistants a I’infection par Brucella est composé de 7personnes (5sexe
masculin et 2 sexe féminin, avec des extrémes d’age 4-50 ans).
Ces personnes sont de la méme famille et de la méme région que les patients.
Chacun dentre eux, avait un contact étroit avec des animaux infectés avec Brucella et/ou

consommait du lait cru.

Tableau 7 : Les résistants étudiés

N/code Région Age Sexe
1/02-B17 Sabra (Bouhlou) |4ans Masculin
2/10-B17 Sabra(Bouhlou) |1lans Masculin
3/11-B17 Sabra(Bouhlou) |18ans Masculin
4/13-B17 Tlemcen 20ans Masculin
5/14-B17 Sabra(Bouhlou) |28ans Masculin
6/16-B17 Sabra(Bouhlou) |8ans Masculin
7/19-B17 Sabra(Bouhlou) |40ans Féminin
8/20-B17 Sabra (Bouhlou) |31lans Masculin

1.3.2. Prélevement sanguin
Les prélévements sanguins sont réalisés au niveau de la veine du pli du coude, le sang
a été collecté dans des tubes EDTA.

Les tubes EDTA (anticoagulant et inhibiteur des nucléases, permettant ainsi a I’ADN

de rester intact et de ne pas se dégrader), ont permis de constituer une banque d’ADN.

Figurel4 : Prélevement sanguin au pli du coude

42
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1.3.3. Séro-agglutination de Wright (SAW)
Elle met en évidence les immunoglobulines M, dont le taux> 1/80°correspond a une

brucellose évolutive récente.

La réaction est positive dés le 12°™ ou 15°™ jour, son taux croft rapidement pour
revenir & un taux non-significatif au 4-5°™mois: il est donc négatif dans la brucellose

chronique.

Les faux négatifs sont dus a des immunoglobulines A et immunoglobulines G

bloquants.

Un Combes indirect permet de les rechercher, et la dilution du sérum met alors en
évidence les immunoglobulines Les faux positifs sont possibles lors d'une autre maladie

fébrile (Yersinia, choléra...).
*Matériel
-Portoir pour tubes a hémolyse
- Micropipette a embouts amovibles pour antigéne et sérum, ou pipettes de 1 ml graduées
- Tube a hémolyse
- Une étuve 2 370 C
*Réactifs:

- Antigéne brucellique pour agglutination est obtenu a partir de culture « Smooth» de Brucella
abortus inactivées par la chaleur et le phénol, il est standarisé par rapport au sérum anti-

abortus international.
- Sérum du malade conservé a 4 oc.

- Solution d'eau phénolé (chlorure de sodium 8.5 a 9 ; phénol 5 a 5.49 ; I'eau distillée 1000

ml)
*Technique:
Epreuve de séroagglutination lente de Wright (SAW).
Les dilutions sont effectuées en solution de chlorure de sodium et de phénol.

On prend 10 tubes & hémolyse (pour éviter le phénomeéne de zone), ou on l'introduit dans le

premier tube, puis on préleve 0.5 ml dans les autres tubes.0.2 ml de sérum serait alors ajouté

ﬂ
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au premier tube, puis on préléve 0.5 ml de celui-ci-apres avoir bien agité et les transverser

dans le second, puis on opere de la méme fagcon du deuxieme au troisiéme tube ainsi de suite.
On obtient dans les dilutions de sérums dans I'eau salée phénolée de 01/10 a1/5120.

Lorsque les dilutions sériques sont effectuées, on ajoute a chacune des tubes 0.5 ml
d'antigéne.

Apres incubation a 37°C pendant 24 heures, on retire les tubes et on les laisse pendant Y2
heures a température ambiante pour permettre au sédiment qui sont en suspension de se

déposer.

1.3.4. Extraction de I'’ADN par la technique NaCl (Salting out)

La technique d’extraction d’ADN par le NaCl a été choisie en raison de sa rapidité, sa
facilité ainsi que I’absence du risque d’intoxication par des produits dangereux tels que le

phénol. Cette technique comporte les étapes suivantes (Annex 2) :
*Lyse des globules rouges

Apreés décongélation au bain marie a 37°C, la lyse des globules rouges est réalisée en
complétant le volume de sang avec une solution hypotonique TE 10/10 (Tris/HCI 10mM et
EDTA 10mM ; pH = 8,0).

Apres lavage, les tubes sont mis dans la glace pendant 30 minutes (I’action conjuguée
du Tris et du froid provoque un choc hypotonique conduisant a I’éclatement des globules

rouges ayant une membrane fragile.) puis centrifugés a 2500 tours/min pendant 15min.

La centrifugation, quant a elle permet de séparer le surnageant qui contient les débris
de globules rouges des globules blancs qui sont précipités au fond du tube formant un culot.

Cette opération de lavage est répétée plusieurs fois jusqu’a I’obtention d’un culot

blanchétre qui correspond aux globules blancs.

m
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Figure 15 : La centrifugeuse de laboratoire
*Lyse des globules blancs

Le culot de leucocytes est traité par 5ml de solution de lyse des globules blancs (Tris / HCI
10mM ; EDTA 0,IM et SDS 0,5% ; pH = 8,0). 100ul de protéinase K a 20 mg/ml sont
additionnés pour digérer les protéines associées a I’ADN nucléaire.

Aprés homogéneisation, le mélange est incubé au bain-marie a 37°C pendant une nuit.
L’EDTA est un chélateur d’ions bivalents inhibant I’activité des DNases et le SDS est un
puissant détergent lysant les membranes cellulaires et dissociant les complexes d’acides

nucléiques.

*Précipitation de I’ADN

Deux millilitres de NaCl 5M sont ajoutés dans chaque tube. Aprés une centrifugation de
10min a 4000 tours/min, le surnageant contenant I’ADN est transféré dans un autre tube et est
précipité avec deux volumes d’éthanol absolu froid. L’ ADN est visible a I’ceil sous forme de

filaments formant une méduse.

Cette derniere est récupérée et ensuite lavée avec une solution d’éthanol a 70% pour se
débarrasser des traces éventuelles de sels, puis séchée et dissoute dans des tubes eppendorf en
présence de 100 a 600ul de TE10/1 (Tris / HC1 10mM et EDTA 1mM ; pH = 8.0) selon la

E
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taille de la méduse. L’ADN est dissout totalement dans ce tampon sous agitation douce a

+4°C pendant plusieurs jours.

Figure 16 : Culot blanc

E
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1.3.5. Dosage de ’'ADN

Le dosage de I’ADN est effectué par la mesure de la densité optique par spectrophotométrie

d’un aliquote dilu¢ au 1/100 (20ul d’ADN + 1980ul d’eau distillée stérile).

Une premiére lecture a une longueur d’onde de 260nm nous permet d’estimer la densité

optique des acides nucléiques. Une seconde lecture est effectuée a une longueur d’onde de

280nm afin de déterminer une éventuelle contamination par les protéines.

Pour avoir un critere de pureté indicatif, le rapport de DO260nm/280nm est établi. Il doit étre

compris entre 1.8 et 2. Une valeur inférieure a 1.8 témoigne d’une contamination par les

protéines, et une valeur supérieure a 2 d’une contamination par les sels.

L'estimation de la concentration de I'ADN est déterminée selon la formule suivante :

1 unité de DO 50 ng d'ADN

N unités de DO 50 x N ng d’ADN

[ [ADN] = DO 260 x facteur de dilution x50 en ]

Tableau 8: Indications pour I’évaluation du degré de pureté d’ADN

RATIO

valeur

INDICATION DE PURETE

260/280

Entre 1.8 et 2

ADN pur

<18

Présence de protéines

>2

Contamination par I’ARN ou

les sels

ﬂ
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1.3.6. Conception des amorces pour la PCR

La conception des amorces est sans doute le paramétre le plus important pour le succeés de la
PCR. Toutes choses égales par ailleurs, une amorce mal congue peut empécher le

fonctionnement de la réaction PCR.

La séquence d’amorce détermine plusieurs choses, telles que la position et la longueur du

produit, sa température de fusion et finalement le rendement (Innis et Gelfand, 1994).

Une amorce mal congue peut conduire a une production faible, voire nulle, en raison d’une
amplification non spécifique et/ou a la formation de dimeres d’amorce, qui peuvent devenir

suffisamment compeétitifs pour inhiber la formation de produit.

Cette note d’application a pour but d’établir des regles dont il convient de tenir compte lors de
la conception d’amorces pour la PCR. Ce sujet est traité plus en détail dans d’autres
publications (Dieffenbach et al,. 1995).

*Sélection des amorces

Plusieurs variables doivent étre prises en considération lors de la conception des amorces pour

la PCR. En voici quelgques-unes des plus importantes:

* longueur de I’amorce,

* température de fusion (Tf),

* spécificite,

* séquences d’amorce complémentaires

* teneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G),

* sequence a I’extrémité 3.

Chacun de ces éléments essentiels est examiné dans les sections suivantes.
*Longueur de I’amorce

Comme la spécificité, la température et le temps d’hybridation dépendent en partie de la

longueur de I’amorce, ce parameétre est essentiel pour le succés de la PCR.

En général, les oligonucléotides entre 18 et 24 bases sont extrémement spécifiques de la
séquence, a condition que la température d’hybridation soit optimale.

ﬂ
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La longueur de I’amorce est également proportionnelle a I’efficacité de I’hybridation. En
général, plus I’amorce est longue, moins I’hybridation est efficace. Le nombre de matrices
amorcées diminuant a chaque étape, cela peut aboutir a une diminution sensible de produit
amplifié.

Les amorces ne devraient toutefois pas étre trop courtes, a moins que I’application I’exige
spécifiguement. Comme indiqué ci-dessous, I’objectif est de concevoir une amorce dont la

température d’hybridation est d’au moins 50 °C.

La relation entre la température d’hybridation et la température de fusion est I’une des «boites

noires» de la PCR.

Une regle générale est d’utiliser une température d’hybridation qui est 5 °C plus basse que la
température de fusion. Souvent, la température d’hybridation déterminée de cette fagon ne
sera pas optimale et il faudra procéder empiriquement pour déterminer la température

optimale. A cet effet, le plus facile est d’utiliser un thermocycleur a gradient.
*Temperature de fusion (Tf)

Se situera entre 56 et 62 °C il faut que les deux températures de fusion de I’amorce sens et

anti sens soient proche I’une de I’autre.

*Specificité
Comme mentionné plus haut, la spécificité de I’amorce dépend au moins partiellement de la
longueur de I’amorce. Il est évident qu’il y a beaucoup plus d’oligonucléotides uniques a 24

paires de bases qu’a 15 paires de bases.

Ceci dit, les amorces doivent étre choisies de telle sorte qu’elles aient une séquence unique
dans I’ADN matrice qui doit étre amplifié. Une amorce congue avec une séquence hautement

répétitive conduira a une trainée lors de I’amplification d’ADN génomique.

Toutefois, la méme amorce peut donner une bande unique si un clone unique d’une

bibliotheque génomique est amplifié.

Comme I’ADN polymérase Taq est actif dans une large gamme de températures, I’extension
de I’amorce se produira aux basses températures d’hybridation. Si la température est trop
basse, un amorcage non spécifique peut se produire qui peut étre étendu par la polymérase s’il

y a une homologie courte a I’extrémité 3’.
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En général, une température de fusion de 55— 72 °C donne les meilleurs résultats (a noter que

cela correspond a une longueur d’amorce de 18-24 bases avec la régle de Wallace).
*Séquences d’amorce complémentaires

Les amorces doivent étre congues absolument sans aucune homologie intra-amorce au-dela
de 3 paires de bases. Si une amorce posséde une telle région d’autohomologie, des structures
partiellement doubles brin en «épingles a cheveux» peuvent se former, qui perturberont
I’hybridation avec la matrice.

Un autre risque connexe est I’homologie inter-amorce. L’homologie partielle dans les régions
centrales de deux amorces peut interférer avec I’hybridation. Si I’homologie se situe a
I’extrémité 3’ de I’une ou de I’autre amorce, la formation de diméres d’amorce se produira, ce

qui, par compétition, empéchera le plus souvent la formation du produit désiré.

*Teneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G)

Les amorces devraient étre composées a 45-55 % de GC. La séquence d’amorce doit étre
choisie de telle sorte qu’il n’y ait aucune suite poly-G ou poly-C pouvant promouvoir une
hybridation non spécifique.

Les suites poly-A and poly-T doivent également étre évitées, car elles «respireront» et
ouvriront des parties du complexe amorce-matrice. Cela peut réduire [I’efficacité de
I’amplification. Les suites polypyrimidine (T, C) et polypurine (A, G) devraient également
étre évitées. Idéalement, I’amorce présentera un mélange presque aléatoire de nucléotides, une
teneur de 50 % en GC et une longueur d’environ 20 bases. La Tf se situera alors entre 56 et
62 °C (Dieffenbach et al., 1995).

*Séquence a I’extrémité 3’

Il est établi que la position terminale 3’ dans les amorces PCR est essentielle pour empécher
le mésamorcage.

Le probléme des homologies d’amorce se produisant dans ces régions a déja été examiné.
Une autre variable & considérer est I’inclusion d’un résidu G ou C a I’extrémité 3’ des
amorces.

Ce « crampon GC » contribue a la fixation correcte a I’extrémité 3’ en raison de la liaison
hydrogene plus forte des résidus G/C. Cela contribue également a une plus grande efficacité

de la réaction en réduisant au minimum la «respiration» qui pourrait se produire.
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1.3.7. Géne codant TNF alpha

Le gene de TNFm est situé sur le chromosome 6 au sein méme du systeme majeur
d’histocompatibilité.

le TNFz est produit par de nombreuses cellules : macrophages, monocytes, lymphocytes T et
B, kératinocytes, cellules mésangiales, épithéliales, endothéliales, basophiles et mastocytes,

polynucléaires neutrophiles, et éosinophiles, fibroblastes....

Chromosome 6: 31,575,512-31,578,391

Assembly exceptions. [

chromosome 6 I -2: B

Assembly exceptions. U

Region in detail @

1.00[Mb Forward strand =
31.20 Mb 31.40 Mb 31.60 Mb 31.80 Mb 32.00 Mb
Chromesome bands 21.33
Conligs ALB71883.3
Genes T N D
(Comprehensive set -
from GENCODE 26) -
F1 X¥bac-BPG208F13.15> <MIR8341 AICB
USPgP1 > XXbac-BPG248L24.12>  <Y_RNA
C3 HLA-B MICA < X¥bac-BPG181B23.
<WASF5P  <DHFRP2  LINCO1148> <PPIAPE IA
BOF13.14 <Y_RNA IFKBJL 1
LAC <HLAS < SNORPIT
< XXbac-BPG248L24.10 RPL15P4
RPL3P2 » FGFR3P1 > ATP
< XXbac-BPG248L24/13
< XXbacBPG289F13.18
< XXbac-BPG288F13.17
< XXbac-BPG32J3.20
31.20 Mb 31.40 Mb 31.60 Mb 31.80 Mb 32.00 Mb
Gene Legend B =rserbd protein coding I merged EnsemblHavans
Il processed transerpt Ml p:s=udogene
Il Rna gene

Figure 17: Localisation du géne TNF alpha
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e Recherche de la séquence de référence du géne TNF alpha :

La conception des amorces encadrant le TNF commence par la recherche de la séquence de
référence du gene TNF, pour cela la base de donnée <Ensembl» est utilisé grace au site

«www.ensembl.org s' comme montré dans la Figure

GLASTIOUAT | Bkt | Tods | Dowtkacs | i Coameratin | fog | Vimes S Exons  TNF exons Al exonsin this region

Markup  loaded

Gene: THF snscimring

Teseripion

Symnme

CAGACGCTCCCTCAGCAAGCACAGCACAGGACCAGCTAAGACGGACAGAAGCAACTACAG

ACCCCCCCTGAAAACAACCCTCAGACGCCACATCCCCTGACAAGCTGCCAGGCAGGTTCT
CTTCCTCTCACATACTGACCCACGGCTCCACCCTCTCTCCCCTGOAAAGGACACCATGAG
CACTGAAAGCATGATCCGGGACGTGGAGCTGGCCGAGGAGGCGCTCCCCAAGAAGACAGG
GGGGCCCCAGGOCTCCAGGCOOTGCTTGTTCCTCAGCCTCTTCTCCTTCCTGATCOTGGC
AGGCGCCACCACGCTCTTCTGCCTGCTGCACTTTGGAGTGATCOGCCCCCAGAGGCAAGA
Mg e G

Marked-up sequence @

Euoms T wans A o i g

Figure 18: Séquence du gene TNF par le site Ensembl, sont représenté en noir les séquences

non codante, en rouge les exons

Cette séquence est copiée dans un document Word, et la séquence d'intérét est encadrée,

comme montré dans la figure; pour faciliter notre recherche des amorces encadrant le TNF.
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e Ledesign des Primer:
Dans les ressources du National Center for Biotechnology Information (NCBI) nous avons

utilisé le logiciel Primer blast dans le site « www. ncbi .nlm. nih. Goy » afin de concevoir les
amorces recherchées.

CBI/ Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Reset page Save search parameters Relrieve recentresulis  Publication Tips for finding specific primers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @ Clear Range
ATCCCCGCCCCCGLGATOOAGAAGAAACCGAGACAGAAGGTCCAGGGCCCACTACCGLTTCCTCC
AGATGAGCTCATGGGTTICTCCACCAAGGAAGTTT TCCGCTGGTIGAATGATTCTTICCCCGCCCTC From To
CTCTCGCCCCAGGGACATATAAAGGCAGTIGTIGGCACACCCAGCCACCAGACGCTCCCTCAGCA | Forward primer 1 180

AGGACAGCAGAGGACCAGCTAAGAGGGAGAGAAGCAACTACAGACCCCCCCTGAL LACAACCCT )
CAGACGCCACATCCCCTGACAAGCTGCCAGGCAGGTTCTCTTCCTCTCACATACTGACCCACGGCT | Reverse primer 552
Or, upload FASTA file

@ Clear

Choisissez un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer

Cl

(53 on plus strand) <
Use my own reverse primer ) c
(5-+3 on minus strand) @ dar

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57.0 60.0 63.0 3 ]
(=) B

Exon/intron selection A refseq mMRNA sequence as PCR template input is required for options in the section @)

Exon junction span No preference Y@
Exon junction match Exonat 5 side Exonat3 side
7 4

Figure 19: L'outil primer blast
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II.Resultats
I1.1. Caractéristiques sociodémographiques

I1.1.1. Répartition des cas selon I'age

30,7%

35 7 23,1% 23,1%

8,6%

8,6% 8,6% 15,4%

SN SN\

M patient

M résisant

1,5 T 7,7% 4,3%

0 . . . . ./
4--10 11--20 21--30 31--40 >40 ans

Figure 20 : Répartition des cas selon I’age

L’&ge moyen des patients est de 33,23 ans, et il est de 20 ans pour les cas résistants.
Pour les patients, la tranche d’age la plus touchée (classe modale) est celle des [21-30 ans]
avec une fréquence relative de 31%, suivie de classes des [11-20 ans] et [31-40 ans], avec des

fréquences égales de 23%.

I1.1.2. Répartition des cas selon le sexe

M masculin

61.9% M féminin
,970

Figure 21: Répartition des cas selon le sexe
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Iy a une prédominance masculine (62%) avec un sex ratio de 1,62.

I1.1.3. Répartition des cas selon la profession

53,84%
777
6 1 71,4%
5 -
47 23,1% 28,6%
=70 ! M patients
37 15,4% M résistants
2 - 7,7%
. B
0 r T T f
sans éleveur berger  vétérinaire
profession

Figure 22 : Répartition des cas selon la profession

Plus de la moitié des patients sont sans profession, ce qui est en rapport avec la fréquence de

la contamination indirecte par voie digestive.

I11.1.4. Répartition des cas selon I'état matrimonial

_ 12,5%
résistants 53,8%
H marié
] 87,5% H célibataire
patients 46,1%
pd
o 2 4 & 8

Figure 23 : Répartition des cas selon I’état matrimonial

Pour les patients, le statut «mariage» est prédominant, avec une fréquence de 87,5%,

néanmoins, le statut « célibataire » est prépondérant chez les résistants (54%).
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I1.1.5. Répartition selon le contexte épidémiologique

1w
v

10 -

6 - M patients

4 - M résistans

0 T T T T
lait cru cas similaires zone profession
endémique exposée

Figure 24 : Répartition selon le contexte épidémiologique

L’appartenance a la zone endémique et I’ingestion du lait cru, sont majeurs pour les patients
et les résistants.

I1.1.6. Répartition selon les symptomes cliniques

53,84%
8 —
6 30,76%
4 - 15,4%
2 -
0 1 1 1
F+S+A F+S F

Figure 25 : Répartition selon les symptdémes cliniques

La forme typique « fievre sudéro algique » est prédominante chez les patients, avec une
fréquence de 54%.




Résultats

I1.1.7. Répartition selon le traitement

® DOXY+RIF

® DOXY+GENTA
61,5%

Figure 26: Répartition selon le traitement

61,5% des patients ont été traité par la bithérapie « Doxycycline + gentamycine » pour la
forme septicémique commune, et seuls 38,4% des cas ayant recu la bithérapie « Doxycycline

+ rifampicine » pour la forme focalisée.

I1.1.8. Répartition des cas selon I'évolution

® complications

7,6% M rechute

M guérison

Figure 27: Répartition selon I’évolution

La majorité des patients (77%) avait une évolution favorable avec guérison, 23% des patients
avaient des complications de la brucellose, et seuls 7,6% ont présenté des rechutes.
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I1.2. Caractéristiques génétiques

e Exploration des données de I’ADN

L’extraction et la purification des acides nucléiques sont les premieres étapes dans la plupart
des études de biologie moléculaire.

L’objectif des méthodes d’extraction des acides nucléiques dans le cas présent est d’obtenir
des acides nucleiques purifiés, afin de pouvoir mener une analyse spécifique de détection de

polymorphismes génétiques en utilisant la réaction de polymérisation en chaine (PCR).

La qualité et la pureté des acides nucléiques comptent parmi les facteurs les plus critiques
pour I’analyse PCR. La quantification de I’ADN et la détermination de sa pureté a été réalisé
grace a la spectrophotométrie, en utilisant la longueur d'onde 260 nm qui sont la zone

d'absorbance maximale des acides nucléiques.
e Dosage

Le rapport R entre la longueur d’onde 260/280 nous permet de savoir s’il y a présence de

protéines résiduelles dans la solution d’ADN.

Un rapport (R=260/280 nm) inférieur a 1,8nous indique une contamination aux protéines, par

contre un rapport supérieur a 2 nous indique une contamination par les sels.
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1. Les Patients

Tableau 9 : Résultats des dosages de I’ ADN extrait des patients atteint de Brucellose

[

10

11

12

13

14

Le dosage des ADN extrait des malades montrent de bonnes concentrations entre 218 et 1168

A B C D E
N/code DO260 DO280 | DO 260/280| Concentration d'ADN ng/ul

1/01-B17 0,0792 0,0608 | 1,13467049 396

2/03-B17 0,0436 0,0203 | 1,48805461 218

3/04-B17 0,063 0,0574 | 1,00756008 315

4 f05-B17 0,09 0,0758 | 1,18733500 450

5/06-817 0,0546 0,0412 | 1,32524272 273

6/07-817 0,2336 0,1619 | 1,44286597 1168

7 [os-B17 0,0534 0,0422 | 1,26540284 267

8/09-817 0,1617 0,1469 | 1,10074881 808,5

9/12-17 0,0797 0,0688 | 1,15843023 398,5

10/15-817| 0,0360 0,0341 | 1,08211144 184,5

11/17-817| o0,1100 0,0964 | 1,15041494 554,5

12/18-817| 0,1449 0,1468 | 0,98705722 724,5

13/21-817| 0,119 0,0917 1,304253 598

ng/ul pour les 13 ADN dosés.

Le calcul du rapport Do 260/280 montre que les 13 ADN contaminés par les protéines. Cela

dit le dosage doit étre refait par un autre spectrophotomeétre afin de confirmer ces résultats
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2. Les Résistants :

Tableau 10: Résultats des dosages de I’ADN extrait des sujets résistants a la brucellose

[

Le dosage des ADN extrait des résistants de la maladie brucellose montrent de bonnes

A B C D E
N/code DO260 DO280 | DO 260/280 |[Concentration d"ADN ng/ul
1 f 02-B17 0,0605 0,0499 1,21242485% 302,5
2 f 10-B17 0,0141 0,0086 1,63053488 70,5
31111-51}' 0,0898 0,0774 1,16020672 449
4 jl 13-B17 0,0506 0,0414 1, 22222222 253
5!14-51}' 0,2024 0,1624 1,24630542 1012
6 f 16-B17 0,0748 0,0673 1,11144131 374
7 ] 19-B17 0,1279 0,1053 1,21462488 630,5
3!2{]-51}' 0,1179 0,0061 1,22684703 580,5

concentrations entre 70,5et 1012 ng/ul pour les 8 ADN dosés.

Le calcul du rapport Do 260/280 montre que les 8 ADN contaminés par les protéines .Cela dit

le dosage doit étre refait par un autre spectrophotometre afin de confirmer ces résultats.
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e Résultats de la conception des amorces (TNF alpha)

La paire d’amorce est spécifique pour amplifier un produit de 445 paires de bases, Les
résultats obtenus par primer blast montrent deux amorces Forward et Reverse de 21 et 23
oligonucleotides de longueur respectivement. La température de fusion de chacune d’elle est

optimale et I’écart entre les deux températures est acceptable (60,27°c- 62,51°c).

Le pourcentage en GC dans les deux amorces Forward et Reverse est respectivement de

57,14 et 56,51 ce qui est favorable a une bonne hybridation spécifique.

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'+3) Template strand ~ Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ CGCCCCAGGGACATATARAGG Plus 2 137 157 6027 5714 500 200
Reverse primer  CTTGGGTGGGAGAGTGGATGAAG Minus PA] 51 559 €251 5652 300 0.00

Productlength 445

Products on intended target
=NC_000006.12 Home sapiens chromesome 6, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 443
Features associated with this product:
tumor necrosis factor

Forwardprimer 1~ CGCCCCAGGGACATATAAAGG 21
Template 313733 ... 31973343

Reverseprimer | CTTGGGTGGGAGAGTGGATGAAG 23

Template 31373967 ... 31375043

Figure 28: Résultat du Primer blast
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Discussion

La brucellose est endémique dans le bassin méditerranéen, en particulier dans les pays
d’Afrique du Nord(Pappas et al.,2006 , Seleem et al.,2010).

En Algérie, elle reste encore endémique jusqu’au ce jour, posant un probléeme de santé
publique aussi bien chez I’homme que chez les animaux. Plusieurs cas sont enregistrés tous

les ans et déclarés a I’'INSP Alger

Dans la présente étude, sur 21 cas déclarés au niveau du service des maladies infectieuses,
CHU de Tlemcen, I’age moyen des patients est 33,23 ans et celui des cas résistants est de 20
ans, la tranche d’age plus touchée est de [21-30]ans, avec une fréquence relative de 30,76% ,
ce qui est comparable avec I’étude menée a Sidi belabbes, par Tabet et coll.(Tabet- Derraz et
al.,2011) avec une fréquence de 31.84%. Ce sont les jeunes adultes professionnellement

exXposes.

La brucellose touche plus fréguemment les hommes (61,9%) par rapport au sexe féminin
(38,1%) avec un sex ratio de 1,62, ces résultats sont similaires a ceux retrouvés dans I’étude
de Tabet et coll.(Tabet- Derraz et al.,2011) avec une fréquence de 61,08% chez les hommes et
38,91% chez les femmes, cette prédominance masculine est liée aux  activités
professionnelles de I’élevage (éleveurs, vétérinaires, agriculteurs ..... etc.), ils sont donc, plus

exposés au risque de contamination, vu leur contact direct avec le bétail.

Par ailleurs, dans I’étude menée a Batna par Mahdjoub et coll.(Mahdjoub et al.,2013), une
prédominance féminine a été démontrée, avec un sex ratio de 0.63, ceci pouvant étre expliqué

par I’exposition fréquente des femmes a la maladie lors de I’élevage.

Concernant I’exposition alimentaire aux produits laitiers non pasteurisés, dans notre serie, les
résultats ne font que confirmer I’importance de la consommation des produits non pasteurisés
par la population générale avec 71,42 % de personnes qui consomment au moins un produit
laitier non pasteurisé. Cependant, la majorité des personnes ‘patients /résistants’ (90,47%)

sont originaires de zones endémiques.




Discussion

Nous avons réalisé au cours de cette étude un recrutement de patients atteints de Brucellose
ainsi que des résistants pour tous ces individus une extraction d’ADN, a partir du sang total, a
été effectuée. Les polymorphismes génétiques restent encore a étre explorer. Dans cet essor
on a réalisé une banque d’ADN en utilisant la méthode d’extraction au NaCl (Salting out),
afin de pouvoir mener une analyse spécifique de détection de ces polymorphismes en utilisant
la réaction de polymérisation en chaine (PCR). Le dosage des ADN extrait des malades
montrent de bonnes concentrations entre 218 et 1168 ng/ul pour les 13 ADN doses. Le calcul
du rapport Do 260/280 montre que les 13 ADN contaminés par les protéines. Et pour le
dosage des ADN extrait des résistants de la maladie brucellose montrent de bonnes
concentrations entre 70,5et 1012 ng/ul pour les 8 ADN dosés. Le calcul du rapport Do
260/280 montre que les 8 ADN contaminés par les protéines. Cela signifie que les dosages
doit étre refait par un autre spectrophotometre afin de confirmer ces résultats.
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CONCLUSION

La brucellose reste une infection d'actualité par I'importance de sa diffusion mondiale. Son

impact sur la santé publique est révélé par le nombre élevé des cas humains déclarés.

La population jeune et la profession d’éleveur étaient les plus touchées. Elle frappe le plus

souvent des hommes en pleine période d'activite professionnelle

Dans notre étude, le recrutement des patients atteints de Brucellose ainsi que des membres de
leur famille ayant consommé les méme aliments, et n’ayant pas contracté la maladie, dits

« résistants », puis I’extraction d’ADN, a partir du sang total, ont été réalisés.

Le dosage de I’ADN a montré 21 ADN contaminés par les protéines. Les séquences des

amorces encadrant le géne, ont été congues par I’outil de Primer-Blast.

Les perspectives de cette étude est de réaliser un génotypage au niveau de la région
promotrice du gene TNF alpha, des patients et des résistants Algériens, afin réaliser une étude
comparative cas-témoins. Ce travail nous a permis de nous initier aux techniques de biologie

moléculaire.

En effet, nous pouvons realiser des prélevements sanguins, des extractions et des dosages
d’ADN en toute autonomie. De méme, durant la période de ce travail un stage a été réalisé au
niveau du CHU Tlemcen.
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Annexe 1

Fiche d’enquéte

1 /l1dentification du patient :
Nom :
Prénom :

Sexe : Féminin Masculin
Age :

Profession :
Etat marital : célibataire | | Marié(€) [ | Divorcé(¢) | |
Tel : Adresse :

Ville (village) :
dentification du cas : malade [ | témoin | |

2/Contexte épidémiologie :

Profession exposé : Oui [ | Non [ |
ingestion du produits laitiers crus : Oui Non
Cas similaires dans I’entourage :Oui Q Non

on

Zone endémique : Oui
[ ] [ ]

3/Tableau clinique, traitement :

F .asymptomatique : Oui D Non E

Signes cliniques :

Fievre : Oui Non

Sueurs : Oui Non

Algies : Oui Non




Douleurs : Oui

Autres signes : Oui

Traitement :
Antibiotiques : Oui

Autre : Oui Non

4/Biologie:

FNS : leucocytose neutrophile

Non

Non

Non

Leuconeutropénie

Rose Bengale : Positif

Saw : Positif

5/Radiologie :

TDM=
IRM=

6/Profil génétique :

Résultats attendus :

Genes déterminés :

Négatif

Négatif

Annexe
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Annexe 2

Préparation des solutions:

Préparation de 1L de TE 10/10 :

-10ml tris-Hcl (1M, PH=8)
-20ml EDTA (0.5M, PH=8)

Préparation de 1L de TE 10/1 :

- 10ml tris-Hcl (1M, PH=8)
-2ml EDTA (0.5M, PH=8)

- gsp eau distille.

Préparation de la solution de lyse (100ml) :

- 1ml tris-Hcl (1M, PH=8)
-20ml EDTA (0.5M, PH=8)
-5ml SDS (10%)

- gsp eau distillé.

Préparation de NaCl (5M) :

Pour 5M : 292,25 g ------------- 1000ml eau distillée.

Préparation d’EDTA (0.5M, PH=8) :

Fait dissoudre 93,06 g de EDTA dans 400ml d’eau distillée puis ajuste jusqu’au

500ml, et avec du NaOH (5M) regle le Pha 8



Annexe

Préparation de TRIS Hcl (pH=8) :

121 ,14 g pour 1L

Equilibrer avec Hcl pour pH=8
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Résumé

Introduction : La brucellose, maladie contagieuse des animaux d’élevage, connue sous le nom de fiévre de Malte ou
mélitococcie. C’est une anthropozoonose, due a des bactéries du genre Brucella. Son extension est mondiale, avec une
prédominance dans le pourtour du bassin méditerranéen et les pays en voie de développement, ou elle pose encore un
véritable probléme de santé publique, et représente un surcodit économique important. La prévention de la maladie est

essentielle, compte tenu de son risque pour la santé humaine et son impact économique important.

Obijectif : Construction d’une biothéque d’ ADN par extraction d’ADN a partir du sang prélevé chez des patients atteints de

la maladie de brucellose et les résistants et aussi une conception d’amorces encadrant le géne TNF alpha.

Matériels et méthodes : 21 prélévements ont été effectués, dont 8 résistants et 13 malades, au niveau du service des maladies
infectieuses du CHU de Tlemcen. L’extraction de I’ADN est réalisée grace a la technique NaCl. Les concentrations de ces
ADN ont été dosés par spectrophotométrie a 260nm et a 280 nm. Des amorces spécifiques encadrant le gene TNF alpha sont
congues par I’outil Primer —Blast.
Résultats : Un total de 13 ADN est extrait des patients, et 8 ADN des sujets résistants. Le dosage de ces ADN a montré 21
ADN contaminés spécifiquement par les protéines.
Mots clés : Brucellose, ADN, amorces, géne TNF alpha, patients, résistants, Tlemcen

Abstract
Introduction: Brucellosis, a contagious disease of livestock, known as Maltese fever or melitococcus. It is an
anthropozoonosis, due to bacteria of the genus Brucella. Its extension is global, with a predominance in the Mediterranean
basin and the developing countries, where it still poses a real public health problem, and represents a significant economic
cost. Prevention of the disease is essential, given its risk to human health and its significant economic impact.

Obijective: Construction of a DNA library by DNA extraction from blood taken from patients with brucellosis disease and

resistant and also a design of primers framing the TNF alpha gene.

Materials and methods: 21 samples taken, including 8 resistant and 13 patients, in the department of infectious diseases of the
Tlemcen University Hospital. The extraction of the DNA is carried out using the NaCl technique. These DNAs are assayed
by spectrophotometry at 260 nm and 280 nm. Specific primers surrounding the TNF alpha gene are designed by the Primer-
Blast tool.

Results: A total of 13 DNA is extracted from patients, and 8 DNA from resistant subjects. The dosage of these DNAs showed
21 DNA:s specifically contaminated by proteins.

Key words: Brucellosis, DNA, primers, TNF alpha gene, patients, resistant, Tlemcen.
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