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Résumé 

CHlAO-o;st 
UNITÉ RIBLIOTRÈQUB 
•CJil/argu e t 

Le genre Bruce/la présente une grande homogénéité. Il s'agit d'un petit coccobacille Gram négatif 
et Stamp positif. L'antigène majeur est le lipopolyoside de la membrane externe. 

Chez les bovins, en pathogénèse sont envisagés les différents stades de l'infection : invasion, 
focalisation, avortement et maladie chronique, ainsi que les phénomènes immunitaires et la 
sensibilité individuelle à l'infection. 

La vaccination fait appel à des vaccins vivants (B19, B. suis 2, RB51 et rfbK) ou tués (45/20, 
antigènes purifiés). 

Le diagnostic de certitude est bactériologique par examen direct et culture. Le dépistage repose 
sur la mise en évidence des réactions immunitaires humorales (EAT, fixation du complément, tests 
ELISA, SAW sur le sérum; ring test sur le lait), ou cellulaires (test allergique). La vaccination 
est donc source d'interférences pour le diagnostic différentiel des animaux infectés et non infectés 
vaccinés. 

La brucellose a une répartition mondiale. Chez les bovins, le climat et le mode d'élevage 
interviennent dans son épidémiologie ; la faune sauvage peut jouer un rôle de réservoir. En 
fonction du niveau de prévalence et du mode d'élevage, elle présente différents visages : connue 
sous sa forme abortive dans les zones à faible prévalence ou dans les élevages de type intensif, elle 
se caractérise dans les élevages extensifs en zone d'enzootie par un faible taux d'avortements et 
des manifestations de l' infection chronique : les hygromas. 

Chez l'homme, c'est une zoonose exclusive. Les diverses espèces de Bruce/la sont plus ou moins 
pathogènes. La contamination se fait surtout par voie cutanée, parfois par voie buccale, voire par 
aérosol. Les Brucella résistent dans les laitages entre 24 h et 142 j selon le type de produit laitier 
et la température de conservation. parmi les populations à risque, les éleveurs sont 
particulièrement exposés. L'infection asymptomatique est fréquente et la maladie se présente le 
plus souvent comme une fièvre ondulante avec sueur et douleurs diffuses. Le traitement est long 
et coûteux et les rechutes ne sont pas rares. 

La brucellose entraîne des pertes de productivité des bovins, un coût élevé en santé publique et 
constitue une entrave aux exportations. En matière de santé publique, les autorités doivent en 
premier lieu informer les éleveurs des dangers de certaines pratiques pour eux comme pour leus 
bétail. La mise en place de programmes de lutte contre la maladie animale se justifie surtout dans 
les structures de type intensif. En zone d'endémie, la vaccination à dose réduite est envisageable. 

Mots-clés 

brucellose- Bruce/la- bovin - homme - bactériologie - pathogénèse - immunité - diagnostic -
vaccination - épidémiologie - économie. 
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Introduction 

L'objectif de ce travail bibliographique est d'obtenir une vue d'ensemble de la brucellose chez 
les bovinés en tenant compte des avancées dans le domaine bactériologique et dans la 
connaissance des réactions immunitaires mises enjeu lors de l'infection afin de bien comprendre 
leurs implications dans la vaccination et les techniques diagnostiques utilisées. 

S'agissant d'un travail de préparation à un stage sur le terrain ne seront abordés, dans la partie 
diagnostic que les tests facilement utilisables et reconnus au niveau international, l'OIE faisant 
référence. 

Si la maladie est identique à la surface du globe, sa traduction clinique connaît des variations 
importantes en fonction du niveau de prévalence et des modes d'élevage. Cet aspect sera 
développé dans le chapitre 5 avec une étude de l'importance économique de cette maladie 
particulièrement en zone d'enzootie, ce qui est le cas de la plupart des pays tropicaux 

Enfin le dernier chapitre de ce travail sera consacré à la brucellose humaine, son caractère 
zoonotique donnant un relief particulier à cette affection. 
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1. Aspects bactériologiques et structuraux du genre Bruce/la 

1.1. Généralités 

Les Bruce/la forment un groupe très homogène. Ce sont des coccobacilles de petite taille (0,6 à 
1,5 µm X 0,5 à 0,7 µm) immobiles, non sporulés, aérobies, parasites intracellulaires facultatifs. 

A l'observation microscopique il est facile de les confondre avec Coxiella bumetü et Chlamydia 
spp. qui ont la même morphologie. 

Le genre Brucella est négatif en coloration de Gram et positif en coloration de Stamp. 

A la mise en culture, suivant l'aspect des colonies lors de l'isolement initial, on distingue les 
souches lisses ou souches S (smooth) qui sont blanc nacré et les souches rugueuses ou souches 
R (rough) qui sont de couleur blanc cassé à brun avec un aspect rugueux [46 p. 13-14]. Les 
souches se développent lentement et sont catalase +et oxydase+. 

Le diagnostic de genre sera confirmé par agglutination par un sérum total anti-Brucella. 

Les Brucella ne seraient génétiquement liées à aucune autre espèce bactérienne pathogène pour 
l'animal, elles possèdent en revanche une étroite parenté avec des pathogènes et symbiotes du 
règne végétal en particulier Agrobacterium, Phyllobacterium et Rhizobium [67]. 

Les différentes souches de Brucella sont typées par les laboratoires spécialisés selon plusieurs 
critères culturaux dont les besoins en C02, en sérum, la production de H2S et la capacité des 
colonies à se développer en présence de fushine et de thionine. 

Le typage des Brucella fait également appel à des techniques modernes telles que l'utilisation 
d'anticorps monoclonaux permettant de différencier les antigènes membranaires de type A et M, 
et la sensibilité aux batériophages notamment la souche Tbilisi. 

Il existe actuellement six espèces de Brucella dont certaines ont plusieurs biovars. 

Chaque espèce est inféodée à un hôte préférentiel ou réservoir, au sein duquel la maladie est 
entretenue. Les différentes espèces de Brucella sont capables d'induire une infection dans de 
nombreuses espèces animales -et en particulier l'Homme- mais en l'absence du réservoir la 
maladie disparaît d'elle-même de la population. 



Tableau 1: Espèces et biovars de Bruce/la spp. et leur hôte préférentiel [44] 

espèce 

B. abortus 

B.melitensis 

B. suis 

B. neotomae 

B. avis 

biovar 

1,2,3,4,5,6,9 

1,2,3 

1,3 

2 

4 

5 

morphologie 

des colonies 

S* 

s 
s 
s 
s 
s 
s 

R 

hôte préférentiel 

bovins 
. . 

ovms, capnns 

porcs 

porcs, lièvres 

rennes 

rongeurs sauvages 

néotomes 

(Desert Wood Rat) 

ovms 

B. canis - R chiens 

* S : colonies naturellement en phase lisse ; R : colonies naturellement en phase rugueuse. 
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Différentes observations conduisent à penser qu'il n' existe en fait qu'une seule espèce de 
Brocel/a, toutes les espèces et souches identifiées n'étant en fait que des variants d'un organisme 
initial . 

• la grande homogènéité des caractéristiques génétiques des souches entre elles puisque les 
études d'hybridation mettent en évidence une homologie ADN/ADN supérieure à 90 % et une 
homologie ADN/ARN parfaite [17, 46 p. 16]. 

• la propriété des Brocella de se transformer en formes L lorsqu'elles sont exposées à certains 
antibiotiques ou à d'autres produits chimiques a été mise en évidence chez des patients traités 
ou en expérimentation. Cette transformation est réversible mais le rétablissement de la 
structure antigénique, de la composition chimique et de la virulence est en général incomplet 
par rapport à la souche parentale. 

• Expérimentalement une souche de B. abortus cultivée en présence d'hormones stéroïdes a 
abouti à la génèse d'une souche de caractères culturaux et morphologiques indifférenciables 
de B. avis [59]. Ce phénomène peut revêtir une grande importance épidémiologique étant 
donné la grande probabilité d'exposition des Brucella à des hormones stéroïdes dans 
l' organimes hôte. 



Deux candidats ont été proposés comme organisme géniteur possibles : 

• B. abortus biovar 2 (59], 
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du fait du grand nombre de biovars existant pour cette espèce, de l'expérimentation décrite plus 
haut et des exigences culturales de cette souche qui sont supérieures aux autres. 

Meyer propose le schéma suivant : 

B . neotomae 

B. 
B. abortus 1, 3, 4 , 5 

B. suis 2 B. suis 1 i t 
B . suis 3, 4 B. melitensis 

• B. canis 

Figure 1 : Phylogénie du genre Bruce/la [59] 

• B. melitensis 

L'étude de l' ADN des différentes souches et de la structure des lipopolyosides de la paroi 
bactérienne suggèrent quant à elles que la souche initiale serait B. melitensis (86, 46 p. 78]. 
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1.2. Ultrastructure de la membrane externe des Bruce/la et rôle des 
différents composants 

La membrane externe des Brucella présente la structure classique d'une bicouche lipidique 
dans laquelles sont incluses des protéines ayant un rôle fonctionnel dans la perméabilité 
membranaire : les porines. Cette membrane contient également des lipoprotéines et elle repose 
sur une couche de peptoglycanes à laquelle elle est fortement liée par liaison covalente [91]. 

b : de type rugueux (R) 

LPS-S : Lipopolyoside lisse; LPS-R : L1 po polyoside rugueux; 
Lp : Lipoproteine; PG : Peptidoglycane; Pl : Phospholipide; Po : Porincs 

Figure 2: Membrane externe des bactéries à Gram négatif[46 p. 53] 
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1.2.1. Le Lipopolyoside (LPS) 

Le LPS est une molécule présente à la surface de différentes entérobactéries. Il a été bien décrit 
pour des espèces telles que Salmonella ou E. coli. Celui des Brucella est maintenant mieux 
connu. 

Le LPS des B111cella est formé de 3 parties: un lipide A qui constitue le point d'ancrage dans la 
couche phospholipidique, un noyau ou core, sensible à l'hydrolyse acide et une chaîne 0 de nature 
polyosidique. Cette chaîne 0 est absente dans les souches R. Ces souches sont généralement 
moins virulentes que les formes S ce qui illustre bien l'importance de la chaîne O. 

R-LPS 

S-LPS 

~ 

A*colysis 

~ -
lipid A R-PS 

~ 
CELL AUTOCLA VH~G IN 
ACIO MEDIUM 

A 
~ ~ 
lipid A 

R-PS Ü-CHAIN 

S-PS 

Fig. 1. O;>cration~I dclinitons of LPS . 

,, 
(. ) n 

• 1 (1) 
O 4,6 dideoxy - • 2 0 

14 - lormamido - • 
CHAIN of_ - D - manno e 

p yra nosyl • • residues • • 
• • • 

·Glucose • 

Lipid 

Mannose e 
Quinovosamine • 

KDO ~ 
Glu cos amine:-

_; 

A Fatty acids 

s - LPS 

S - Polysaccharide 

• ·• · e R - Polysaccharide .. 
~I 

R - LPS 

f: ,;; 2. S·LPS ~nd n .LPS of lJr11ée>lla m c l11cnsis. 

Figure 3: Structure du LPS des Brucella [91) 
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Au cours de l'infection, le LPS est l'antigène majeur des Bruce/la initiant la réponse immunitaire 
humorale. Tous les test de diagnostic sérologiques actuellement utilisés sont basés sur la détection 
d'anticorps dirigés contre le LPS-S [17, 67, 47] . 

Les autres composés identifiés précédemment dans la littérature tels que l'haptène natif [90, 61] 
ou le polysaccharide B [15, 46 p. 83], tirent leurs proprités antigéniques de la présence de LPS 
dans leur composition. Certains auteurs proposent d'ailleurs d'abandonner toutes ces 
dénominations afin de clarifier la terminologie [91] . 

Dès 1932 une différence a été mise en évidence entre les espèces B. abortus porteuse d'un 
antigène A et B. melitensis porteuse d'un antigène M [88]. Les recherches ont permis de relier 
cette différence antigénique, bien caractérisée par l'utilisation d'anticorps monoclonaux, à une 
différence de structure de la chaîne 0 du LPS des Bruce/la. Dans le type A, la chaîne 0 est 
formée d'un homopolymère d'un pentose, tous les monomères étant reliés entre eux par des 
liaisons 1-2. Dans le type M, le pouvoir optique des extraits de chaîne 0 est différent. Les 
monomères sont identiques mais une liaison 1-3 s'intercalle dans la structure toutes les 4 liaisons 
[15]. L'utilisation d'anticorps monoclonaux montre qu'il existe des souches de caractéristiques 
intermédiaires. Les deux antigènes A et M seraient présents à la surface des Bruce/la. Il pourrait 
s'agir soit de deux antigènes distincts présents en proportions variables soit d'un seul antigène au 
sein duquel le pourcentage de liaisons 1-3 varierait entre 0 % type A) et 20% (type M) [ 46 p. 78]. 

Le LPS ne semble jouer qu'un rôle mineur dans l'établissement de l'immunité à médiation 
cellulaire. 

Outre son rôle antigénique, le LPS est largement impliqué dans la pathogénicité des Bruce/la. 
C'est un des éléments de l'endotoxine, dans la composition de laquelle entrent également des 
protéines et des phospholipides membranaires. 

L'activité biologique du LPS de différentes entérobactéries (Salmonella et E. coti en particulier) 
a été étudié sur les animaux de laboratoire. Une grande partie des effets enregistrés a été attribuée 
au lipide A Il est maintenant classiquement accepté que Bruce/la partage certaines propriétés 
avec ces autres germes avec des différences qualitatives et quantitatives, l'endotoxine de Bruce/la 
étant moins pathogène. 

L'effet biologique du LPS de Bruce/la serait dû à la conjugaison de sa toxicité propre et des 
phénomènes immunitaires qu'il induit [46 p. 73-74]. 
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1.2.2. Protéines de la membrane externe (PME) 

Différents groupes de protéines ont été identifiées en fonction de leur poids moléculaire. Parmi 
elles on distingue des porines qui ont un rôle fonctionnel dans la perméabilité membranaire et des 
lipoprotéines qui sont fortement liées aux peptidoglycanes [17, 15]. 

Les PME, administrées avec un adjuvant peuvent provoquer la synthèse d'anticorps circulants 
détectables mais leur rôle principal dans l'interaction hôte - bactérie est la stimulation des 
mécanismes de la réaction immunitaire à médiation cellulaire [15] . 

1.2.3. Protéines internes 

Le cytoplasme des Bruce/la contient de nombreuses fractions antigéniques, dont beaucoup sont 
de nature protéique. Ces éléments sont encore mal identifiés à l'exception de l'antigène A2, une 
glycoprotéine de fort poids moléculaire [ 15]. Des anticorps circulants dirigés contre cet antigène 
ont été identifiés chez des bovins et des caprins infectés. 

Les protéines de Bruce/la ont été extraites et purifiées. C'est le cas notamment de la brucelline 
INRA- dont il existe une présentation commerciale Brucellergène ® - qui contient plus de 20 
antigènes protéiques d'origine membranaire et cytoplasmique et est dépourvu de LPS. 
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2. Pathogénèse chez un animal sensible [35] 

2.1. Stade d'invasion et de multiplication loco-régionale 

Les muqueuses et la peau lorsqu'elle est érodée constituent les portes d'entrée de Brucella dans 
l'organisme. Les voies les plus courantes sont les muqueuses de l'oropharynx lors de l'ingestion 
de matières souillées mais aussi la conjonctive ou les voies respiratoires supérieures lorsque les 
animaux sont étroitement confinés et les muqueuses du tractus génital femelle, en particulier lors 
d'insémination artificielle [35]. 

A la porte d'entrée, les Brucella se multiplient localement puis gagnent rapidement les noeuds 
lymphatiques (NL) régionaux par voie lymphatique et y réalisent une deuxième phase de 
multiplication. 

Au plan lésionnel on observe dans les jours qui suivent l'infection, une réaction inflammatoire 
locale et 1 à 2 semaines après inoculation des noeuds lymphatiques réactionnels avec une 
hyperplasie des follicules lymphoïdes et du système réticulo-endothélial avec des micro­
hémorragies . 

2.2. Bactériémie et focalisation 

Si les défenses de l'hôte sont débordées, les bactéries passent dans le torrent sanguin dans les 10 
à 20 jours et sont disséminées dans tout l'organisme. Cette phase de bactériémie est assez longue, 
de 30 -50 j chez les ovins à plusieurs mois voire des années pour B. suis et B. canis. 

Les colonies bactériennes s'établissent alors dans des sites privilégiés qui sont chez les ruminants 
le système lymphatique et réticulo-endothélial (rate; NL régionaux de la tête, du tractus génital 
et de la mamelle chez la femelle) et les organes génitaux. Les bourses synoviales carpiennes 
constituent également une localisation fréquente. Enfin on peut observer une infection focale de 
la moelle osseuse, de l'oeil, de la corticale rénale ou du cerveau ces localisations étant plus 
souvent observées pour les espèces B. suis et B. canis. 

Pendant le dernier tiers de la gestation, l'organe cible de l'infection par B. abortus et B.melitensis 
est l'utérus gravide. Ce tropisme serait lié à la richesse de cet organe et des tissus foetaux en 
erythritol. Cette substance est effectivement un facteur de croissance pour la culture de certaines 
souches de Bruce/la ; cependant des souches insensibles a l' erythritol, dont B. abortus B 19, sont 
également à l'origine d'avortement [10, 20, 51, 79]. 

Les différentes localisations des Brucella au sein de l'organisme sont à l' origine de la 
symptomatologie qui est en général fruste, les seules signes cliniques observés étant souvent 
l'avortement des femelles en dernier tiers de gestation, non pathognomonique. L'allure 
épizootique des avortements peut orienter le diagnostic vers la brucellose. 
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Physio-pathogénie de l'avortement 

Lors d'un avortement brucellique on observe une placentite avec des lésions de nécrose plus ou 
moins étendues au niveau des cotylédons et de la membrane allanto-choriale avec présence d'un 
épais exsudat contenant des débris cellulaires et des colonies bactériennes. L'épithélium de 
l'endomètre reste en général intact sauflors d'infections secondaires. 

Différentes hypothèses complémentaires ont été formulées quant aux causes de l'avortement. 

• La placentite en perturbant les échanges foetaux maternels serait à lorigine d'une mort 
foetale. 

• Une diminution du taux de progestérone suite à l'atteinte du placenta qui est la seule source 
de progestérone pendant le dernier tiers de gestation déclencherait l'avortement. 

• L'endotoxine bactérienne à l'instar de celle d'autres bactéries aurait un effet abortif. 

• La réaction foetale à l'infection se traduit par une élévation de sa cortisolémie qui est un des 
facteurs déclenchants du part en fin de gestation. 

L'excrétion bactérienne est très importante au cours de l'avortement, l'avorton et ses annexes 
ainsi que les lochies sont hautement contaminés. 

2.3. Infection chronique 

Les femelles n'avortent en général qu'une seule fois. L'infection se maintient ensuite dans les 
noeuds lymphatiques, souvent au niveau de la mamelle, et au cours des gestations suivantes I' 
excrétion bactérienne reprend à un niveau inférieur, diminuant avec le rang de mise-bas [ 4 5, 22]. 
La guérison bactériologique est rare et dans cette phase de la maladie la symptomatologie est liée 
aux foyers d'infection non génitaux, surtout articulaires 

Dans ces autres localisations il y a multiplication bactérienne avec formation d'exsudats 
inflammatoires, les lésions étant plus ou moins encapsulées par une réaction conjonctive puis 
fibreuse d'où la formation d'abcès et d'hygromas dans le cas des lésions articulaires. Dans les 
troupeaux à forte prévalence où la maladie sévit de façon enzootique, les avortements sont rares 
et ce sont les principaux signes observés [17, 67]. 

On retrouve des Brocella dans le lait, le sperme et dans le liquide d'hygroma. 
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2.4. Phénomènes immunitaires en primo-infection 

2.4.1. Réaction non spécifique 

La traversée de l'épithélium muqueux et la multiplication locale des Brucella provoque une 
réaction immunitaire non spécifique avec recrutement des macrophages et affiux de polynucléaires 
neutrophiles, ces derniers ayant un rôle prépondérant [35, 64]. 

La virulence des souches de Brucella pourrait être liées à une double aptitude : être phagocytées 
puis survivre et se multiplier au sein de ces cellules [35, 49]. Cette survie est assurée par 
l'inhibition de la fusion des phagosomes et des lysosomes par un facteur de surface qui pourraient 
être des nucléotides: la guanosine monophosphate et l'adénosine [12, 11]. 

Chez les animaux immuns les immunoglobulines de type M et G (IgM et IgG) peuvent intervenir 
dans cette étape en opsonisant les antigènes bactériens ce qui active leur phagocytose, favorise 
le métabolisme oxydatif des macrophages mais inhibe la fusion lysosomiale [13, 48]. 

2.4.2. Réaction immunitaire spécifique à médiation cellulaire 

Le contact avec les antigènes bactériens au niveau local et dans les noeuds lymphatiques 
sensibilise des lymphocytes T générant une population de cellules T cytotoxiques spécifiques et 
induisant la sécrétion d'interleukines activatrices du système macrophagique. Certaines cellules 
T à grande longévité conserveront ensuite la mémoire de l'antigène, permettant un établissement 
très rapide des réactions cellulaires lors de réinfection, qui se manifeste par une réaction 
d'hypersensibilité retardée, utilisée à des fins diagnostiques [17]. 

2.4.3. Réaction humorale 

Les lymphocytes du groupe B réagissent 1 à 3 semaines après l'inoculation par la sécrétion d 'lgM 
puis rapidement d'lgG qui chez les bovins sont de deux types électrophorétiques : IgG l et lgG2. 
Les IgGl sont en général le type le plus représenté mais la proportion d'IgG2 tend à augmenter 
avec l'âge des animaux et le nombre d'expositions. En début de lactation, les IgGl font l'objet 
d'une exportation massive vers le colostrum. Dans ces deux cas les lgG2 peuvent alors être 
l'isotype dominant. 

L'âge est un facteur important de variation dans le niveau de la réponse humorale qui est souvent 
transitoire voire absente chez les jeunes animaux et chez les femelles dans la période qui entoure 
le part ou l'avortement. 

Dans le cas d'une infection par des souches sauvages les taux d'lgM et d'IgGl, après une phase 
de plateau de durée très variable selon la souche ou Je statut de l'animal, diminuent en dessous 
des seuils de détection. Les IgG2 restent présents pour une durée de plusieurs année. [79, 17 p. 
32]. 

Le lait contient également des IgA qui sont produites localement et ne sont pas détectées dans le 
sérum. 

L'efficacité de la réponse immunitaire spécifique dépend essentiellement des phénomènes 
cellulaires. On ne dispose pas actuellement d'outil permettant de l'évaluer : Les titres en anticorps 
pour l'immunité humorale, l'ampleur de la transformation lymphoblastique ou des réactions 
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d'hypersensibilité pour l'immunité à médiation cellulaire sont des marqueurs de la réaction 
immunitaire mais ne sont pas corrélés avec la protection contre l'infection. [79, 64, 46]. 

2.5. Facteurs de variation de la sensibilité individuelle à l'infection 

2.5.1. Age 

De nombreuses études tendent à prouver que les animaux sexuellement immatures sont peu 
sensibles à l'infection par Brncella [22] et que des veaux nés de mère infectées et élevés avec elle 
ne développent pas d'infection [71]. Cependant il convient de se méfier des infections latentes: 
environ 5 % des animaux nés de mères infectées restent sérologiquement négatifs mais effectuent 
une séro-conversion et avortent à leur première gestation avec un isolement positif [17, 79]. Ce 
phénomène peut revêtir une importance capitale dans les élevages cherchant à éradiquer la 
maladie. Une seule étude concernant le buffle fait état d'une incidence 6,2 fois plus élevée chez 
des veaux nés de mère infectée que chez les veaux nés de mère saine [3]. 

2.5.2. Race 

L'influence de la race est très controversée mais la rusticité semble un facteur de diminution de 
la sensibilité à l'infection, ce qui a été décrit pour beaucoup d'autres maladies [38]. Dans les races 
ovines on connaît des différences raciales de sensibilité à la brucellose. 

2.5.3. Sexe 

Les mâles semblent moins sensibles à l'infection brucellique que les femelles, même lorsqu'ils sont 
conduit avec le reste du troupeau [22]. Suite à l'infection ou la vaccination ils développent des 
titres en anticorps élevés [65]. 

2.5.4. Stade de gestation 

La sensibilité à l'infection des femelles augmente avec l'âge du foetus au moment de l'inoculation. 
Une étude a montré que la probabilité d'isoler des Brucella au moment de la parturition passait 
de 22 % pour un foetus de 60 j à 90 % pour un foetus de 150 j [22]. 

2.5.5. Statut immunitaire 

De nombreux animaux exposés ne deviennent jamais ni infectés ni séropositifs, d'autres après une 
période d'infection transitoire élimineront les bactéries et résisteront aux réinfections, d'autres 
enfin resteront infectés de manière permanente. Le déterminisme de cette sensibilité individuelle 
passe par des facteurs génétiques mais aussi par l'état général de l'animal et du niveau de 
couverture de ses besoins alimentaires en particulier. 
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3. Vaccination 

On distingue classiquement deux types de vaccins selon qu'ils contiennent des bactéries vivantes 
ou des corps ou fractions de corps de bactéries tuées. 

3.1. Vaccins vivants 

3.1.1. Vaccins à B. abortus B19 

Ce type de vaccin est actuellement le plus universellement employé. La souche de référence pour 
ce vaccin est la souche B 19 isolée au début des années 3 0 . Cette souche de Bru cella abortus de 
type lisse induit chez les animaux inoculés une infection modérée et transitoire. Cette faible 
virulence est stable même lors de passages répétés sur animal sensible. Elle confère une protection 
de bonne qualité contre les réinfections et plusieurs études de terrain ont établi au sein de cheptels 
infectés une réduction de la prévalence de la brucellose de 80 à 90% à la suite de la vaccination. 
Pour la production de vaccin, seule doit être utilisée la souche B 19 qui peut être obtenue auprès 
de l'USDA [67]. 

La durée de l'immunité conférée est longue; Mc Diarmid l'estime à 5 gestations ou plus [65]. 

La prémunition contre les infections est supérieure chez les animaux sexuellement matures mais 
elle reste acceptable chez les jeunes de plus de 2 mois. Une vaccination trop précoce est à 
proscrire chez les jeunes nés de mère infectée car les anticorps maternels absorbés avec le 
colostrum peuvent interagir avec la souche vaccinale jusqu'à 150 j. 

Sur le plan immunologique, la réaction de l'animal est calquée sur celle observée lors d'infection 
par des souches virulentes avec une apparition primitive des IgM dont le pic de sécrétion est à 13 
j rapidement suivie puis dépassée par une sécrétion d'IgG qui culmine entre le 28 è et le 42 è jour 
[65, 79]. 

Contrairement à ce que l'on observe lors d'une infestation par une souche sauvage, la population 
d'anticorps qui reste présente est de type IgM. 

La persistance de titres d'anticorps détectables dépend fortement du protocole de vaccination. 

3 .1.1 .1. Jeunes entre 3 et 6 mois 

L'administration sous cutanée à de jeunes bovins entre 3 et 6 mois est compatible avec 
l'établissement d'une protection satisfaisante avec une production d'anticorps vaccinaux 
transitoire, les animaux retrouvant des titres négatifs 16 à 18 mois après la vaccination. Cette 
propriété revêt une grande importance dans le diagnostic des animaux infectés et leur 
différenciation par rapport aux animaux vaccinés. C'est donc le mode de vaccination conseillé en 
zone d'endémie [ 17] . 

Les Etats-Unis ont également validé un protocole de vaccination avec une dose réduite à 3.108 

et 3 .109 bactéries chez les animaux de 4 à 12 mois mais on observe chez les animaux vaccinés 
après 6 mois 5 à 10 % de titres persistants en anticorps et ce type de vaccination est réservé aux 
aniamaux destinés à la boucherie [67]. 
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La dose standard est de 5-8.1010 bactéries administrées par voie sous-cutanée. Des essais sur 
zébus montrent que la dose vaccinale suffisante est certainement plus proche de 109 bactéries 
vivantes ce qui permet, en particulier dans les pays à faibles ressources, d'envisager la production 
de vaccins à un coût diminué, compatible avec le revenu des éleveurs [55]. 

Un nouveau mode d'administration a été développé avec une inoculation de la souche vaccinale 
5-10.109 par voie conjonctivale [37, 68, 69] qui emploi des doses réduites et entraine une faible 
réponse sérologique. 

une première administration chez des jeunes de 3 à 6 mois d'âge entraîne la séro-conversion de 
10 % des animaux. Le protocole comprend un rappel six mois plus tard, on observe alors une 
proportion de 15 % d'animaux séropositifs, mais tous sont redevenus négatifs au bout de 3 mois. 

La protection engendrée est comparable à celle obtenue par une administration sous-cutanée, la 
meilleure protection étant obtenue avec une injection sous-cutanée entre 3 et 6 mois suivie d'un 
rappel par voie conjonctivale 6 mois plus tard. 

3 .1.1 .2. Animaux adultes 

Les animaux âgés vaccinés développent des titres sérologiques élevés et persistants. Ce 
phénomène est observé même avec de très faible doses d'où la nécessité de réserver à ce seul 
usage les seringues ayant contenu un vaccin contre la brucellose [65, 34, 36]. 

L'intérêt de la voie conjonctivale est l'absence de titres sérologiques persistants même chez les 
animaux adultes tout en permettant l'établissement d'une protection efficace, ce qui permet 
d'envisager une vaccination de tous les animaux en cas d'urgence. 

Chez les femelles gestantes la réponse immunitaire est susceptible de varier avec le stade de 
gestation, avec une diminution observée dans le dernier tiers de la gestation [23]. Il a été 
démontré par ailleurs sur le modèle souris que la réponse immunitaire à médiation cellulaire est 
influencée par l'imprégnation oestrogénique [50]. 

3. 1. 1. 3. Effets indésirables 

La vaccination chez les jeunes peut occasionner une arthropathie à l'âge adulte en particulier au 
niveau de l'articulation fémoro-tibiale [65, 67]. 

• Femelles 

La vaccination des femelles gestantes en fin de gestation peut s'accompagner d'avortement dans 
0 à 5 % des cas [65]. La vaccination peut provoquer une hyperthermie transitoire avec abattement 
anorexie et chute de la production laitière pouvant atteindre les 30 %. 

La situation revient à la normale en quelques jours. Des réactions de type anaphylactiques sont 
possibles. 

• Mâles 

Les mâles semblent plus sensibles à la souche B 19 et peuvent déclarer une orchite vaccinale ; de 
plus, leur niveau de réactivité est supérieur et la persistance d'anticorps vaccinaux est fréquente, 
enfin des Brucella ont été isolée du sperme de mâles vaccinés. L'ensemble de ces éléments 
conduit à déconseiller la vaccination des mâles dans de nombreux pays [67] . 
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3.1.2. B. suis 2 

La vaccination par voie orale à base de B. suis 2 a été développée avec succès en Chine mais elle 
n'est pas standardisée au plan international et ne fait pas l'objet de recommandation par l'OIE. 
Ce mode d'administration présente des avantages certains et devrait faire l'objet de 
développements dans le futur. 

3.1.3. B. abortus RB51 et rtbK 

Cette nouvelle souche de type R vient d'être approuvée par l'USDA (février 1996) pour la 
vaccination du bétail. Elle n'entraîne pas la production d'anticorps détectables par les tests 
classiques et ne provoque que de rares avortements si elle est administrée aux femelles gestantes 
[76]. La souche rfbK possède les mêmes propriétés [6]. 

3.2. Vaccins tués 

3.2.1. B. abortus 45/20 

Cette souche de type R est utilisée tuée avec un adjuvant huileux. Ce dernier joue un rôle 
prépondérant dans l'établissement de l'immunité qui est essentiellement de type cellulaire. 

La protection conférée est faible chez les animaux de moins de 6 mois et même avec une injection 
de rappel elle reste inférieure à celle obtenue par une seule injection de B 19. 

Son emploi a longtemps été réservé à la vaccination des adultes dans les foyers de brucellose car 
ce vaccin ne provoque pas de réponse sérologique détectable par les tests classiques sauf en cas 
d'administration à des animaux sensibilisés par une vaccination ou une infection antérieure : la 
mémoire immunitaire est alors stimulée et il y a production d'IgG à des titres élevés, le Ring Test 
restant négatif Cette propriété peut d'ailleurs être exploitée pour le dépistage d'animaux infectés 
latents. 

Le développement de l'inoculation par voie conjonctivale de B 19 conduit à l'abandon progressif 
de ce vaccin. 

3.2.2. Antigènes purifiés 

Des résultats intéressants ont été obtenus avec des fractions purifiées de polyoside 0 et de 
protéines administrées conjointement [6]. 
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4. Diagnostic de la brucellose 

Le diagnostic clinique de la brucellose est ardu : le seul symptôme est souvent l'avortement 
qui n'est pas pathognomonique. L'aspect épizootique des avortements peut renforcer la 
suspicion de brucellose dans les troupeaux nouvellement infectés mais la confirmation passe 
nécessairement par le laboratoire. 

4.1. Diagnostic bactériologique 

C'est le seul diagnostic de certitude mais il manque souvent de sensibilité. 

Les prélèvements de choix sur animal vivant sont les produits de l'avortement (contenu 
stomacal, foie et poumons de l'avorton, annexes foetales) et les lochies. Le lait individuel, les 
sécrétion vaginales, le sperme et les liquides d'hygroma sont également exploitables. Post 
mortem on prélèvera les noeuds lymphatiques de la tête, du tractus génital et de la mamelle 
ainsi que la rate. 

Tableau II : Liste cumulative des paires de ganglions lymphatiques permettant la 
détection de 100 % de bovins positifs en culture à l'autopsie [47] 

Ganglions lymphatiques Animaux positifs 

Rétro mammaires 79,6 % 

Rétromammaires + Préscapulaires 89,6 % 

Rétromammaires + Préscapulaires + 93,9 % 
Rétro pharyngées 

Rétromammaires + Préscapulaires + 98% 
Rétropharyngées + Sous-maxillaires 

Rétromammaires + Préscapulaires + 
Rétropharyngées + Sous-maxillaires + 

100 % 
Iliaques 

4.1.1. Examen direct 

II se réalise par frottis ou calques d'organes et coloration de Stamp. Des confusions sont 
possibles avec des germes morphologiquement proches tels que Coxiella burnetii et 
Chlamydia spp. Cette méthode pêche par manque de sensibilité. Les techniques 
d'amplification géniques à la PCR (polymerase chain réaction) permettent d'abaisser le seuil 
de détection. 

4.1.2. Culture 

La mise en culture permet l'isolement des Brucella et le diagnostic de genre. Le typage doit 
être réalisé en laboratoire spécialisé (cf chapitre 1 ). 
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4.2. Dépistage par détection d'anticorps 

De nombreuses techniques ont été développées et cet aspect diagnostique de la brucellose fait 
toujours l'objet de nombreuses recherches ce qui illustre bien qu'il n'existe à ce jour aucune 
technique pleinement satisfaisante qui permette de dépister à la fois les animaux récemment 
infectés, les animaux souffrant d'infection chronique et les animaux infectés latents. 

Se pose en outre le problème de la différenciation des animaux vaccinés et des animaux 
naturellement infectés qui n'est toujours pas résolu, même si des pistes ont été découvertes. 
Ceci présente une grande importance économique tant pour la réussite des plans d'éradication 
de la maladie au sein d'effectifs et que comme obstacle majeur à la commercialisation 
d'animaux vaccinés [ 4 7] . 

L' 0 IE préconise pour le dépistage des troupeaux l'utilisation des épreuves à l'antigène 
tamponné, du Ring Test (troupeaux laitiers), ou de l'ELISA avec confirmation sur les animaux 
trouvés positifs par un test de fixation du complément ou un test ELISA 

Les épreuves de séro-agglutination lente font encore foi dans les échanges internationaux avec 
de nombreux pays dont l'Europe qui impose un titre maximum de 30 UI en séro-agglutination 
pour les animaux importés dans l'Union. Ces tests sont aujourd'hui dépassés et leur emploi 
doit être découragé [67]. 

4.2.1. Tests sur sérum 

Prélèvements 

Les prélèvements sanguins pour tests sérologiques doivent être réalisés sur tube sec maintenus 
1-2 h à 25-37°C puis réfrigérés à 4°C sans qu'il soit nécessaire de séparer le sérum du caillot. 
Le dosage sera effectué dans les deux semaines suivant le prélèvement. 

En cas de dosage différé dans le temps, la séparation du sérum sera effectuée et le prélèvement 
conservé à:::; - 20°C (58]. 

Variabilité des titres en anticorps 

On observe une forte variabilité individuelle des titres en anticorps en fonction du statut 
immunitaire de l'animal, de la virulence de la souche. et surtout de l'âge de l'animal. 

Standardisation 

Toutes les suspensions antigèniques utilisées font intervenir des suspensions de cellules totales 
inactivées préparées à partir de deux souches de références : souche 99 conservée au 
laboratoire de référence de l'OIE à Weybrige UK et la souche 1119-3 conservée au National 
Veterinay Services Laboratory de l'USDA (annexe 1). Ces préparations permettent la 
détection dans le sérum d'anticorps dirigés contre le LPS-S. 

Réactions croisées 

La communauté antigénique avec le LPS-S de bactéries telles que Salmonella urbana, E.coli 
0 : 157, Yersinia enterocolitica 0 :9 et Pseudomonas maltophilia peut donc provoquer des 
réactions croisées ou atypiques en cas d'infection par ces bactéries, pour tous les tests 
sérologiques. 
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4.2.1.1. Epreuves à l'antigène tamponné [EAT] [67, 58, 21] 

Le principe de ces tests est la mise en présence des corps bactériens colorés soit au Rose Bengale 
(test au Rose Bengale [RB] et Card Test) soit au vert brillant (Test tamponné d'agglutination sur 
plaque [BPAT]) avec le sérum testé. Après incubation et agitation, le mélange est observé, toute 
trace d'agglutination étant interprétée comme un résultat positif (cf annexes 1 et 2). 
L'automatisation de ces tests est possible et améliore leur sensibilité [18]. 

Une attention particulière doit être apportée à la température des réactifs qui doivent 
impérativement être à température ambiante. 

L'antigène du test au Rose Bengale fait l'objet d'une standardisation internationale par rapport 
à l'ISABS (International Standard Brucella abortus Sérum) qui peut être obtenu auprès du 
laboratoire de référence de Weybridge) de façon à ce que l'ISABS donne un résultat positif 
lorsqu'il est dilué au 1/47,5 et un résultat négatif au 1/55 [67, 58]. 

Les antigènes sont tramponnés à pH 3,65 ±0,05. L'acidité du milieu inhibant le pouvoir 
agglutinant des IgM, ces tests ne détectent que les IgG 1. 

• Avantages 

Ces tests sont très sensibles, faciles à réaliser, rapides et peu coûteux ce qui permet leur utilisation 
sur de grands effectifs. Leurs atouts positionnent les tests au Rose Bengale comme les principaux 
tests de dépistage à mettre en oeuvre en zone tropicale [75, 62, 30] 

• Inconvénients 

Les infections par des souches ayant une structure de type M comme B. melitensis et B. abortus 
biovar 5 sont parfois mal diagnostiquées [67, 18]. 

Ces tests réagissent aux anticorps vaccinaux et sont assez sensibles aux réactions croisées, en 
outre ils ne permettent pas toujours la détection d'animaux dont le sérum est riche en IgG2 : 
infectés chroniques ou en tout début de lactation (phénomène de zone) . 

Les résultats de l'agglutination sur plaque sont légèrement inférieurs à ceux obtenus par le test 
au Rose Bengale et le Card Test [ 4 7]. 

4.2.1 2. Fixation du complément [CFT] 

C'est le test de référence en matière de brucellose ; très sensible c'est aussi l'un des plus 
spécifiques. Il détecte exclusivement les IgG 1. 

Assez lourd à mettre en oeuvre, il est préconisé comme test de confirmation. C'est un test moins 
sensible aux réactions croisées et aux séquelles vaccinales que les précédents. En revanche il est 
sensible au phénomène de zone ce qui peut entraîner quelques rares faux négatifs. 

La standardisation des résultats se fait par titrage simultané du sérum testé et d'un sérum de 
référence calibré par rapport à l'ISABS, sachant qu'une ampoule de lml d'ISABS correspond à 
1 000 ICFTU (international complement fixation test unit), et que l'ISABS dilué au 1/200 doit 
donner un résultat de 50 % de fixation (cf annexel et 4)[58, 67]. 
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4.2.1.3 . TestsELISA 

De nombreux tests sur le principe ELISA existent. L'OIE recommande l'utilisation de tests dont 
les conjugués sont préparés avec la péroxydase de raifort (horseradish peroxydase) et sont 
spécifiquement dirigés contre les IgG 1. 

Ces tests ont une sensibilité et une spécificité comparable ou supérieure à celle de la fixation du 
complément, ils sont plus faciles à réaliser et peuvent en outre s'effectuer sur sérum et sur lait. 
Ils sont donc utilisables à la fois en dépistage et en confirmation. 

L'inconvénient majeur de ces tests résidait dans un manque de standardisation permettant une 
comparaison entre les résultats de différents laboratoires de diagnostic [84]. Mais il existe 
maintant des tests standardisés sur le serum de référence. 

Les recherches portent sur l'élaboration de tests réalisables rapidement (45 min) dans les 
conditions de terrain avec la mise au point de tests de type dot-ELISA [14]. 

4.2.1.4. Séro-agglutination lente [SAW. SAL. SAT. TAT] 

Ces tests sont dépassés techniquement mais encore largement employés dans le monde. Ils 
présentent un défaut de sensibilité et surtout de spécificité. La séro-agglutination lente met en 
évidence les IgM et les IgG2 [26]. 

Les IgM sont à l'origine d'agglutination non spécifique et différentes techniques ont été proposées 
pour les neutraliser : 

- l'ajout d'EDTA [58, 70, 83] qui élimine 70 à 80 % des réactions non spécifiques; 

- l'inactivation par la chaleur 

- l'inactivation par réduction des ponts disulfures par le mercaptoethanol [2-ME] ou le 
dithiothréitol [DTT]. Le 2-ME est préconnisé par Sandhu et Joshi sur le buffle 

- la précipitation par le Rivanol. 

Cette dernière est largement utilisée aux Etats-Unis et serait la technique de choix chez le buffle 
d'après Nicoletti [62]. 

Toutes ces modifications réduisent effectivement les réactions non spécifiques et les post­
vaccinales mais peuvent diminuer la sensibilité du test dans les infections récentes [ 4 7] . 
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Tableau ill: Fiabilité des tests de dépistage de la brucellose bovine d'après [47] 

Sensibilité 

nb d'animaux RB FC SAW 2ME 

1641 98,2 

491 91,8 91,8 

1671 74,9 79,0 68,9 59,9 

272 77,8 81,5 70,4 

Spécificité 

nb RB Ca rd FC BPAT SAW 2ME HIGT 
d'animaux Test 

11 0003 94,6 

1 1283 100 93,9 99,8 
(99,7-100)* (92,3-95,2) (99,4-100) 

7303 100 100 100 98,9 99,5 99,7 

804 100 92,5 85,0 
(95,4 - 100) (84,2 - 97 ,2) (75,1 - 92) 

3214 100 100 100 98,8 98,8 100 

1 : animaux naturellement infectés positifs en culture ; 2 : animaux expérimentalement infectés par 
B. abortus et positifs en culture ; 3 : animaux issus de troupeaux indemnes ; 4 : bovins vaccinés 
jeunes au B19 et d'âge >18 mois;* : entre parenthèses intervalle de confiance à 95 p.cent. 



22 

4.2.2. Tests sur le lait : Ring Test [RT] 

L'antigène est constitué de corps bactériens des souches 99 ou 1119-3 colorés à l'hematoxyline. 
La présence d'immunoglobines réagissantes dans le lait sera révélée par une coloration de 
l'anneau de crème supérieure ou égale à celle du lait (cf annexes 1et3)[67]. 

Le prélèvement de lait doit être recueilli dans un récipient en plastic. Il est réfrigéré pendant 24 
h à 4°C puis testé le plus rapidement possible. 

Le lait ne doit pas contenir de colostrum ni de lait de mammite qui sont à l'origine de résultats 
faux positifs et ne doit pas subir d'agitation violente. Il doit être suffisamment riche en matière 
grasse ; le cas échéant il peut être enrichi par de la crème prélevée dans un troupeau indemne [ 4 7, 
58]. Un lait trop riche en matière grasse - comme c'est souvent le cas pour le lait de bufflonne -
devra être dilué par du lait négatif collecté dans des élevages indemnes. 

Dans le cas d'un prélèvement individuel, le premier lait doit être écarté et les quatre quartiers 
doivent être prélevés car les titres en anticorps sont susceptibles de varier fortement : Roepke [74] 
a trouvé des variations de titre entre deux quartiers de facteur 1 à 400 avec une moyenne de 12,5. 

Le RT détecte la présence dans le lait d'IgM et lgA et dans une faible mesure d'IgGl. 

Sur lait individuel c'est un test de bonne sensibilité et spécificité appelant confirmation par une 
fixation du complément ou un test ELISA. on peut observer des discordances entre R T et 
sérologie: dans environ 20 % des cas l'infection ne touche pas la mamelle [80], de plus le RT est 
peu sensible aux réactions croisées ou aux anticorps vaccinaux. Inversement un R T peut être 
positif sans sérologie positive pour les animaux infectés latents. 

Réalisé sur lait de mélange, il est préconisé comme test de dépistage des cheptels infectés et 
comme outil de suivi des cheptels indemnes. Les mélanges testés ne doivent alors pas provenir 
de plus de 80 à 1 OO animaux afin de tenir compte du facteur dilution susceptible de diminuer la 
sensibilité du test de façon considérable [74]. 
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Tableau IV : Probabilité estimée de détecter une vache positive en Ring Test selon la 
taille du troupeau [74] 

Nombre de vaches Probabilité estimée Limite inférieure 

en production (%) (confiance 95 % ) 

1 99,3 97,5 

2 98,4 96,5 

4 96,7 95 

8 93,1 90,7 

12 87,1 82,5 

25 81,8 77,0 

50 69,6 65,3 

100 52,1 47,4 

200 38,9 34,3 

400 24,8 20,7 

Ce facteur de dilution peut diminuer considérablement la sensibilité de ce test comme l'a 
démontré Kerkhofs [52] qui a évalué la sensibilité du RT en milieu infecté à 56 % sur des 
prélèvements de lait de mélange. La spécificité observée était de 99,9 %. L'ELISA réalisée en 
parallèle a démontré une sensibilité de 98,6 % et une spécificité de 99 %. L'ELISA serait 
capable de détecter la présence d'un animal positif au sein d'un troupeau allant jusqu'à 2 000 
animaux. C'est le test de choix lorsque les troupeaux dépistés sont de grande taille et la 
prévalence faible du fait de sa sensibilité très supérieure [52, 33]. 

En zone de faible prévalence la valeur prédictive du RT semble faible. Elle a été estimée à 10-
20 % [ 4 7] . Cependant son faible coût permet de le renouveler souvent ce qui augmente sa 
sensibilité et sa spécificité et permet d'éviter que des animaux échappent de manière 
accidentelle ou volontaire au dépistage. La qualité d'un dépistage par le RT dépend plus de sa 
fréquence que de sa valeur intrinsèque. 

4.2.3. Perspectives de développement 

L'un des problèmes majeurs qui retiennent l'attention des chercheurs est la possibilité de 
différencier les animaux vaccinés des animaux infectés. L'analyse de la réponse sérologique 
aux antigènes protéiques de Brucella semble prometteuse dans ce domaine, avec l'utilisation 
de techniques sophistiquées telles que le Western blot [8] . 
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4.3. Tests allergiques [HTR] 

Ce test se réalise par administration intradermique de 0, 1 ml de brucelline dans le pli de la queue, 
le flanc ou l'encolure. La réaction allergique est lisible 48 à 72 h après l'injection et se traduit par 
un épaississement de la peau au point d'injection [67]. Idéalement la réaction doit être objectivée 
par mesure de la différence d'épaisseur du pli à l'aide d'un cutimètre ; sur le terrain on considère 
que toute réaction palpable est positive [56]. 

La brucelline employée le plus fréquemment est la brucelline INRA qui est un composé d' au 
moins 20 antigènes protéiques d'origine membranaire et cytoplasmique, dépourvu de LPS. Elle 
est bien caractérisée sur le plan physico-chimique et moléculaire, standardisée et dispose de 
techniques de titration ; elle n'induit pas de réaction aux tests sérologiques ou allergiques , 
provoque une réaction locale facilement détectable et est stable [15] . 

Les test allergiques ne sont pas utilisables sur des animaux vaccinés [64, 47]. 

La spécificité de ce test est de 100 % [47] et sa sensibilité de l'ordre de 60 à 80 % [67, 47]. Cette 
sensibilité peut être sous évaluée si on la compare aux résultats sérologiques car il n'y a pas une 
parfaite convergence entre les deux tests : sur des animaux infectés on observe en général 50 % 
d'animaux positifs sur les deux tests, 25 % des animaux positifs en sérologie et négatifs en tests 
allergiques et 25 % donnent des résultats inverses [ 15]. 

• Les animaux positifs seulement en intradermoréaction peuvent être des animaux en début 
d'infection ou des animaux infectés latents. 

• Pour les animaux positifs seulement en sérologie il peut s'agir de réaction croisées avec 
d'autres germes queBrucella, ou des animaux infectés chroniques en phase d'anergie comme 
cela a pu être observé dans le dépistage allergique de la tuberculose [64]. 

Les tests allergiques ne sont pas utilisables seuls pour l'éradication de la maladie au sein d'un 
effectif. Ils ont cependant le grand intérêt de révéler les animaux infectés latents, source 
potentielle de réinfection et de permettre l'élimination des réactions croisées dans le cas de 
sérologies atypiques. Leur emploi est donc vivement souhaitable en combinaison avec un 
dépistage sérologique [9, 47]. Néanmoins on peut les envisager comme test unique pour le 
dépistage des cheptels infectés lorsque ceux-ci sont de grande taille. 

4.4. Conclusion 

Il n'existe pas de test de dépistage parfait. On utilise une combinaison de tests capables de mettre 
en évidence différents effecteurs de la réponse immunitaire. Le diagnostic repose sur l'analyse de 
l'ensemble des résultats. · 
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Tableau V: Effecteurs de la réponse immunitaire en brucellose bovine [ 47] 

Tests Mécanismes immuns 

Immunoglobines Cellules T 

Gl G2 M A sensibilisées 

SAW - + + - -

RB + - + - -

FC + - - (?) - -

RT ± ± + + -

HTR - - - - + 

Vaccination ± + + + + 

Infection + ± ± + + 
- / ± / + : intensité de la réaction ou de la réponse. 

Tableau VI : Quelques cas significatifs de réponse aux tests de diagnostic individuel en 
brucellose bovine chez les animaux non vaccinés [47] 

Cas numéro 
Tests 

1 2 3 4 5 6 

SA W /RB/FC/ELISA + - - + + + 

HTR + - - - + -
RT + - + - - + 

culture + - + - - + 
(lait) 

culture + - + + 
(ganglions lymphatiques) 

interprétation + + + ? + + 

1 : cas très fréquent : tous les tests sont positifs 
2 : seule la culture des ganglions lymphatiques à l'abattoir est positive 
3 : infection localisée à la mamelle avec excrétion de Brucella dans le lait 
4 : réactions non spécifiques ou croisées ? 
5 et 6 : cas fréquents 
7 et 8 : non exceptionnel dans les brucelloses chroniques. 

7 8 

- -

+ + 

- + 

- + 

+ + 
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Tableau VII: Survie des Brucella dans l'environnement [45]. 

milieu température / viabilité 
environnement 

rayonnement solaire direct <31°C 4 h 30 

sol sec 4 jours 
humide 2 mois 
froid 5-6 mois 

eau -4°C 4 mois 
37°C < 1 jour 

foetus à l'ombre 6 mois 

unne 37,5°C 16 heures 
8°C 6 jours 

fumier été ljour 
25°C 1 mois 
hiver (-3 à 8°C) 2 mois - 1 an 

punn été/ hiver 3 - 6 mois 
lisier 10 - 15°C en tonne 1,5 - 8 mois 

laines en entrepôt 4 mois 

foin quelques jours à 
quelques mois 

poussières de rue 3 à 44 jours 
barrière d'enclos ou sol en 4 mois 
bois 

pâture ensoleillée 15 jours 
ombragée 35 jours 
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5.2.2. Mode d'élevage 

C'est le facteur prédominant. Il est parfois difficile de le démêler du précédent puisque climat et 
stratégie d'élevage sont intimement liés [2]. Le mode d'elevage fait intervenir trois facteurs 
aggravants vis-à-vis de l'infection brucellique: la concentration des animaux, la taille du troupeau 
et la fréquence des contacts entre les différents troupeaux. Ceci est parfaitement illustré par la 
situation en Afrique centrale [28, 29, 30, 31, 32] : pour un taux moyen d'infection des femelles 
reproductrices de 30 % on observe en effet de fortes variations. 

5.2.2 .1. Elevage traditionnel 

Dans les petits troupeaux de 10 à 20 bêtes conduits de manière traditionnelle en élevage extensif 
la brucellose est presque absente avec 15,4 % de femelles positives à l'examen sérologique. 

Dans les elevages petit-transhumants de zébus arabes où les troupeaux sont de taille modeste avec 
quelques dizaines de têtes mais où les animaux sont réunis en de vastes troupeaux (1 OO à 200), 
uniquement pendant la saison sèche, la brucellose est présente et 30 à 35 % des femelles sont 
positives. 

Dans les élevages transhumants de zébus bororo, où les troupeaux sont regroupés pour la nuit 
tout au long de l'année, l'effectif est de l'ordre de la centaine. Dans ces élevages la brucellose est 
fréquente et le taux de femelles positives élevé : 35 à 40 %. 

En périphérie des villes et des villages où la concentration des animaux est importante les taux 
d'infection sont particulièrement élevés. Akakpo [2] relève des taux d'infection de 42,5 à 55 % 
des animaux autour des villes au Burkina Faso, le taux moyen sur l'ensemble de la population 
étant de 12,5 %. 

5.2.2.2. Elevage semi-intensif. cas des ranches 

Les ranches d'élevage ont souvent constitué leur troupeau de départ par des campagnes d'achat 
auprès des éleveurs locaux. Ces derniers, conscients de la maladie, présentent en priorité les 
animaux dont ils souhaitent se débarasser : vaches avorteuses ou porteuses d'hygroma. Un 
contrôle à l'achat a révélé une prévalence de 40 à 65 % parmi les animaux proposés [2]. 

La conduite de troupeau elle même comporte de nombreuses occasions de rassemblements des 
animaux (distribution d'aliment, soins .. . ), source de dissémination de l'infection au sein des 
troupeaux. 

Dans ces conditions la brucellose peut devenir rapidement un problème pathologique majeur avec 
des taux d'avortement atteignant les 30-40 % des gestations, mais aussi des problèmes de non­
délivrance, une chute du taux de fertilité, une mortalité augmentée chez les jeunes .. . 

Des mesures de contrôle de la brucellose sont indispensables dans ce type d' élevage. 
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5.2.2.3. Politigue de renouvellement du troupeau 

L'introduction d'animaux extérieurs au troupeau constitue un risque important, comme Vaz [85] 
l'a démontré en Espagne au cours d'une étude portant sur la brucellose ovine. L'analyse 
statistique des facteurs de risques liés à l'infection d'un troupeau a mis en évidence trois facteurs 
majeurs : 

• La transhumance qui est une occasion de contact avec de nombreux autres troupeaux ; 

• l'étalement de la saison d'agnelage qui augmente la période à risque pour les animaux 
sensibles; 

• les stratégies de renouvellement par des animaux achetés. 

La taille des troupeaux est également liée au niveau d'infection mais ceci en relation avec le fort 
taux de réforme qui oblige à acheter des animaux. 

En élevage bovin, dans le cas d'un renouvellement avec des animaux nés sur l'exploitation, il faut 
tenir compte du mode de reproduction : la monte naturelle ne présente que peu de risques de 
contamination, en revanche l'insémination artificielle est un mode de contamination efficace [35]. 

5.2.3. Modélisation en zone indemne 

Darymple [24] propose une modélisation des risques d' introduction et de diffusion de la 
brucellose au sein du cheptel d'une zone saine qui prend en compte trois éléments : 

5.2.3.1. Le risque d'importation 

Il dépend essentiellement de la prévalence d'infection brucellique de la zone fournissant les 
animaux, des animaux eux même, notamment leur âge et leur statut vaccinal, et de la 
règlementation en vigueur dans les zones importatrices : restrictions des importations aux zones 
saines, dépistage avant achat et efficacité des contrôles à l'importation, en particulier le risque de 
fraudes. 

5.2.3 .2. Le risque d'exposition et de dissémination en cas d'introduction 

Les principaux facteurs sont la taille des troupeaux qui est proportionnelle à la fréquence des 
achats d'animaux et la densité animale qui augmente le risque de contamination par voisinage. 

5.2.3.3. Le risque de non détection 

Il met en jeu le type de tests employés pour le dépistage, leur fréquence de réalisation et 
l'efficacité des services vétérinaires chargés de les executer. 

La maîtrise de ces risques est un enjeu capital pour les pays . qui ont investi des sommes 
considérables pour l'éradication de la maladie : elle est à l'origine des recommandations de J'OIE 
dans le code zoosanitaire international (annexe 7). 
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5.2.4. Contaminations interspécifiques 

5.2.4.1. Contact avec d'autres espèces domestiques 

B. melitensis est pathogène pour les bovins. Lorsque ceux-ci sont élevés au contact de petits 
ruminants ils peuvent s'infecter ce qui présente des dangers particuliers au niveau de la santé 
humaine. Les petits ruminants sont rarements infectés par B. abortus. Les camélidés sont sensibles 
à B. melitensis et B. abortus et peuvent constituer une source d'infection pour les bovins. Les 
Equidés s'ils sont sensibles à l'infection par B. abortus ne sont en général pas des sources de 
contamination efficace pour le bétail. 

Le chien est une espèce sensible à l'infection par Brucella. Dans les exploitations infectées il 
présente fréquemment des sérologies positives et B. abortus a pu être isolée dans de nombreux 
cas. Les animaux se contaminent en ingérant des produits d'avortement brucellique. Les femelles 
gestantes peuvent avorter et excréter à cette occasion un nombre suffisant de bactéries pour 
contaminer des bovins au contact [ 42]. En outre, les chiens en transportant les produits 
d' avortement constituent un facteur important de dissémination de l'infection au sein d'un 
troupeau [39]. 

5.2.4.2. Rôle de la faune sauvage [82, 25] 

Des animaux séropositifs ont été trouvés dans de très nombreuses espèces sauvages [60]. Ceci 
témoigne de la capacité qu'ont les Brucella d'infecter de nombreux hôtes. La question est de 
savoir si l'infection est capable de se maintenir au sein d'une espèce sauvage ou si elle reflète 
seulement l'infection des troupeaux domestiques. 

Ainsi le rôle de réservoir de plusieurs espèces sauvages a été démontré pour plusieurs espèces: 
B. abortus a été isolé chez Bison bison, et Cervus elaphus canadensis aux Etats Unis et au 
Canada [25, 87, 81] dans des parcs nationaux et en dehors de toute recontamination par des 
epèces domestiques. Le bison européen Bison bonasus est également sensible à l' infection [53]. 
Rennes et caribous (Rangifer spp.) sont les hôtes spécifiques de B. suis biovar 4, pathogène pour 
l'homme [40] et les bovins [41]. Toujours en Europe, le lièvre pourrait jouer un rôle dans la 
dissémination de B. suis biovar 2 [77] . 

En Afrique, les espèces présentant des sérologies positives sont nombreuses [82] mais certaines 
sont plus fréquentes ce qui laisse supposer une sensibilité particulière et les identifie commes 
candidats au rôle de réservoir. Le buffle africain Syncerus caffer semble particulièrement sensible 
et une enquête menée dans le parc de Masaï Mara au Kenya a chiffré à 3 0 % le nombre de buffies 
sérologiquement positifs [25]. 

Des sérologies positives et des isolements bactériens sont assez fréquemment relevées chez le 
zèbre (Equus burchellia), l'hippopotame (Hippopotamus amphibius) et le gnou (Connochaetes 
taurinus) [25]. 
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Comme le chien, les carnivores sauvages pourraient jouer un rôle dans la dissémination de la 
maladie. Des sérologies positives ont été trouvées aux Etats-Unis chez le coyote (canis latrans) 
chez lequel la bactérie a également été isolée, le lycaon (Lycaon pictus), la hyène tachetée 
(Crocuta crocuta) et le chacal (Canis mesomelas). 

Les oiseaux charognards peuvent également jouer le rôle de transporteurs de matières virulentes. 

Le rôle des mouches par transport mécanique a été évoqué, mais il est certainement infinitésimal, 
la séparation des animaux permettant de prévenir leur contamination [ 16] . 

5.3. Epidémiologie analytique 

Dans un troupeau sain l'arrivée de l'infection brucellique se traduit par une vague d'avortements. 
C'est le visage de la maladie telle qu'elle est connue en pays tempérés et en zone tropicale dès 
que les conditions d'élevage s'intensifient comme cela a été décrit précédemment. 

Avec un mode d'élevage extensif, en zone d'enzootie, la brucellose se caractérise par un faible 
nombre d'avortements. En Afiique centrale le taux d'avortement brucellique a été évalué à 2 - 10 
% [28]. En moyenne 5,4 % des femelles avortent au moins une fois en 5 ans. L'infection 
chronique est de règle et les animaux présentent fréquemment des atteintes articulaires en 
particulier des hygromas. Des études menées en Afrique mettent en évidence une relation étroite 
entre la présence d'hygroma et une sérologie positive avec 85,2 % de concordance [2]. 

Tableau VIII: Concordance hygroma-sérologie d'après [2] 

pays Avortement sérologie 

Nbre de cas positive 

observés 

Burkina 7 5 

Cameroun 7 5 

Togo 13 13 

Total 27 23 

Cette relation entre le pourcentage d'hygromas et le pourcentage d'avortement est de type linéaire 
et pour le cas del' Afrique centrale Domenech [27p276] a calculé l'équation 

y=0,15+0,66x± 1%. 

Les hygromas sont bien connus des éleveurs et ils constituent un moyen efficace de dépister les 
troupeaux fortement infectés. Ils permettent en outre de se faire une idée de l'importance de la 
maladie en dehors d'une enquête sérologique [30]. 
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6. Importance économique de la brucellose 

6.1. Perte de productivité 

En Afrique centrale où la prévalence de la Brucellose bovine est importante avec environ 3 0% des 
femelles reproductrices sérologiquement positives, les pertes liées à la brucellose sont dues aux 
avortements qui détériorent les indices de fécondité : pour les femelles séronégatives on trouve 
une fécondité moyenne de 63,3 % qui passe à 54,4 % chez les femelles séropositives. Pour un 
troupeau avec 30 % de femelles positives on obtient donc une fécondité globale de 60,5 %. 

De plus les veaux nés de mère séropositive ont un taux de mortalité de 14 % contre 12,5 % pour 
les veaux nés de mère indemne [31] . Ces chiffres sont en accord avec les résultats trouvés dans 
le sud du Soudan [57] qui évaluent à 10 % la baisse du nombre de naissances de veaux avec un 
taux de séroprévalence de 25 %. 

La perte en production laitière suite aux phénomènes inflammatoires au niveau de la mamelle est 
de l'ordre de 10 % [17]. 

En fonction des caractéristiques économiques de la région, ces pertes représentent en Afrique 
centrale environ 6 % du revenu brut par animal [32]. 

6.2. Coûts de santé publique 

La brucellose est une zoonose. A ce titre elle occasionne des pertes, tant en travail qu'en coûts 
de traitements. L'analyse des coûts liés à la santé humaine n'a pas été réalisée en Afrique mais 
l'infection humaine n'est certainement pas rare. Une enquête réalisée au Bénin chez des éleveurs 
a révèlé 17, 7 % d'individus à sérologie positive avec 2 personnes sur 24 présentant des 
symptômes de brucellose chronique [7]. 

En Amérique latine l'évaluation des pertes liées causées par la brucellose bovine est de 240 à 600 
millions de dollars selon les auteurs [54, 43] auquels il faudrait encore ajouter un montant de 600 
$ par malade [ 54]. 

6.3. Obstacle à l'exportation 

Cet aspect est particulièrement important dans les pays développés tels que l'Europe et les Etats 
-Unis qui sont de gros exportateurs. Ces pays mettent en oeuvre des plans d'éradication 
extrèmement lourds et coûteux. 



34 

7. La brucellose humaine 

La brucellose est une zoonose exclusive. L'infection humaine se fait toujours à la suite d'une 
contamination animale. Plusieurs espèces de Brucella sont susceptibles d'infecter l'homme, 
provoquant une atteinte plus ou moins grave selon l'espèce en cause et la taille de l'inoculum. 

Tableau IX: Espèces de Brucella, hôtes animaux et pathogénie pour l'homme d'après [5] 

Espèce3 du genre 
Bru cella 

B. melitensis 

B. suis 

B. abortus 

B. canis 

B. avis 

Hôtes naturels 

capnns, 
ovms 

porcms, 
lièvres, 
rennes 

bovins 

chiens 

ovins (béliers) 

Autres espèces animales Maladie humaine 
touchées 

ammaux sauvages, grave 
bovins 

différentes espèces grave 
de faune sauvage (excepté biovar 2) 

ruminants sauvages, moms grave 
buffles d'eau 

néant bénigne 

néant néant 

a une sixième espèce, B. neotomae, n'a été observée que chez le néotome américain et ne présente 
guère d'intérêt pratique. 

7.1. Modes de contamination 

La voie d'inoculation la plus efficace chez l'homme est la voie cutanée. Lors de contact entre 
l'homme et des animaux ou de matières contaminées telles que le lait ou le fumier, les Brucella 
passent la barrière cutanée au niveau des coupures et des érosions. 

La voie orale est moins efficace, ce qui limite les risques de contamination par ingestion de lait 
et de produits dérivés. C'est surtout vrai pour B. abortus qui est plus sensible à l'acidité gastrique 
que B. melitensis et B. suis. 

La contamination par aérosol a été mise en évidence aux Etats-Unis dans des abattoirs de porcs. 
Une grande partie des cas de brucellose dans ce pays est d'ailleurs due à B. suis [66]. 

Du point de vue épidémiologique, deux populations sont donc à prendre en considération 

• les populations à haut risque : 
éleveurs, ouvriers d'abattoirs et personnel vétérinaire qui peuvent entrer en contact direct avec 

des matières contaminées, et ce fréquemment. D'autant plus que certaines pratiques d'élevage 
peuvent fortement augmenter ce risque comme l'hébergement des très jeunes animaux dans 
l'habitation familiale ou l'insufflation vaginale des vaches avorteuses pour favoriser un démarrage 
de lactation [2, 57]. 
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Parmi les populations à risque il faut mentionner également le personnel des laboratoires qui 
manipule des cultures de Brucella et est exposé au risque de contamination par inhalation, 
ingestion accidentelle lors de pipetage des cultures et projections de goutelettes virulentes dans 
l'oeil. Les vaccins animaux sont en principe sans danger pour l'homme mais des cas de brucellose 
aigüe ont été déclarés chez des vétérinaires suite à une administration accidentelle. 

• L'ensemble de la population en zone d'enzootie 
peut être concernée par une contamination orale, les principaux responsables étant les produits 
laitiers contaminés par B. melitensis : lait de chèvre ou de brebis, mais aussi lait de vache si celle­
ci est élevée avec des petits ruminants infectés. Les produits laitiers peuvent contenir des Brucella 
pendant des durées variables en fonction du traitement technologique. La pasteurisation est 
efficace vis-à-vis de Brucella et la maturation des fromages, si elle dépasse trois mois est en 
général suffisante pour assurer l'inocuité des produits [ 44, 66]. 

Tableau X: Survie des Brucella dans les produits laitiers d'après [45,66] 

Produit laitier Espèce Durée de Température pH 
survie {°C) 

Lait B. abortus 5-15 secondes 72°C 

B. abortus ljour 35-37°C 

B. abortus 18 mois 0°C 

B. abortus 24 h 25 - 37 -

B. abortus 18 mois 0 -

B. abortus <9h 38 4,0 

Crème B. abortus 6 semaines 4 -

B. melitensis 4 semaines 4 -

Crème glacée B. abortus 30 jours 0 -

Beurre B. abortus 142 jours 8 -

Fromages 

divers B. abortus 6 - 57 jours - -

Feta B. melitensis 4 - 16 jours - -

Pecorino B. melitensis < 90 jours - -
Roquefort B. abortus 2 mois - -

Erythrée B. melitensis 44 jours - -

divers B. melitensis 15 - 100 jours - -

Cheddar B. abortus 6 mois - -

Fromage B. melitensis 1 - 8 semaines - 5,0 - 7,6 

Petit lait B. abortus < 4 jours 17 - 24 4,3 - 5,9 
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Le bassin méditerranéen où l'élevage de petits ruminants et la consommation de lait et de 
fromages frais sont importants est la zone où la brucellose humaine pose les plus graves 
problèmes : plusieurs pays de cette région déclarent à l'OMS plus de 90 000 cas par an 
concentrés autour de la saison d'agnelage [1]. 

Plusieurs enquêtes réalisées en France[ 44] montrent que la maladie est prédominante dans les 
zones d'élevage ovin pratiquant la transhumance. 

• 42 % des personnes infectées appartiennent à des professions à risque dont 23 % 
d'agriculteurs et 13 % de professionnels de la viande. 

• 58 % des personnes n'exercent pas une profession à risque et se sont infectées en 
consommant du fromage de chêvre (54 %), par contact avec des animaux infectés (18 %), 
en manipulant du fumier (18 %) ou en consommant du lait de vache cru (16 %). 

La contamination par voie orale à partir de produits carnés a été également mise en évidence 
au Nord- Canada et en Alaska avec des infections humaines à B. suis biovar 4 en relation avec 
une consommation habituelle de viande et de moelle osseuse de caribou [66, 40]. 

L'ingestion du sang d'un animal vivant pourrait également être un risque important de 
contamination mais n'a jamais été investiguée [19, 66]. 

7.2. Symptomatologie [89] 

L'infection inapparente est de règle même pour les Brucella les plus pathogènes. On évalue à 
1: 8 le ratio malade : infectés [ 66] . 

Le niveau de satisfaction des besoins nutritionnels et la présence de maladies intercurrentes 
jouent un rôle important dans la résistance à l'infection. 

Tableau XI : Quelques caractéristiques de la brucellose humaine, importantes pour 
l'évaluation des traitements [73] 

Fréquence de l'infection asymptômatique 

Tendance à la guérison spontanée 

Multiplication intracellulaire 

Polymorphisme clinique 

Focalisation 

Rechutes 

Inexistence de critères définis de guérison 
(Cliniques ou· sérologiques) 

Possibilité de réinfections dans un milieu endémique 
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7.2.1. Atteinte générale 

La durée d'incubation est très variable, d'environ 3 semaines. La maladie se déclare avec 
l'apparition d'une fièvre dite ondulante du fait de l'allure irrégulière de la courbe de température. 
Elle s'accompagne fréquemment de sueurs nocturnes à odeur de "paille pourrie" et de douleurs 
diffuses, de myalgies et d'arthralgies. Le malade ressent une impression de fatigabilité, de faiblesse 
voire de dépression; l'anorexie est fréquente. A la palpation on détecte parfois une splénomégalie 
et une lymphadénite non douloureuse. 

Ces symptômes ne sont pas pathognomoniques mis à part l'odeur particulière de la sueur et ils 
sont rarement tous présents: par exemple la fièvre peut être légère ou absente dans environ 30 
% des cas de brucellose clinique (73]. 

Le polymorphisme de la maladie est très favorable à la confusion, en particulier dans les zones 
d'endémie paludéenne. De plus, des infections à B. abortus moins graves se traduisent souvent 
par un syndrôme fébrile transitoire souvent négligé. La brucellose est de ce fait une maladie 
vraissemblablement sous diagnostiquée. 

7 .2.2. Focalisation de la maladie 

7.2.2.1. Appareil génital 

Les patients masculins expriment une orchite dans 2 à 20 % des cas 

En revanche il n'y a pas de tropisme génital chez la femme : même en cours de grossesse, la 
brucellose ne déclenche pas d'avortement. 

7 2.2.2. Appareil digestif 

Les manifestation digestives, avec une douleur dans le cadran inférieur droit simulant une crise 
d'appendicite sont assez fréquentes surtout en cas de contamination par voie orale. 

7.2.2.3. Appareil urinaire 

On observe parfois une atteinte rénale avec une néphrite évoluant en pyelonéphrite ou formation 
d'abcès dans la corticale. 

7.22.4. ~ 

Les patients atteints de brucellose présentent fréquemment une uvéite qui serait plus liée à un 
dépôt d'immuns complexes qu'à un foyer infectieux localisé à l'oeil. 

7.2.2.5 . ~ 

L'endocardite brucellique est rare mais elle est régulièrement mortelle en l'absence de soins. La 
plupart des cas mortels de brucellose sont attribués à une atteinte valvulaire par B. abortus aux 
Etats-Unis et au Royaume-Uni. 
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7.2.2.6. Foie 

Une atteinte hépatique avec des lésions de type granulomateux est inconstante. Chez des patients 
en phase chronique on peut observer des abcès au foie et à la rate. 

7.2.2.7. Système nerveux central 

L'atteinte est rare. 

7.2.2.8 . Atteintes ostéoarticulaires 

la fréquence de ce type de lésion est très variable selon les auteurs. Elles apparaissent 
essentiellement chez des personnes en phase chronique c'est-à-dire plus d'un an après l'expression 
des premiers symptômes. Ces lésions sont susceptibles de laisser des séquelles après guérison du 
malade et toutes les espèces de Brucella peuvent les provoquer. 

Les localisations préférentielles sont la partie lombaire de la colonne vertébrale avec 
développement d'une spondylite et occasionnellement d'abcès paravertébraux et d'ostéomyélite 
sur les corps vertébraux adjacents. Le patient souffre alors de sciatique particulièrement 
douloureuse. 

Les autres articulations impliquées sont celles des membres inférieurs et la jonction sacro-iliaque. 

On peut également observer des atteintes articulaires aseptiques de type rhumatoïde, liées au 
dépôt d'immuns-complexes à ce niveau. 

7.3. Traitement 

Il n'existe pas de traitement efficace à 100 % et les rechutes sont fréquentes. Le traitement qui 
donne actuellement les meilleurs résultats est l'association Doxycycline-Streptomycine (78]. Les 
quinolones et les cephalosporines de 3 ° génération pourraient représenter une alternative 
intéressante [ 4]. Leur activité in vitro est excellente et ces molécules sont connues pour leur bonne 
pénétration cellulaire (72]. 

Quel que soit le traitement utilisé les durées sont longues, de l'ordre de 4 à 6 semaines, d'où un 
coût important et d'éventuels problèmes de disponibilité des médicaments dans certains pays. 
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Conclusion 

La brucellose a une double importance économique et sanitaire du point de vue de la santé 
humaine. 

Du point de vue économique la brucellose n'est pas une maladie prioritaire dans les zones où 
sévissent d'autres maladies telles que la peste bovine qui cause des ravages bien plus importants. 
Dans ces zones où la brucellose est enzootique elle peut cependant poser un problème graves 
lorsque les pratiques d'élevage évoluent vers un mode concentrationnaire. L'intensification de 
l'élevage, comme par exemple les élevages laitier en zone péri-urbaine en Afrique, doit tenir 
compte de ce paramètre [2, 28, 32]. 

La lutte contre la brucellose en zone d'endémie ne peut reposer sur des campagnes de dépistage­
abattage; dès lors seule la vaccination est envisageable [17, 63]. 

Il ne serait pas économiquement rentable de l'appliquer dans tous les élevages et elle devrait être 
réservée aux troueaux où la prévalence dépasse 20 % d'animaux positifs [32]. Les nouvelles 
méthodes de vaccination à dose réduite permettent d'envisager la mise à disposition de vaccins 
à un coût compatible avec la rentabilité économique pour un plus grand nombre d'éleveurs [55]. 

Dans un premier temps l'élément essentiel menant à une diminution de la prévalence de la 
brucellose bovine sera une information des éleveurs afin de les sensibiliser au danger de certaines 
pratiques telles que le percement des hygromas [2], et favoriser la maîtrise de la contamination 
par des techniques faciles à mettre en oeuvre telles que la destruction des produits d'avortement, 
l'élimination préférentielle des femelles avorteuses ou porteuses d'hygroma idéalement la 
séparation des femelles ayant avorté pendant quelques jours ... 

L'exemple des éleveurs du plateaux du Nord-Cameroun montre qu'avec quelques pratiques 
simples le taux de prévalence constaté est inférieur à celui attendu étant données le mode 
d'élevage [28]. 

De plus l'information des éleveurs revêt une importance en santé publique puisque ces derniers 
sont les principaux intéressés par la maladie. Il est important d'attirer leur attention sur le danger 
que peuvent représenter les femelles ayant avorté ainsi que les produits de l'avortement. 
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CHAPTER 3.2.1. 

BOVINE BRUCELLOSIS 

SUMMARY 

Bovine brucellosis is usually caused by Brucella abortus, · /ess frequently by B. melitensis , and 
rare/y by B. suis . lt is manifested by abortion, with exéretioh of the organisms in uterine discharges 
and in milk. Diagnosis depends on the isolation of Brucella tram abortion material, udder secretion 
or tram tissues removed at post-mortem. Altemative/y, specific ce/1-mediated or serologiC<ll 
responses to Brucelta antigens can be demonstrated. 

B. abortus, B. melitensis and B. suis are highly pathogenic for humans, and al/ infected tissues, 
cultures and potentially contaminated materials must be handled under conditions for biohazard 
containment. 

Identification of the agent: The demonstration by modified acid-fast or immunospecific staining of 
organisms of Brucella morphology in abortion material or vaginal discharges provides presumptive 
evidence of brucel/osis, espedal/y if supported by sero/ogical tests. Whenever possible, the 
organism shou/d be isolated, and the species and biovar should be identified by phage lysis and/or 
oxidative metabolism tests, and by cultural, biochemicaf, and serological criteria. The recently 
developed polymerase chain reaction and DNA probe methods provide additional means of 
detection. 

Serologlcal tests: The buffered Brucella antigen tests (rose bengsl plate agglutination test and 
buffered plate agglutination test) are suitable for screening herds and individua/ animais. The 
reactivity of positive samples should be confirmed by the camplement fixation test or by enzyme­
linked immunosorbent assay. The latter procedures can a/so be used for both screening and 
confirmation. The serum agg(utination test is inferior to other tests in specificity and sensftivity, and 
is not recommended if othèr procedures are available. The milk ring test pertormed on bulk milk 
samples is effective for screening and monitoring dairy cattte for brucel/osis, but is Jess reliable in 
large herds and is less sensitive with 8. metitensis. Another immunologiC<ll test is the brucellin skin 
test, which can be used for screening unvaccinated herds, provided that a purified, standardised 
antigen preparation (e.g. bruce/lin INRA) is available. 

Requlrements for vaccines and diagnostic blologlca/s: B. abortus Strain 19 live vaccine should 
be prepared from US-derived seed cultures 1, and each batch must conform to minimum standards 
for viability, smoothness, pathogenicity and ability to immunise guinea pigs and/or mice against 
challenge with a virulent Strain of B. abortus. B. melitensis Strain Rev. 1 vaccine may be used to 
immunise cattfe at risk of infection with 8. melitensis. lt shou/d be prepared tram approved seed 
cultures, and each batch must conform to minimum standards similar to those for B. abortus Strain 
19 vaccine. 8. abortus Strain 45120 adjuvant vaecine can be used to immunise cattfe of al! ages 
over 6 months, inc/uding pregnant animais. lt must be prepared from a rough seed strain and each 
batch must be checked for efficacy and to ensure that il lacks toxidty and does not provoke 
excessive /oC<l/ reaction or induce agglutinating antibody. Bruce/lin preparations for the intradermal 
test must be free of lipopolysaccharide and must not produce nonspecific inflammatory reactions 
or interfere with serological tests. Diagnostic antigens must be prepared from approved smooth 
strains of 8 . abortus and comply with minimum standards for identity, purity, sensitivity and 
specificity. Antigens for serological tests should be standardised aga/nst standard sera calibrated 
against the International Standard B. abortus serum. 

1 Obtainable tram the United States Oepartment of Agriculture (USDA). National Veterinaiy Services laboratory (NVSL). 1800 
Dayton Road. Ames. Iowa 50010, United States of America (USA). 
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A. DIAGNOSTIC TECHNIQUES 

Brucellosis in cattle (also called Bang's disease, 
contagious abortion) is usually caused by biovars of 
Bruce/la abortus. ln soma countries, particularly in 
southern Europe and western Asia, where cattle are 
kept in close association with sheep or goats. 
infection can also be caused by B. melitensis. 
B. suis rarely causes infection in cattle. The disease 
is usually asymptomatic in nonpregnant females. 
but adult male canle may devetop an orchitis . 
Following infection with B. abortus or B. melitensis, 
pregnant adult females develop a placentitis usually 
resulting in abortion between the 5th and 9th month 
of pregnancy. Even in the absence of abortion. 
profuse excretion of the organism occurs in the 
placenta, fatal flu ids and vaginal discharges. The 
mammary gland and associated lymph nodes may 
also be infected, and organisms may be excreted in 
the milk. Subsequent pregnancies are usually 
carried to term, but uterine and mammary infection 
recurs, with reduced numbers of organisrr.s in cyetic 
products and milk. ln acute infections, the organism 
is present in most major body lymph nodes. 
Brucellosis may be a cause of infertility and returns 
to service. Hygromas, usually involving leg joints, 
are a common manifestation of brucellosis in soma 
tropical countries and may be the only obvious 
indicator of infection; the hygroma fluid is often 
infected with Bruce/la. An arthropathy, usually 
affecting the femoro-tibial joint, has been recognised 
as an infrequent complication of vaccination with 
strain 19 vaccine (5, 9) . 

Brucellosis has aise been reported in the one­
humped camai (Came/us dromedarius) and in the 
two-humped carnet (C. bactrianus), especially when 
they are in contact with large and smalt ruminants 
infected with B. abortus or B. melitensis. ln addition, 
brucellosis has been observed in the domestic 
buffalo (Buba/us bubalus) . lt aise occurs in the 
African buffalo (Syncerus cafte) and various African 
antelope species. The manifestations of brucellosis 
in these animais are similar to those in cattle. 

Brucellosis is readily transmissible ta humans, 
causing an acute febrile illness - undulant fever -
which may progress ta a more chronic form, and 
can also produce serious complications affecting the 
musculo-skeletal, cardiovascular and central nerv­
ous systems. Infection is acquired by the oral, 
respiratory, conjunctival, or possibly other routes, 
often as a resutt of an occupational exposure. 
Ingestion of infected dairy products, however, 
constitutes the main risk ta the general public. 
Laboratory manipulation of live cultures or contam­
inated material tram animais is hazardous and must 
be done under conditions of biohazard containment. 

1. Identification of the agent 

Ali abortions in cattle should be treated as 
suspected brucellosis and should be investigated. 
The clinicat picture is not pathognomonic, although 
the herd history may be helpful. Smears of placenta! 
cotyledon, vaginal discharge and fatal lung, liver and 

OIF M ::i nu::i f 1 qqi; 

abomasal contents should be fixed with heat or 
ethanol and stained by the modified Ziehl-Neelsen 
(Stamp's), Kësters', Gram or Macchiavello methods, 
or with a fluorochrome- or peroxidase-labelled 
antibody conjugale . The presence of large aggre­
gates of intracellular, weakly acid -fast organisms of 
Bruce/la morphology or immunospecifically stained 
organisms is presumptive evidence of brucellosis . 
Care must be taken in the interpretation of results as 
other infect iou s ag ents may have similar 
morphology (e .g. Coxiella burnetii, Chlamydia) or 
imml.(nological cross-reactivity (e.g. Yersinia) . ONA 

·probes or polymerase chain reaction (PCR) 
metHbds can be used on smear or swab samples to 
demonstrate the agent. 

Genetie evidence indicates that all members of the 
Bruce/la genus are closely related and probably 
should be considered ta be variants of a single 
species. Nevertheless, there are real differences in 
hast preference and epidemiology displayed by the 
major variants, as well as molecular evidence of 
genomic variation. From a practical point of view, it 
is convenient to maintain the classification into six 
nomenspecies: B. abortus, B. me/itensis, B. suis, 
B. neotomae, B. ovis, and B. canis. The first three of 
these are subdlvided into biovars on the basis of 
cultural and serological properties. Bruce/la is not 
closely related ta any other known animal 
pathogens, but shows close genetic relatedness to 
soma plant pathogens and symbionts, including 
Agrobacterium, Phy//obacterium and Rhizobium. 

Culture of placenta! cotyledon, vaginal discharge, 
fatal tissues or abomasal contents, or hygroma fluid 
should be made on plates of serum-dextrose agar 
and serum-dextrose agar supplemented with 
bacitracin (25 µg/ml = 25,000 U), cycloheximide 
(1 OO µg/ml) , nalidixic acid (5 µg/ml), nystatin 
(1 OO units/ml). polymyxin B (5 µg/ml = 5,000 U), 
and vancomycin (20 µg/ml). Cultures can aise be 
made tram milk or colostrum, and from samples of 
tissues collected at post"mortem, such as mammary 
gland, uterus, supramammary, and internai iliac 
lymph nodes from females, and testes, epididy­
mides, seminal vesicles, accessory glands, external 
inguinal, and internai iliac lymph nodes from males. 
The parotid, mandibular and retropharyngeal lymph 
nodes, from either males or females, are good 
sources of the organism. 

As the numbers of Bruce/la organisms are likely to 
be lower than in abortion material, and as 
contaminating bacteria may be present in milk, 
colostrum and some tissue samples, enrichment is 
advisable in liquid medium consisting of serum­
dextrose broth, tryptone soya broth or Bruce/la broth 
supplemented with an antibiotic mixture of ampho­
tericin B (1 µg/ml), bacitracin (25 µg/ml), polymyxin 
B (6 µg/ml). and vancomycin (20 µg/ml) (all final 
concentrations). The enrichment medium should be 
incubated at 37°C in air supplemented with 10% 
(v/v) C02 for up to 6 weeks, with weekly subcultures 
onto solid setective medium. If preferred, a biphasic 
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system of solid and liquid selective medium in the 
same bottle (Castaneda technique) may be used ta 
minimise subculture. Ali culture media should be 
subject ta quality contrai and must support the 
growth of fastidious strains, such as B. abortus 
biovar 2. lrom small inocula . 

Any colonies of Bruce/la type (raised, convex. 
circular outline. transparent, smooth surface, slow 
growing) should be checked by examining a Gram­
stained or Stamp·s stained smear. Il organisms of 
Bruce/la morphology (small Gram negative or 
Stamp·s positive coccobacilli or short rads with 
rounded ends and slightly convex sidas) are seen, 
the colonies should be tested for agglutination with 
Bruce//a-spedfic ant iserum atter checking for 
dissociation. The latter is most easily tested by 
suspending colonies in 0.1 % (w/v) aqueous 
acrillavine: smooth colonies lorm a uniform 
suspension, nonsmooth colonies torm agglutinates. 
Il the colonies are smooth , they should be checked 
against antiserum to smooth B. abortus, or 
prelerably antisera monospecific for the A and M 
surface antigens. ln the case of nonsmooth 
colonies, isolates should be checked with antiserum 
to Bruce/la R antigen. 

Positive agglutination with a Bruce/la antiserum 
provides presumptive identification of the isolate as 
Bruce/la. Subsequent full identification is best 
performed by a reference laboratory (see Table 
pages 707-721 ). Additional identification should be 
done by using either oxidative metabolism tests 
(quantitative measurement by Warburg manornetry 
or Gilson respirometry, or qualitative measurernent 
by thin layer chromatography) or phage lysis tests to 
identify the species (in the latter case the phage 
lysis pattern is dependent on the colonial phase of 
the isolate and it is essential that this be determined 
correctly) (B). Identification to biovar level depends 
on examination for growth in the presence of basic 
fuchsin (pararosaniline) and thionin at final con­
centrations of 20 µg/ml, production of H2S (detected 
by lead acetate papers), requirement of C02 for 
growth, and agglutination pattern with A-, M- or R­
specific antisera. Reference strains should be 
included in each series of tests to contrai the quality 
of reagents and techniques. 

Identification of the vaccine strains B. abortus strain 
19 or B. melitensis strain Rev. 1, depends on fürther 
tests. ln the first case, lack of requirement for C02, 

inhibition of growth by benzylpenicillin (3 µg/ml = 
5 international units [IU]/ml), thionin blue (2 µg/ml) , 
and i-erythritol (2 mg/ml) (ail final concentrations), a 
high utilisation of LiJIUtamate (1). and a low 
residual virulence for guinea pigs, are characteristic 
of B. abortus strain 19. ln the second case, 
B. melitensis strain Rev. 1 has the normal properties 
of a biovar 1 strain of B. melitensis, but grows much 
more slowly on ordinary media, does not grow in the 
presence of basic fuchsin or thionin (20 µg/ml) or 
benzylpenicillin (3 µg/ml) (final concentrations), but 
does grow in the presence of streptomycin at 2.5 or 
5 µg/ml, has very weak urease activity, and shows a 
reduced virulence for guinea pigs and mice . (For 
lurther details see reis 1, 7 and 8.) 

Antigen detection methods based on latex 
agglutination. haemagglutination and enzyme-linked 
immunosorbent assays (ELISA) have been 
described. These have not been standardised and 
cannot be recommended for general use. 

The use of DNA probes or the PCR, based on 
selected sequences of the Bruce/la genome, is under 
experimental evaluation and methods suitable for 
general use are being developed (13, 14) . 

B. abortus biovar 1 is the type most frequently 
isolated from cattle worldwide , biovars 3 and 6 are 
common ·in Africa and some Asian countries, 
blovars 2-and 4 occur in addition to biovar 1 in North 
and South America. and biovars 5 and 9 are rare, 
but have been locally important in some countries in 
the past, e.g. Britain and Germany. ln South Africa. 
90% of B. abortus isolates are biovar 1, biovar 2 
constitutes most of the remaining 1 0%, and biovar 3 
is rare . ln western Europe, B. abortus biovars 1 and 
3 are the most frequently isolated. 

2. Serological tests 

For purposes of international trade, many countries , 
including those of the European Union (EU), still 
require that individual animais should not react in 
the serum agglutination test (SAT) to a level 
exceeding 30 IU. The EU also specifies an upper 
limit for the complement fixation (CF) test of 
20 ICFTU (international complement fixation test 
units). lt should be stressed that the SAT is 
unsatisfactory for the detection of bovine brucellosis, 
and its use for the purposes of international trade 
should be discouraged. The CF test is more 
sensitive and specific, and has a standardised 
system of unitage. lts use should be encouraged. 
The performance of ELISAs is comparable with that 
of the CF test, and as they are technically simpler to 
pertorm and more robust, their use may be 
preferred in many laboratories. Although full 
international agreement about standardisation has 
not been reached, it is being actively pursued. For 
contrai of brucellosis at the national or local level, il 
is usually necessary to follow screening using a 
rapid and simple test with a more specific 
confirmatory test pertormed on positively reacting 
samples. 

The buffered Bruce/la antigen tests (BBAT) (rose 
bengal plate agglutination test and buffered plate 
agglutination test) are suitable for screening herds 
and individual animais. Positively reacting samples 
should be retested using the CF test or an ELISA. 
The latter may be used for both screening and 
confirmation . Infection with B. melitensis might be 
overlooked by this test in the early stages of the 
establishment of the disease in the herd. 

The milk ring test performed on bulk milk samples is 
effective for screening and monitoring dairy cattle 
for brucellosis, but is less reliable in large herds. 
ELISAs are a more sensitive alternative. Beef cattle 
cannot be diagnosed by this method. An alternative 
immunological test is the brucellin skin test , which 
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can be used for screening unvaccinated herds, 
including beef cattle, provided that a purified, stand­
ardised antigen preparation (e.g. brucellin INRA, see 
Chapters 3.3.1. or 3.3.2. for address) is used. 

ln buffaloes (Bubalus buba/us), bison (Bison bison). 
yaks (Bos grunniens) and elk (Cerves canadensis). 
B. abortus infection follows a course similar ta that 
in cat11e. The same diagnostic procedures may be 
used for these species. The rose bengal plate 
agglutinat ion test is suitable for screening, and the 
CF test is the most satisfactory for confirmation . If 
the milk ring test is used for herd monitoring, the 
milk should be diluted in an equal volume of 10% 
sodium chloride solution before the test, to 
counteract the high fat content. 

ln camels (Came/us bactrianus and C. drome­
darius), the rose bengal plate agglutination test, 
SAT, CF test and milk ring test can be applied. The 
CF test is more sensitive than agglutination 
procedures for detecting reactors. The serum for this 
test should be inactivated by heating at 60-62°C for 
30 minutes. 

i;f ,, • Preparation of the antigens 

ji[ Antigen preparations made from smooth B. abortus 
::: strains 99 or 1119-3 are used as whole-cell 
f: suspensions in the various agglutination tests and in 
l:! the CF test. Similar preparations, but stained with * haematoxylin, rose bengal, or brilliant green/crystal * violet, are used in the milk ring, rose bengal and 
j:! buffered plate agglutination tests, respectively. 

1 B. abortus strain 99 (Weybridge) or B. abortus strain 
~ 1119-3 (USDA) should be used for diagnostic 
l~ antigen production2• The strains must be completely 
i smooth and nonagglutinable in saline and 0.1 % 
!i (w/v) acriflavine. They must be pure cultures and 
~ conform ta the characteristics of C02-independent 
~ strains of B. abortus biovar 1. The original seed 
m cultures should be propagated ta produce a seed lot 
~ that must conform to the properties of these strains, 
fil and should be preserved by lyophilisation or by 
~ freezing at liquid nitrogen temperature. 
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For antigen production, the B. abortus strain 99 or 
1119-3 seed culture is used to inoculate a number of 
patata-infusion agar slopes that are then incubated 
at 37°C for 48 heurs. Serum-dextrose agar, and 
Trypticase soy agar, ta which 5% equine serum or 
0.1% yeast extract may be added, are satisfactory 
solid media provided a suitable seed is used as 
recommended above. The growth is checked for 
purity, resuspended in sterile phosphate buffered 
saline (PBS), pH 6.4, and used ta seed layers of 
potato-infusion agar or glycerol-dextrose agar in 
Roux flasks. These are then incubated at 37°C for 
72 hours with the inoculated surface facing down­
wards. Each flask is checked for purity by Gram 

2 Original seed should be obtained from the OIE Referenœ 
LllbOratory for Bruœ llosis at CVL Weybridge, New Haw, 
Addlestone, Surrey KT15 3NB, United Kingdom (UK), or the 
NVSL of the USDA (see footnote 1) . 

staining samples of the growth, and the organisms 
are harvested by adding 50-60 ml of phenol saline 
(0.5% phenol in 0.85% sodium chloride solution) ta 
each flask. The flasks are gently agitated. the 
suspension is decanted, and the organisms are 
killed by heating at 95°C fo r 1 hour. Following a 
viability check, the ant igen is stored at 4°C. 

Atternatively, the cells may be produced by batch or 
continuou s culture in a fermenter , using a liquid 
medium containing (per litre of distilled water) 0-
glucose (30 g), a high-grade peptone (30 g) , yeast 
extract (Difco) (10 g), sodium dihydrogen phosphate 
(9 g), and disodium hydrogen phosphate (3 .3 g) . 
J)le initial pH is 6.6 , but this tends to rise to pH 7.2-
7.4 during1he growth cycle. Care should be taken ta 
check batches of peptone and yeast extract for 
capacity ta produce good growth without formation 
of abnormal or dissociated cells. Vigorous aeration 
and stirring is required during growth, and pH 
adjustment by the addition of sterile 0.1 M HCI may 
be necessary. The seed inoculum is prepared as 
described above. The culture is incubated at 37°C 
for 48 hours in the case of batch culture; continuous 
culture runs can be operated for much longer 
periods, but more skill is required to maintain them. 
The culture is harvested by centrifugation ta deposit 
the organisms, which are then resuspended in 
phenol saline. The organisms are then killed by 
heating at 80°C for 90 minutes and, following a 
viability check, are stored at 4°C. ln-process checks 
should be made on the growth from either solid or 
liquid medium to ensure purity, an adequate viable 
count and freedom for dissociation to rough forms. 
The packed cell volume of the killed suspensions 
can be determined by centrifuging 1-ml volumes in 
Wintrobe tubes at 3,000 g for 75 minutes. 

CF test antigen (Weybridge) is prepared from killed 
B. abortus strain 99 or 1119-3 concentrate by 
dilution in phenol saline to a packed cell concen­
tration of 2%. This is then diluted in phenol saline 
and titrated against the International Standard 
B. abortus serum (ISABS, obtainable from the OIE 
Reference Laboratory for Brucellosis, CVL Wey­
bridge [see footnote 2]) or an equivalent standard 
serum, and the cell concentration is adjusted to give 
the right sensitivity. After incubation at 37°C for 
18 hours, it should produce a stable greyish white 
suspension with no visible aggregation or deposit. 
The antigen used in the EU is standardised against 
the ISABS so as ta give 50% fixation at a dilution of 
1/200 of this serum. This dilution must aise show 
complete fixation at the lower serum dilutions, 
because tao weak (cir tao strong) a concentration of 
antigen may not produce 100% fixation at the lower 
dilutions of serum. When two dilutions of antigen 
are suitable, the most concentrated antigen 
suspension must be chosen in order ta avo id 
prozone occurrence. The antigen is generally issued 
as a concentrate and is diluted in CF diluent before 
each use. The antigen should not be frozen. 

Cells for use in the preparation of milk ring, rose 
bengal plate agglutination, buffered plate agglutin ­
ation, agglutination or CF test antigens should be 
checked for purity and smoolhness at the harvesting 
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stage. After killing, they must form stable sus­
pensions in physiological saline solutions and show 
no evidence of autoagglutination. A viability check 
must be performed on the suspensions after killing, 
and no growth must be evident after 1 O days· 
incubation at 37°C . 

a) Buffered Bruce/la antigen tests (prescribed 
tests for international trade) 

i) Rose bengal plate agglutination test 

Antigen for the rose bengal plate agglutin­
ation test is prepared by depositing killed 
B. abortus strain 99 or 1119-3 cells by 
centrifugation at, for example, 23,000 g 
for 1 O minutes at 4°C, and uniformly re­
suspending in phenol saline at the rate of 
1 g to 22 .5 ml. (Note: if sodium carboxy­
methyl cellulose is used as the sedimen­
ting agent during preparation of the cell 
concentrate insoluble residues must be 
removed by filtering the suspension 
through an AMF-CUNO Zeta-plus pre­
filter [Type CPR 01A] before staining.) To 
every 35 ml of this suspension, 1 ml of 
1 % (w/v) rose bengal (Cl No. 45440) in 
distilled water is added, and the- mixture is 
stirred for 2 hours at room temperature. 
The mixture is filtered through cotton 
wool, and centrifuged to deposit the 
stained cells which are then uniformly 
resuspended at the rate of 1 g cells to 
7 ml of diluent {21.1 g of sodium hydrox­
ide dissolved in 353 ml of phenol saline, 
followed by 95 ml of lactic acid, and 
adjusted to 1,056 ml with phenol saline). 
The colour of this suspension should be 
an intense pink and the supemate of a 
centrifuged sampis should be free of 
stain; the pH should be 3.65±0.05. After 
filtration through · cotton wool, the 
suspension is filtered twice through a 
Sartorius No. 13430 glass fibre prefilter, 
adjusted to a packed cell volume of 8% 
pending final standardisation against 
standard sera, and stored at 4°C in the 
dark. The antigen should never be frozen. 

When used in the standard test proce­
dure, the rose bengal plate agglutination 
test antigen should give a clearly positive 
reaction with 1/45 and 1/47.5 dilutions, 
but not 1/55 dilutions, of the ISABS in 
saline. lt should also give a pattern of 
positive and negative reactions with a 
panel of sera similar to that produced by 
a previously standardised batch. 

Test procedure 

Serum samples may be screened using 
the rose bengal plate agglutination test or 
card test. Serum (0.03 ml} is mixed with 
an equal volume of antigen on a white tile 
or enamel plate to produce a zone 
approximately 2 cm in diameter. The 
mixture is agitated gently for 4 minutes at 

,, 

ambiant temperature, and then observed 
for agglutination (1 }. Any visible reaction 
is considered to be positive. The test is 
very sensitive, especially in vaccinated 
animais. and positive samples should be 
checked by the CF test or by an lgG1-
specific procedure. False-negative reac­
tions occur and can be detected by 
retesting animais at intervals over at least 
3 months. 

ii) Buffered Brucella plate agglutination test 

Antigen for the buffered Bruce/la plate 
agglutination test is prepared from 
B.' abortus strain 1119-3 according to the 
procedure described by Angus & Sarton 
(2). The following description has been 
summarised from rel. 1 (Chapter 2) . 

Two staining solutions are required: a 
solution of brilliant green certified 
biological stain in distilled water (2 g/ 
1 OO ml} and a solution of crystal violet 
certtfied biological stain in distilled water 
(1 g/1 OO ml)_ Once prepared, the two 
solutions should be stored separately for 
a period of 24 heurs, and then mixed 
together in equal volumes in a dark bottle 
and stored in a· refrigerator for a period of 
no fewer than 6 months before use. The 
mixed stain may be used between 6 and 
12 months atter initial preparation, alter 
which it should be discarded. 

Buffered diluent is prepared by slowly 
dissolving 150 g of sodium hydroxide in 
3-4 litres of sterile phenol saline. Lactic 
acid (675 ml) is added to this solution, 
and the final volume is adjusted to 6 litres 
by adding sterile phenol saline. The pH of 
the solution should be 3.63-3.67. 

B. abortus packed cells are diluted to a 
concentration of 250 gllitre in phenol 
saline; 6 ml of stain are added per litre of 
the cell suspension, and the mixture is 
shaken thoroughly before being filtered 
through sterile absorbent cotton. The cells 
are spun down using a refrigerated 
centrtfuge, and the packed cells are then 
resuspended at a concentration of 
50 g/1 OO ml in buffered diluent (as 
described above). This mixture is shaken 
thoroughly for 2 hours, and is then further 
diluted by the addition of 300 ml of 
buffered diluent per 1 OO ml of suspended 
cells (i.e. final concentration of 50 g 
packed cells/400 ml buffered diluent) . The 
mixture is stirred at room temperature for 
20-24 hours before the cell concentration 
is adjusted to 11 % (w/v) in butfered 
diluent. This suspension is stirred 
overnight before testing. Pending final 
quafity contrai tests, the antigen is 
bottled, labelled with an expiry date of 
1 year, and stored at 4°C until required 
for use. The preparation should no! be 
frozen. /!? :,; 
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The pH of the buttered plate antigen 
should be 3. 7±0.03, and the pH of a 
serum:antigen mixture of ratio 8:3 should 
be 4.02±0.04. The 11 % stained-cell 
suspension should appear blue-green. 
Each batch of buttered plate antigen 
should be checked by testing at least ten 
weakly reactive sera and comparing the 
resutts with one or more previous batches 
of antigen. If possible, the antigen 
batches should be compared with the 
standard antigen prepared by the NVSL 
of the USDA (see foot note 1 ). 

Test procedure 

Serum samples may also be screened 
using the buttered plate agglutination test. 
Serum (0.08 ml) is mixed wrth a 0.03-ml 
volume of antigen on a glass plate 
marked in 4 x 4 cm squares. After the 
initial mixing, the plate should be ratated 
three times in a tilting motion to ensure 
even dispersion of the reagents, and then 
incubated for 4 minutes in a humid 
chamber at ambiant temperature (20-
250C). The plate should be removed and 
ratated as above, and then returned for 
a second 4-minute incubation. At this 
point, the plate should be removed ?nd 
rotated and observed for agglutination 
(1 ). Any visible reaction is considered 
to be positive. Like the rose bengal 
plate agglutination test, the test is very 
sensrtive, especially in vaccinated 
animais, and posrtive sarnples should 
be checked by the CF test or by an 
lgG1-specific procedure. False-negative 
reactions occur and can be detected by 
retesting animais at intervals over at least 
3 months. 

Complement fixation test (a prescribed test 
for international trade) 

The most widely accepted confirmatory test is 
the CF test. Numerous variations of ft exist but, 
whichever procedure is selected, the test must 
use an antigen that has been prepared tram an 
appraved smooth strain of B. abortus, such as 
strain 99 or 1119-3, and standardised against 
the second ISABS. Antigen for the CF test can 
be prepared by special procedures (1, 12) or 
antigen that has been prepared for the 
standard agglutination test can be used after 
diluting the stock :;uspension 1 in 200 in CF 
test butter before standardisation. The packed 
cell volume of the concentrated antigen 
suspension for CF test should approximate 2% 
before standardisation against the second 
ISABS, as described below. The phenol 
concentration must not exceed 0.5%. The 
appearance of the antigen when diluted 1 in 1 O 
in phenol saline must be that of a uniform, 
dense, whfte suspension with no visible 
aggregation or deposit after incubation at 37°C 

for 18 hours. lt must not produce anti­
complementary effects at the working strength 
for the test. The antigen should not be frozen. 

A convenient procedure is the microtitration 
method (see Chapter 3.3.2. Caprine and ovine 
brucellosis (excluding B. avis infection] for 
other procedures}. Ali dilutions are made in a 
butter prepared from a stock solution of 
sodium chloride (42.5 g}, barbituric acid 
(2.875 g) , sodium diethyl barbiturate (1.875 g) , 
magnesium sulphate (1.018 g), and calcium 
chloride (1.147g) in 1 litre of distilled water and 
diluted by addition of four volumes of 0.04% 

, ... gelatin solution before use (CF test buffer) . The 
,-indicator system is a 3% suspension of fresh 

sheep red blood cells (SRBC) sensitised with 
an equal volume of rabbit anti-sheep RBC 
serum diluted to contain five times the 
minimum concentration required to produce 
100% lysis of the SRBC in the presence of a 
1/30 dilution of fresh guinea pig complement. 
The latter is independently titrated to determine 
the minimum concentration required to pro­
duce 100% lysis of a sensitised SRBC 
suspension; this is defined as the unit of 
complement. The standard B. abortus agglu­
tination test antigen should be diluted in a CF 
test butter to a concentration that gives 50% 
fixation of complement (1.25 units) at a dilution 
of 1/200 of the second ISABS (obtainable from 
the OIE Reference Laboratory for Brucellosis, 
CVL Weybridge [see footnote 2]). The test sera 
are diluted ln equal volumes of CF test butter 
and inactivated by heating at 58°C for 
50 minutes. 

Test proc~ure 

i) Using standard 96-well U-bottom micro­
titre plates, volumes of 25 µI of diluted 
test serum are placed in the wells of the 
first and second raws, and 25-µI unit 
volumes of CF test butter are·added to ail 
wells except those of the first raw. 

ii) Serial doubling dilutions are then made 
by transferring 25-µI volumes of serum 
tram the second row onwards. 

iii) Volumes of 25 µI of antigen, diluted to 
working strength, and 25 µI of comple­
ment at 1.25 units strength, are added to 
each well. Contrai wells containing diluent 
only, serum + complement +diluent, anti­
gen + complement + diluent, complement 
+ diluent, are set up to contain 75 µI totaf 
volume in each case. 

iv) The plates are incubated at 37°C for 
30 minutes with agitation for the initial 
10 minutes, or at 4°C overnight. 

v) Volumes of 25 µI of sensitised SRBC 
suspension are added to each well, and 
the plates are reincubated at 37°C for 
30 minutes with occasionaf agitation for 
the first 1 O minutes. 
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vi) The results are read after the plates have 
been left to stand at 4°C for 2-3 hours to 
allow unlysed ce lis to settle. 

The degree of haemolysis is compared with 
standards corresponding to 0, 25. 50, 75 and 
100% lysis. Resutts should always be 
expressed in !Us, calculated in relation to those 
obtained in a parallel titration with a standard 
serum calibrated against the ISABS. ln 
general, sera giving posrtive fixation at a titre 
equivalent to 20 ICFTU/ml or greater, are 
considered to be posrtive. False-positive 
reactions may arise in the testing of vaccinated 
animais . Females that have been vaccinated 
with strain 19 vaccine at the age of between 
3 and 6 months, are considered to be positive 
if the sera give a positive fixation at a titre of 
30 ICFTU/ml when the animais are tested at 
an age of 18 months or older. False-positive 
reactions may also occur in animais infected 
with organisms antigenically related to 
Bruce/fa. These usually cause far fewer 
problems in the CF test !han in agglutination­
based tests. 

Indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (a prescribed test 
for international trade) 

Numerous variations of this indirect ELISA 
have been described. Commercial tests are 
available. Only those ELISAs that use B. abor­
tus smooth lipopolysaccharide (LPS) should be 
recommended. The range of bovine immuno­
globulin isotypes and subclasses detectable by 
ELISA is dependent on the specificity of the 
anti-immunoglobulin (or secondary antibody) 
conjugale used. An indirect ELISA specific for 
lgG1 antibody detection gives results closely 
equivalent to the CF test, and may be used for 
testing either milk or serum samples. The use 
of conjugates specific for both heavy and light 
chains of the immunoglobulin molecule may 
provide somewhat greater diagnostic sens­
itivity !han does the CF test, but with soma loss 
of diagnostic specificity. Like ail other conven­
tional tests used in bovine brucellosis serology, 
the indirect ELISA is not capable of dif­
ferentiating antibodies elicited by infection from 
those resulting from vaccination with strain 19. 

ELISA tests may be used as screening 
procedures or as confirmatory tests. However, 
the performance of the ELISA in terms of 
diagnostic sensitivity and specificity will 
depend on the immunoglobulin specificity of 
the conjugale (see above), as well as the 
dilution factor chosen for the test samples. 
Broad specificity conjugates and lower test 
dilutions will result in a screening assay of 
higher diagnostic sensitivity. Narrow specificity 
conjugates (e.g. anti-lgG1) and higher test 
dilutions will result in a confirmatory assay of 
higher diagnostic specificity. 

,, 

Tests are performed in 96-well, flat-bottomed, 
polystyrene microplates. The choies of 
microplate will have a slight effect on assay 
performance in terms of background activity 
observed. Low to medium protein-binding 
microplates give the lowest background activity 
using LPS antigen. 

The antigen-coating butter is 0.05 M carbon­
ate-bicarbonate butter, pH 9.6, composed of 
NaHC03 (2.93 g), Na2C03 (1.59 g), and NaN3 
(0.2 g) in 1 litre distilled or deionised water. 
The conjugale and test sera diluent butter is 
0.01 M PBS, pH 7.2, + 0.05% (v/v) Tween 20 
composed of Na2HP04 (1.21 g), KH 2 P04 
(0.20 g), NaCI (8.00 g). and KCI (0.20 g) in 
1 litre distilled or deionised water+ the addition 
of 0.50 ml Tween/litre. The wash butter is 
0.002 M PBS, pH 7.4, + 0.05% Tween 20. 

The conjugate used should be a polyclonal 
antibody specific for both heavy and light 
chains of bovine lgG1 and conjugated to 
horseradish peroxidase. The substrats system 
is 4.4 mM H2ü 2 and 3.6 mM 2,2'-Azino-bis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) 
in 0.05 M phosphate/citrate buffer, pH 4.5, 
composed of 0.2 M Na2HP04 (25.7 ml) , 0.1 M 
citric acid {24.3 ml), and distilled/deionised 
water (50 ml) (adjust the pH if necessary). The 
enzymatlc reaction-stopping solution is 4% 
sodium dodecyl sulphate or 0.1 M NaN3 in 
distilled/deionised water. 

• Antigen production 

Smooth LPS may be extracted from heat-killed 
cells of B. abortus, by the hot water/hot phenol 
method. Bruce/la ditfers from most other 
Gram-negative bacteria in that its LPS 
partitions into the phenol phase rather than the 
water phase after extraction. 

For the extraction, either 5 g of lyophilised cells 
or 50 g of packed wet cells of B. abortus strain 
99 are suspended in 170 ml of distilled water 
and heated to 66°C. An equal volume of 90% 
(w/v) phenol in distilled water, aise heated to 
66°C, is added, and the solution is stirred 
continuously for 20 minutes. The mixture is 
then cooled to 4°C and centrifuged at 12,000 g 
for 20 minutes at 4°C. The supernatant, which 
contains the LPS, is left to stand in a 
separating tunnel for 24 hours at room 
temperature. The phenol phase (bottom layer) 
is recovered and filtered (Whatman #3), and 
three volumes of methanol containing 1% 
methanol saturated with sodium acetate is 
added. The solution is left to precipitate at 4°C 
for 2 hours. The preciprtate is resuspended in 
the minimum workable volume of distilled 
water, and centrifuged at 6,000 g for 
20 minutes. The pellet is resuspended in 80 ml 
of distilled water and stirred at 4°C overnight. 

The solution is then centrifuged at 10,000 g for 
15 minutes at 4°C, and the supernatant is 
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decanted. Another 80 ml of distilled water are 
added te the pellet, which is then stirred for 
1 hour and centrifuged as before. The 
supernatants are pooled, filtered (0.3-µm 
membrane filter), and 50-1 OO µg each of 
ribonuclease, deoxyribonuclease and pratein­
ase K, are added. This mixture is incubated for 
18 heurs at 20°C, afler which it is reprecip­
itated with methanol and resuspended as 
above. The solution is dialysed against distilled 
water until free of phenol (lhe distilled water 
may be tested with ferric chloride until the 
usual purple colour is net praduced). The 
resultant antigen is then lyophilised in volumes 
that contain 1-mg quantities of LPS. 

T es1 procedure 

i) LPS antigen is diluted in coating butter te 
a concentration determined by checker­
board titration, and usually approximately 
1 µg/ml, and dispensed to ail micrawells 
in 100-µI volumes. The microplates are 
then incubated at 37°C for 2 hours or at 
4°C overnight. 

As this is a solid-phase ELISA technique, 
the microplate wells require intervening 
washes between each assay step to 
remove unbound or unreacted reagents. 
From three to four wash cycles using the 
washing buffer, are sutticient. Prier ta 
addition of the next reagent, the plates 
should be inverted and slapped onto a 
lint-free absorbent surface to discharge 
any residual contents. 

ii) Test sera and contrais are· diluted 1/200 
in diluent butter and applied te appro­
priate wells in 100-µI volumes. The plates 
are covered or sealed and placed on an 
orbital plate shaker and incubated at 37°C 
for 1 _ hour with continuous shaking. 

Wash the plate as above. 

iii) The enzyme conjugale is diluted in diluent 
butter and applied to all wells in 100-µI 
volumes. The plates are covered or 
sealed and placed on an orbital plate 
shaker and incubated at 37°C for 1 heur 
with continuous shaking. 

The optimal dilution of conjugale should 
be such that when reacted with the strong 
positive contrai under standard condi­
tions, it will result in an average absorb­
ance value of between 1.0 and 1.4 ab­
sorbance units (see step vi) . The Inter­
national Standard Serum should be used, 
when available (see below). 

Wash the plate as above. 

iv) Fresh substrate/chromogen solution is 
prepared by adding 60 µI of a 3% H20 2 
stock solution to 12 ml of phosphate/ 
citrate butter containing 3.6 mM ABTS. 
The substrate/chromogen solution is 
applied to ail wells in 100-µI volumes. The 
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plates are transferred te an orbital plate 
shaker and incubated at 37°C for 
precisely 15 minutes with continuous 
shaking. 

Af1er 15 minutes' incubation, the stopping 
solution is applied to all wells in 100-µI 
volumes and the plate is shaken briefly on 
the plate shaker to ensure thoraugh 
mixing. Ali wells now contain a total 
volume of 200 µI. 

v) The colour development is read with a 
microplate photometer using a 405 or 
414 nm interference filter. 

vi) _The data may be expressed in a number 
of ditferent ways, but it is recommended 
that test serum reactivity be expressed as 
per cent positivity of a standardised 
strang positive contrai serum (19). 

The strang positive contrai serum should be 
such that when prediluted in negative serum. it 
should exhibit an antibody activity that lies on 
the linear portion of the dose/response curve of 
the original high-titred serum, just below the 
plateau phase. Work is underway at present to 
prepare a primary standard serum in this 
manner for international use in calibrating 
indirect ELlSAs. This should be available soon. 

Using this indirect ELISA protocol under 
optimal laboratory conditions, the positive/ 
negative threshold (or eut-off} should fafl 
between 10 and 15% positivity. ln this range, 
the diagnostic sensitlvity should be equal to or 
greater than the BBAT in the testing of infected 
cattle, and the diagnostic specificity should be 
equivalent to the CF test in the testing of 
unvaccinated cattle. lt can be expected that the 
diagnostic specificity in the testing of 
vaccinated groups will be somewhat lower than 
for the CF test. 

Under conditions of suboptimal water quality, 
or if any of the assay parameters are changed, 
the threshold may have to be altered upward to 
obtain appropriate diagnostic performance. 

d) Competitive enzyme-linked 
immunosorbent assay 

There is increasing evidence that these 
monoclonal antibody (MAb)-based ELISAs 
may offer distinct advantages over the indirect 
ELISA and all other conventional tests used in 
brucellosis serology. These advantages 
include: detection of animais at an earlier stage 
of infection; differentiation between antibody 
responses due to infection and those ·due to 
strain 19 vaccination; and elimination of false­
positive reactions due to exposure to 
organisms bearing cross-reacting antigens. 

These assays are based on standard compet­
itive or inhibition ELISA techniques. The MAbs 
used in these techniques are specitic for 



Chapter 3.2. 7. - Uovine brucellosis 

epitopes residing on the smooth LPS molecule; 
more specifically, the 0-chain polysaccharide 
portion. ln classic terms, the A, M and 
common antigens of Bruce/la, as characterised 
by polyclonal antibody reagents, are found on 
the 0-chain polysaccharide . However, using 
MAbs, these antigens are further subdivided 
into related epitopes, some of which may be 
repeated along the length of the chain and 
others may occur only once at the terminal 
portion of the chain. Sorne of these epitopes 
are strongly immunogenic, while others are 
only weakly immunogenic. This type of assay 
could be standardised by the same 
International Standard Serum proposed for the 
indirect ELISA. However, some authorities 
believe that the choice of MAb and its unique 
specificity will have a definite influence on the 
diagnostic performance characteristics of the 
assay. As with any MAb-based assay of this 
type, the global availability of the antibody will 
be of utmost importance with respect to 
international acceptance and use. 

e) Milk ring test 

ln lactating animais, the milk ring test can be 
used for screening for brucellosis on a herd or 
individual basis. ln large herds (> 100 lactating 
cows), the sensitivity of the test becomes less 
reliable. 

Milk ring test antigen is prepared from 
concentrated, killed B. abortus strain 99 or 
· 1119-3 cell suspension by depositing the cells, 
grown as described for the buffered Brucella 
antigens, at for example, 23,000 g for 
1 O minutes at 4°C, followed by resuspension in 
haematoxylin-staining solution. This is 
prepared by adding 100 ml of 4% (w/v) 
haematoxylin (Cl No. 75290) in 95% ethanol to 
a solution of 5 g ammonium aluminium 
sulphate in 1 OO ml of distilled water + 48 ml of 
glycerol followed by 2 ml of freshly prepared 
10% (w!v} sodium iodate solution. After 
standing for 30 minutes al room temperature 
(soma laboratories prefer to heat at 80°C}, the 
deep purple solution is added to 940 ml of 10% 
(w/v} ammonium aluminium sulphate in 
distilled water. The pH of this mixture is 
adjusted to 3.1, and the solution is stored at 
room temperature in the dark for 3 months. 

Before use, the staining solution is shaken and 
filtered through cotton wool. The packed cells 
are suspended in the staining solution al the 
rate of 1 g per 30 ml stain, and held at room 
temperature for 48 hours. The stained ce lis are 
then deposited by centrifugation, and washed 
three limes in a solution of sodium chloride 
(6.4 g), 85% lactic acid (1.5 ml), and 10% 
sodium hydroxide (4.4 ml), in 1.6 litres of 
distilled water, final pH 3.0. The washed cells 
are resuspended at the rate of l g in 27 ml of a 
diluent consisting of phenol saline, adjusted to 
pH 4.0 by the addition of 0.1 M citric acid 
(approximately 2.5 ml) and 0.5 M disodium 
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hydrogen phosphate (approximately 1 ml), and 
held al 4°C for 24 hours. The mixture is filtered 
through cotton wool, the pH is checked, and 
the packed cell volume is determined and 
adjusted to 4%. The sensitivity of the antigen is 
then ched<ed against that of a previously 
standardised batch using Brucel/a-negative 
milk in which the ISABS has been diluted (15) . 
The antigen must be stored at 4°C and not 
frozen. Variations on this manufacturing 
procedure ( 1, 12) yield a similar product. 

The pH of the milk ring test antigen should be 
between 3.3 . and 3.7, its colour should be dari< 
blue: appearing almost black in bulk, and the 
packed cell volume must be 4%. There must 
be no free stain in the supernatant of a 
centrifuged sample. When diluted in milk from 
a brucellosis-free animal, the antigen must 
produce a uniform colouration of the milk layer 
with no deposit and no colouration of the 
cream layer. lt must react to the appropriais 
levai of sensitivity with 'positive' milk prepared 
by diluting the ISABS in negatively reacting 
milk. Samples plated onto Brucel/a culture 
media and incubated aerobically at 37°C for 
1 O days, must not produce any growth. 

• Test procedure 

The test is performed by adding one drop 
(0.03 ml) of standard B. abortus milk ring test 
antigen to a 1-ml volume of whole milk that 
has been stored for at least 24 hours at 4°C. 
The height of the milk column in the tube must 
be at least 25 mm. If bulk tank samples from 
large herds are to be examined, the volume of 
milk is increasgd to 3 ml. The milk samples 
must not have been frozen, heated or 
subjected to violent shaking. Abnormal milk 
should not be included. The milk/antigen 
mixtures are incubated at 37°C for 1 hour, 
together with positive and negative contrai 
samples. A strongly positive reaction is 
indicated by formation of a dark blue ring at 
the top of the tube. The test is considered to be 
negative if the colour of the underlying milk 
exceeds that of the cream layer. False-positive 
reactions may occur in recently vaccinated 
cattle or in samples containing abnormal milk 
(colostrum, mastitis). Positive reactions to the 
milk ring test should be ched<ed by carrying 
out confirmatory serological tests on blood 
samples from ail the animais in the herd. (For 
further details, see ref. 11 .) 

Serum agglutination test 

The SAT is inferior to other tests in specificity 
and sensitivity, and is not recommended if 
other procedures are available. However, this 
test is still widely used for the diagnosis of 
bovine brucellosis. 

Standard antigen suspension for the SAT is 
prepared from killed B. abortus strain 99 or 
1119-3 concentrate produced as described for 
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buflered Bruce/la antigens, by dilution in phenol 
saline to a packed cell concentration of 2%. 
This is then diluted in phenol saline and titrated 
against the ISABS or an equivalent standard 
serum, and the cell concentration is adjusted to 
give the appropriate sensitivity. Currently, the 
Weybridge antigen al working strength is 
adJusted Io give 50% agglutination with a 1 in 
650 dilution of the ISABS. The stock bulk 
suspension is stored al ten limes the working 
strength at 4°C pending distribution into ils 
final containers. 

The packed cell volume of the concentrated 
antigen suspension for the agglutination should 
be 2%. The phenol concentration must not 
exceed 0.5%, and the pH should be between 6 
and 7. The appearance of the antigen when 
diluted 1 in 1 O in phenol saline must be that of 
a uniform, dense white suspension with no 
visible aggregation or deposit after incubation 
at 37°C for 18 hours. Il must produce no 
growth when plated onto Bruce/la culture 
media and incubated aerobically at 37°C for 
1 o days. 

The standard SA T antigen should show an 
appropriate levai of sensitivity when it is 
calibrated against the ISABS or a standard 
serum. The same antigen can also be used for 
the CF test after checking that it does not 
produce anti-complementary affects at the 
working strength for this test. 

• Test procedure 

The test is performed in clear glass or plastic 
tubes of approximately 1-2 ml total volume by 
placing 0.8 ml of phenol saline (0.5% (w/v] 
phenol in 0.15 M sodium chloride) in to the first 
tube and 0.5-ml volumes of phenol saline in 
the remaining tubes of a series of five or ten 
tubes. A volume of 0.2 ml serum is added to 
the first tube, mixed, and then 0.5 ml is 
transferred to the next tube. Further volumes of 
0.5 ml are transferred to subsequent tubes to 
give a series of doubling dilutions. An equal 
volume of standard B. abortus agglutination 
suspension, diluted to working strength in 
phenol saline, is. then added to each tube, and 
the tubes are incubated at 37°C for 20 hours. 

The tests are read against opacity standards 
prepared by diluting the working strength 
antigen 1 in 4, 2 in 4, and 3 in 4, to correspond 
to 25%, 50% and 75% agglutination. Phenol 
saline is used as the 100% contrai, and the 
undiluted working strength antigen as the 0% 
contrai. The results are scored as the degree of 
agglutination (1 + = 25%, 2+ = 50%, 3+ = 75%, 
4+ = 100%) over the serum dilution. ln each 
set of tests, a positive contrai serum calibrated 
against ISABS must be included. This enables 
the results to be expressed in IUs and permits 
tests that have been performed in different 

. ·· 1aboratories to be compared (10). Titres 
" equivalent to 50 IU or more for unvaccinated 
!:>i.• 
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cattle, and 100 1 U or more for vaccinated 
animais, are regarded as indicative of infec­
tion. ln the EU, titres equivalent to 30 IU or 
more are regarded as unacceptable. Micro­
agglutination procedures may be used in place 
of the tube method (3). 

The SAT is unsatisfactory because il fails to 
detect many animais in the incubation stage of 
the disease, as well as many in the chronic 
phase , when the predominant antibodies 
belong to isotypes with weak agglutinating 
activity at a neutral pH. The test is also subject 
Io taise-positive reactions caused by non­
specific agglutinins which bind Io B. abortus 
cells via the Fe region of their immunoglobulin 
heavy chain structure, and by cross-reacting 
antibodies evoked by unrelated bacteria. 
especially those containing perosamine (4-
1ormamido-4,6-dide oxymannose )-based epi­
topes. The former (nonspecific agglutinins) 
accounts for about 70-80% of !aise-positive 
agglutination reactions and can be eliminated 
by performing the test in a diluent containing 
1 O mM ethylene diamine tetra-acetic acid in 
PBS, pH 7.2, instead of phenol saline . 

Various modifications to the agglutination test 
have been used as alternatives to the CF test. 
The 2-mercapto-ethanol test is carried out by 
diluting 0.1 ml of serum in 0.4 ml of 0.15 M 
sodium chloride (physiological saline) and 
adding 0.5 ml of 0.2 M 2-mercapto-ethanol in 
saline. The serum is then reduced by incu­
bation al 37°C for 1 hour, followed by serial 
doubling dilutions in saline. Volumes of 0.5 ml 
of standard SA T antigen diluted to working 
strength in saline (without phenol) are then 
added to each tube, and the test is 
subsequently performed as for the standard 
test. lt is more specific, but no more sensitive, 
than the standard SAT. 

Other modifications to the agglutination test 
include the Coombs antiglobulin test, the heat 
inactivation test, and the Rivanol (ethacridine) 
agglutination test. The first two do not provide 
diagnostically accurate information when 
applied to bovine sera. The Rivanol test, which 
is widely used in the USA, gives results that 
are very similar to those produced by the 2-
mercapto-ethanol test. lt is reported to be the 
most specific test for examining buffalo sera 
(16). 

g) Brucellin test 

The low sensitivity of the brucellin test limits 
the detection of individual infected animais. 
Therefore this test alone cannot be recom­
mended as an official diagnostic test. lt is no! 
suitable as a test for the purposes of 
international trade. but it may have a raie as a 
screening test for epidemiological purposes. lt 
is essential to use a standardised, defined 
brucellin preparation that does not contain LPS 
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antigen as this may provoke nonspecilic 
inflammatory reactions or intertere with subse­
quent serological tests . One such preparation 
is Brucellin INRA prepared !rom a nonsmooth 
strain of B. melitensis. The requirements for ils 
production are detailed in Section 8. 

Test procedure 

A 0.1 -ml volume of brucellin is injected 
intradermally into the caudal fold, the skin of 
the flank, or the side of the neck. The test is 
read alter 48-72 hours, and a positive reaction 
is indicated by local swelling and induration. lt 

is recommended that the skin thickness at the 
injection site should be measured with vernier 
calipers betore injection and at re-examination 
48 hours later. Strong reactions are easily 
recognised, but borderline reactions require 
careful interpretation. The diagnosis should nol 
be made solely on the basis of positive 
intradermal reactions given by a few animais in 
the herd, but should be confirmed by a reliable 
serological test, such as the CF test. Poorly 
defined brucellin preparations which may 
contain LPS antigen should not be used for lhe 
intradermal test as these will intertere with 
subsequent confirmatory serologica/ tests . 

B. REQUIREMENTS FOR VACCINES AND DIAGNOSTIC BIOLOGICALS 

• B. abortus strain 19 vaccine 

The most widely used vaccine for the prevention of 
brucellosis in cattle is prepared !rom 8. abortus 
strain 19. lt is used as live vaccine and is normally 
given to female calves aged between 3 and 
6 months as a single subcutaneous dose of 5-8 x 
10 10 viable organisms. A reduced dose of from 3 x 
108 to 3 x 109 organisms can be administered to 
beef or dairy cattle aged between 4 and 12 months, 
but 5-10% of lhe animais will develop persistent 
antibody titres. Alternative/y, il can be administered 
to cattle of any age as two doses of 5-1 O x 109 

viable organisms, given by the conjunctival route; 
this produces protection without a persistent anti­
body response. Requirements for strain 19 vaccine 
have been defined by WHO (18). 

8. abortus strain 19 vaccine induces good immunity 
to moderate challenge by virulent organisms. The 
vaccine must be prepared tram USDA-derived seed 
(see footnote 1) and each batch must be checked 
for purity, viability, smoothness, and absence of 
toxicity or virulence. Other 8rucelfa strains, including 
the rough strain 8. abortus 45/20, have been used 
as vaccines. 8. abortus strain 45120 vaccine is pre­
pared by suspending killed cells in an oil adjuvant. lt 
is normally administered as two doses, given 6-
12 weeks apart, followed by an annual booster to 
maintain immunity. The degree of protective im­
munity conferred by strain 45120 vaccine is probably 
less than that conferred by strain 19 vaccine. Batch 
variation in immunogenicity and a tendency to stim­
ulate antibodies reactive with smooth 8rucella anti­
gens are major problems, and careful control of 
these factors is required. No international standards 
have been developed for this vaccine, although 
recommendations have been made for its prepar­
ation and testing (4, 6, 11 ). ln most countries where 
herd vaccination appears to be useful, reduced 
doses of strain 19 are now used instead of Strain 
45/20 vaccine. 

1. Seed management 

a) Characteristics of the seed 

?c; 7 

8. abortus strain 19 original seed for vaccine 
production must be obtained from the USDA 

(see footnote 1 ) , and used to produce a seed 
lot that is preserved by lyophilisation or by 
freezing at liquid nitrogen temperature. The 
properties of this seed lot must conform to 
those of a pure culture of a COrindependent 
8 . abortus biovar 1 that is also sensitive to 
benzylpenicillin, thionin blue and i-erythritol at 
recommended concentrations, and that dis­
plays minimal pathogenicity for guinea pigs . 

b) Method of culture 

B. abortus strain 19 for vaccine production is 
grown on medium free of serum or other 
animal products, under conditions similar to 
those described for 8. abortus strain 99 or 
1119-3. 

c) Validation as a vaccine 

Numerous independent studies have confirmed 
the value of 8 . abortus strain 19 as a vaccine 
for protecting cattle from brucellosis. The 
organism behaves as an attenuated strain 
when given to sexually immature cattle. ln rare 
cases, it may produce localised infection in the 
genital tract. Antibody responses persisting for 
6 months or longer are likety to occur in a 
substantial proportion of cattle that have been 
vaccinated with the standard dose as adults. 
Sorne of the cattle vaccinated as calvas may 
later devetop arthropathy, particularly of the 
femorotibial joints (5, 9). The vaccine is safe 
for rnost animais if adrninistered to calvas 
between 3 and 8 months of age. lt may also be 
used in adult animais at a reduced dose. Il 
produces lasting immunity to moderate 
challenge with virulent strains, but the precise 
duration of this is unknown. The vaccine strain 
is stable and reversion to virulence is 
extremely rare. lt has been associated with the 
ernergence of i-ery1hritol-utilising strains when 
inadvertently administered to pregnant 
animais. The organism behaves as an atten­
uated strain in the guinea pig, and aven large 
inocula are rapidly cleared tram the tissues. Il 
has soma virulence for humans, and infections 
have occasionally followed accidentai inocu-
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lation with the vaccine. Care should be taken in 
its preparation and handling, and a hazard 
warning should be included on the label of the 
final containers. 

2. Method of manufacture 

For production of B. abortus strain 19 vaccine, the 
procedures described above (in Section A.2.) can be 
used, except that the cells are collected in PBS. 
pH 6.3 , and deposited by centrifugation or by the 
addition of sodium carboxymethyl cellulose at a final 
concentration of 1.5 g/litre. The yield tram one 
fermenter run, or the poolsd cells tram a batch of 
Roux flask cultures that have been inoculated at the 
same lime tram the same seed lot, constitutss a 
single harvest. More than one single harvest may be 
pooled ta form a final bulk, which is used to fill the 
final containers of a batch of vaccins. Before 
pooling, each single harvest must be checked for 
purity, cell concentration. dissociation. and idsntity. 
A similar range of tests must be dons on the final 
bulk. which should have a viable count of between 
8 and 24 x 109 colon y forming units/ml. Adjustments 
in concentration are made by the addition of PBS for 
vaccine to be dispensed in liquid form, or by the 
addition of stabiliser for freeze-dried vaccine. If 
stabiliser is to be used, loss of viability on freezs­
drying should be taken into account, and should not 
be much in excess of 50%. The final dried product 
should no! be exposed to a temperature exceeding 
35°C during drying, and the residual moisture 
content should be 1-2%. The contents must be 
sealed under vacuum or dry N2 immediately after 
drying, and stored at 4°C. 

3. ln-process control 

Strain 19 vaccine should be checked for purity and 
smoothness during preparation of the single har­
vests. The cell concentration of the bulks should 
also be checked. This can be done by opacity 
measurement, but a viable count must be performed 
on the final filling lots. The identity of these should 
also be checked by agglutination tests with anti­
serum to Bruce/fa A antigen. The viable count of the 
final containers should not be less than 50 x 109 per 
dose after freeze-drying, if this is to be done, and at 
least 95% of the cells must be in the smooth phase. 

4. Batch control 

a) Sterility 

Tests for sterility and freedom tram contam­
ination of biological materials may be found in 
Chapter 1.4. 

b) Safety 

l·, .. 
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A safety test on strain 19 vaccine may be 
pertormed in guinea pigs. Groups of at least 
ten animais are given intramuscular injections 
of doses of vaccine diluted in PBS, pH 7.2. ta 
contain 5 x 109 viable organisms. The animais 
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should show no obvious adverse effects and 
there must be no mortality. After 10 days, the 
animais are killsd, and spleens and blood 
samples are collected. The spleen tissue must 
not contain more than 5 x 105 Bruce/la 
organisms/g, and the serum agglutinin titre 
with standard 8 . abortus antigen must not 
exceed 1,000 IU/ml. ln practice , batch es of 
vaccine that fail this test are encountered 
eX1remely infrequently. 

c) Potency 

The potency of strain 19 vaccine is dete rmined 
routinely · in guinea pig s or mice Groups of 
guinsa pigs are injected subcutaneously with 
1 /15 of the standard subcutaneous cattle dose 
of the test vaccine or a refsrencs preparation. 
followed 6 wesks latsr with an intramuscular 
challenge of a virulent 8 . abortus strain. such 
as 544 or 2308. This can be given at the single 
dose level of 5,000 viable organisms. but il is 
prsfsrable to use a graded challenge of 500. 
5,000 and 50,000 organisms . After a further 
6 wseks, the animais are killed and the spleen 
counts of viable B. abortus are determined. 
The protection index (organisms/g of spleen in 
vaccinated compared with unvaccinated 
animais) relative to ths referencs preparation is 
then calculated (1 7). The virulence and 
infectivity of the challenge strain must be such 
that the ID50 (50% infective dose) is fewer than 
1 OO organisms, and that 5 weeks afte r 
inoculating guinea pigs with 5,000 organisms. 
the mean spleen:body weight ratio is not less 
than 0.30% and the mean serum agglutination 
titre is not less than 600 1 U/ml. 

ln the mouse potency assay, graded doses of 
vaccine are injected into 5-week-old mi~e 
(preferably CD1) weighing 21-25 g. The mice 
are challenged 30 days later by the intra­
peritoneal injection of 200,000 viable 8 . abor­
tus strain 544 organisms, and, 15 days later, 
the spleen counts are dstsrmined. Parallel 
tests are conducted with a reference vaccine 
and the protection index is calculated. 

There is some dispute as ta the validity of 
mouss or guinea pig assays for determining 
the potency of Bruce/la vaccines. However, 
provided that statistically valid numbers of 
animais are used (at least 30 per group) and 
simultaneous comparison is made with a 
reference vaccine, the results appear ta 
differentiate between effective and ineffective 
vaccines. 

d) Ouration of immunity 

Vaccinating calves with a full dose of strain 19 
vaccine is considered to give long-lasting 
immunity, and subsequent doses are not 
recommended. Use of reduced doses, whether 
given by the intradermal or conjunct ival routes. 
produces less durable immunity, and repeated 
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doses may need to be given annually. This can 
lead to antibody responses that may intertere 
with serological tests. 

g) Precau1ions (hazards) 

c) Stability 

B. abortus strain 1 9, although an attenuated 
strain, is still capable of causing disease in 
humans. The cell cultures and suspensions 
must be handled under appropriate conditions 
of biohazard containment . Reconstitution and 
subsequent handling of the reconstituted 
vaccine should be done with care Io avoid 
accidentai injection or eye or skin contam­
ination. Vaccine residues and injection equip­
ment should be decontaminated with a suitable 
disinfectant (phenolic, iodophor or aldehyde 
formulation} at recommended concentration . 
.Medical advice should be sought in the event 
of accidentai exposure . 

Strain 19 vaccine prepared from seed stock 
1rom appropriate sources is stable in charac­
teristics and shows no tendency to reversion to 
virulence _ The freeze-dried vaccine shows a 
graduai loss of viable count, but should retain 
its potency for the recommended shett life . 
Allowance for this phenomenon is normally 
made by ensuring that the viable count 
immediately following 1reeze-Orying is well in 
excess of the minimum requirement. Main­
tenance of a cold chain during distribution of 
the vaccine will ensure its viability. 

f) Preservatives 

5. Tests on the final product 

a) Safety 

Antimicrobial preservatives must not be used 
in live strain 19 vaccine. For preparation of the 
freeze -dried vaccine, a stabiliser containing 
2.5% casein digest e.g. Tryptone (Oxoid}, 5% 
sucrase and 1 % sodium glutamate, dissolved 
in distilled water and sterilised by filtration is 
recommended. 

See Section B.4.b. 

b) Potency 

For the freeze-dried vaccine, potency must be 
determined on the final product. The procedure 
is as described in Section 8.4.c. 

• Brncellin INRA 

See Chapter 3.3 .2. Caprine and ovine brucel­
losis (excluding B. avis infection). 
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; PROGRAMME D'ACCRÉDlTATION N°109 DU COMITÉ FRANÇAlS D'ACCRÉDITATION 

INTRODUCTlON 

Sans objet. 

PRECAUTIONS DE SECURITE 

Sans objet 

1 - ÜBJET ET DOMAlNE D'APPLICATION 

Cette technique est destinée à la recherche dans le sérum 

des ruminants, équidés, suidés, camélidés et carnivores, 

domestiques et sauvages, des anticorps dirigés contre les 

bactéries du genre Bruce/la naturellement en phase lisse 

(B. abortus. B. melitensis et B. suis) par l'épreuve à 

l'antigène tamponné. 

2 - REFERENCES 

- GARIN-BASTUJ[ B. et TRAP D., Brucelloses animales, 

Techniques de laboratoire, 1990, CNEVA Edit. 

3 - DEFINITIONS 

3.1 - Série d'épreuves 

Opération réalisée en continu par le même opérateur dans 

ie même lieu avec le même matériel et les mêmes réactifs. 

l'r 109/01/IS 60/00 

4 - PRINCIPE ET REACTION 

4.1 - Principe 

L'épreuve à l'antigène tamponné (EA T), dénommée 

également épreuve au Rose Bengale, appartient à la 

famille des épreuves à l'antigène de Bruce/la tamponné (en 

anglais : buffered Bruce/la antigen tests). C'est une 

épreuve de séroagglutination rapide. Le mélange 

réactionnel contient pour moitié le sérum et pour moitié 

l'antigène constitué d'une suspension phénolée à 

0,5 p. cent de Bruce/la abortus biovar 1, souche 99. 

inactivée, colorée au rose bengale et tamponnée à 

pH= 3,65 ± 0,05. 

4.2 - Réaction 

4.2. I - Méthode 

La méthode utilisée est une méthode de séroagglutination 

rapide sur plaque. 

4.2.2 - AntiRène 

L'antigène est utilisé sous un volume de 25 µI ou de 30 µI. 

4.2.3 - Sérums à tester 

Les sérums sont testés purs sous un volume identique de 

25 µI ou 30 µ1. 
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.J. -'· .J - Sen1111s de! c on1r1ile 

Les serums de contrôle négatif et positif sont utilisés purs 

sous un volume de 25 µI ou 30 ~LI . 

-'.J - Contrôles 

.J.3. 1 - .'';c;rl/111 .I' clc· c<J11lrtile 

Des serums de contrôle négatif cl positif sont inclus dans 

chaque serie d'C:prcuvcs. 

5 - ÜILUANTS, i\HLIEUX DE CULTURE, REACTIFS 

ET AUTRES PRODUITS 

5.1- Diluants 

Sans objet. 

5.2 - Milieux de culture 

Sans objcr. 

5.3 - Réactifs 

5.3. / - .-l111igè 11e 

L'antigène est un antigène du commerce, à usage 

vétérinaire. agréé par le ministère de l'agriculture 

exclusivement, à conserver selon les indications du 

fabricant. Cet antigène ne doit en aucun cas être exposé à 

une température $ 1°C. 

5.3.2 - Sérums de contrôle 

5.3.2. 1 - Sérum de contrôle positif (du commerce ou 

préparé par le laboratoire) . Il est recommandé d'utiliser un 

sérum faiblement positif comme sérum de contrôle positif. 

A défaut. on diluera le sérum du commerce dans du sérum 

négatif de manière à obtenir un sérum faiblement positif. 

5.3.2.2 - Sérum de contrôle négatif (du commerce ou 

préparé par le laboratoire) . 

5.3. 3 - Autres produits 

Sans objet. 

6 - APPAREILLAGE ET VERRERIE 

Matériel courant du laboratoire d'immunosérologie et 

notamment: 

6.1 - Enceinte réfrigérée therrnostatée à 5°C ± 3 °C. 

l'r t OW02/IS 60 /00 

6.2 - Centrifugeuse réfrigérée s i poss ible et rermett ant 

d'obtenir une accélération de 5 000 à 15 000 m .s-2. 

6.3 - Systcme de distribution et de dilution à volumétrie et 

précision ;idaptécs . 

6.4 - Plaque blanche (verre. o r a line. plast ique. cé ra mique ) 

6.5 - t\ git <J tcur de r laque adapté. a mo uvement basculant 

ou tridim ens ionnel. 

6.6 -. Dispos itif de mélange (baguette o u peign e. en verre 

ou plast iqu e). 

6.7 - Minuteur ou chronomètre . 

7 - ECH...\:'llTILLONNAGE 

Sans objet. 

8 - PREPARATION DE L'ECHANTILLON POUR 

ANALYSE 

Dès réception, les prélèvements sanguins sont centrifugés 

à 7 500- 15 000 m.s-2• s i possible après avoir é té 

débarrassés de leur caillot. Les sérums sont prélevés et 

identifiés . Ces derniers seront conservés 72 h maximum à 

5°C ± 3°C. Pour des conservations plus longues, les 

sérums seront congelés à une température .$ - l 6°C. 

9 - MODE OPERATOIRE 

9.1 - Epreuve 

9. 1. 1 - Préparation de l'an1igène 

L'antigène (5.3 . 1) est laissé à température ambiante 

pendant 30 min avant emploi, puis agité doucement de 

manière à obtenir une suspension homogène. L'antigène 

étant sensible aux changements répétés de température et 

aux séjours prolongés à température ambiante, il est 

recommandé de ne pas en réchauffer une quantité 

excessive . 

9. 1.2 - Sérums à tester et sérums de contrôle 

Les sérums à tester et les sérums de contrôle (5 .3 .2), une 

fois décongelés si nécessaire, sont la issés à température 

ambiante pendant 30 min avant emploi . 
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'J. 1 . .3 - Epreuve 

Déposer côte a côte sur la plaque le même volume. 25 pl 

ou 30 ~tl. de sérum rrnr (non décomplémenté) et 

d'antigène. Mélanger rapidement le sérum et l'antigène. 

Agiter doucement la rlaque rendant <! min . l.orsque les 

mélanges réactionnels sont effectués scion une rorme 

ovale dont l'axe est incliné rar rarrort aux axes de la 

rlaque. l'agitation doit être réalisée sur un agitateur de tyre 

basculant. Lorsque les mélanges réactionnels sont 

dTectués selon une forme ronde . l'agitation doit être 

réalisée sur un agitateur de type tridimensionnel. 

L'utilisation d'un agitateur orbital est à proscrire (l'antigène 

est alors centrifugé à la circonférence du mélange 

réactionnel) . La taille du mélange réactionnel doit être 

telle que son épaisseur soit suftïsamment faible pour 

permettre une lecture facile de la réaction et suffisamment 

importante pour limiter l'évaporation pendant le temps de 

réaction . li est ainsi recommandé que le mélange s'inscrive 

dans un carré de 15 mm de côté (voir schéma suivant). 

Mélange réactionnel 

I~ mm I 
\.'.l\\' lfOO 

Ovale incliné 

15 mm 
environ 

Agitateur basculant 

Rond 

15 mm 
environ 

Agitateur tridimensionnel 

9.2 - Lecture 

Effectuer la lecture immédiatement. sous un bon éclairage 

..:t :1 l'ocil nu. Ne ras tenir compte des agglutinats 

arparaissant arrcs 4 111 in . 

9.3 - Interprétation 

Les résultats sont interrrctés de la manière suivante: 

- ,\bse nce J'agglutinat ncgatif 

- flrèsence d'agglutinats (même très lins) : rositif. 

IO CONDITIONS DE CONSERVATION ET 

D'ELIMINATION DES ECHANTILLONS 

Pour des conservations supérieures a 72 h. les sé rum s 

seront conservés congelés à une température :S - l 6°C. 

Leur destruction sera réalisée par autoclavage ou par toute 

autre méthode retenue dans les exigences générales. 

11 - EXPRESSION DES RESULTATS 

Les résultats sont exprimés de la façon suivante positif 

ou négatif. 

12 - FIDELITE 

Des variations de résultats peuvent être observées avec des 

antigènes agréés de fabrications différentes. Ces variations 

apparaissent notamment sur les sérums renfermant un titre 

faible en anticorps spécifiques. 

13 - RAPPORT D'ANALYSE 

Le rapport d'analyse doit être conforme aux exigences du 

CO FRAC. 

l'r 109/02/IS 60/00 PAGE 313 
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f PROGRAMME D'ACCRÉDITATION N°109 DU COMTTÉ FRANÇAIS D'ACCRÉDITATION 
l 

INTRODUCTION 

Sans objet. 

PRECAUTIONS DE SECURITE 

L'excrétion de Bruce/la dans le lait est fréquente chez les 

bovins infectés de brucellose. La brucellose étant une 

maladie transmissible à l'homme, on manipulera avec 

précaution les prélèvements de lait, en évitant notamment 

tout contact direct du lait avec la peau et les muqueuses. 

Les opérations productrices d'aérosol , agitations 

notamment. seront effectuées dans les conditions de 

sécurité requises (cf Chapitre 14). 

1 - ÛBJET ET DOMAINE D'APPLICATION 

.=ette technique est destinée à la recherche dans le lait 

individuel ou de mélange, des anticorps dirigés contre les 

Jactéries du genre Bruce/la naturellement en phase lisse 

(B. abor1us. B. melitensis et B. suis) par l'épreuve de 

'anneau . 

'! - REFERENCES 

- GARIN-BASTUJI B. et TRAP O., Brucelloses animales, 

"echniques de laboratoire, 1990, CNEV A Edit. 

Pr 109/01/1 S 'HllO 1 

3 - DEFINITIONS 

3.1 - Série d'épreuves 

Opération réalisée en continu par le même opérateur dans 

le même lieu avec le même matériel et les mêmes réactifs. 

4 - PRINCIPE ET REACTION 

4.1 - Principe 

L'épreuve de l'anneau, dénommée également ring- test 

(RT), est une épreuve d'agglutination lente. Les anticorps 

produits dans le lait à la suite d'une infection brucellique 

chez la vache sont majoritairement adsorbés sur les 

globules gras du lait. Lorsqu'un antigène figuré et coloré 

est mis en présence d'un lait renfermant des anticorps 

spécifiques, la réaction antigène-anticorps se manifeste par 

une coloration de l'anneau de crème remonté à la surface 

du lait pendant la période d'incubation. 

4.2 - Réaction 

4.2. I - Méthode 

Un antigène figuré, constitué d'une suspension phénolée à 

0,5 p. cent de Brucella ubortus biovar l, souche 99, 

inactivée, colorée à l'hématoxyline, est mis en présence du 

lait à examiner en tube. Le mélange est incubé 1 h à 
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37°C::: 2 ~c puis 18-20 il ;i S°C.:: 3ÇC. La réaction est lue 

d'aprcs la coloration relative de l'anneau de crcme et de la 

colonnl! de lait sous-jacent. 

.J _,_:; - .· / 111i~l;11e 

L'antigène t:st utili sé sous un volume dt! :ïO ~LI. 

./ -'· J - l.uits ti 11.'Sll.'r 

Lt!s laits sont testés sous un volume de 1 ml. purs lorsqu'il 

s'agitdelaitsdemélange.diluésa 1/l . l/2. l/4. l/8et 1116 

t:n lait cru. préalablement reconnu négatif. lorsqu'il s'agit 

de laits individuels . 

../ .1 . ./ - l.uils Je c11111râle 

Les laits de contrôle négatif et positif sont utilisés purs 

sous un volume de 1 rnl. 

.t.J - Contrôles 

../. 3.1 - Luits de conrrrile 

Un lait de contrôle positif. constitué d'une dilution de 

sérum positif dans du lait négatif, est inclus dans chaque 

série d'épreuves. 

Un lait de contrôle négatif, constitué d'un lait 

préalablement reconnu négatif et provenant d'une 

exploitation officiellement indemne de brucellose, est 

inclus dans chaque série d'épreuves. 

Ces laits de contrôle permettent de valider la série 

d'épreuves. 

5 - DILUANTS, MILIEUX DE CULTURE, REACTIFS 

ET AUTRES PRODUITS 

5.1 - Diluants 

5.1. I - Tampon 

Sans objet. Toutes les dilutions s'effectuent en lait négatif. 

5.2 - Milieux de culture 

Sans objet. 

5.3 - Réactifs 

5.3. I - Antigène 

... :antigène est un antigène du commerce, à usage 

vétérinaire. agréé par le ministère de l'agriculture 

l'r to<J/02/IS 90/01 

exclusivement. ;·1 conserver scion les indications Ju 

fabricant. Cet antigène ne doit en aucun cas être exposé ;·1 

une température $ l ''C. 

5. J. _, - S t! r11111s cr /oit.\· de c11111rri/e 

5 J._1 I - Sérum de contrcilc positir 

Sérum . Ju rn111 rnerœ ou préparé par le laboratoire. Jilué 

d:rns Ju l;1i t cru. prè;1!;1hlc111e11t reconnu négatif. ;·1 une 

dilution rcrmcttant J'ohtcnir une réaction positive 

d'inte.nsité moyenne. c'cst-;·1-dirc avec un anneau de crème 

légèrement plus coloré que le lait sous-jacent. Un sérum 

positif dans l'épreuve à l'antigène tamponné et en fixation 

du complément est recommandé. On notera que le titre 

utilisé en final n'est pas nécessairement lié au titre du 

sérum en sé roagglutination lente ou en fixation du 

complément. Le volume Ju sérum utilisé doit être 

inférieur ou égal à SO pl pour 1 ml de lait (en volume 

final). Le sérum de contrôle positif est conservé en parties 

aliquotes, congelé à une température :5 - l 6°C et le lait de 

contrôle positif est préparé extemporanément. 

5.3.2.2 - Lait de contrôle négatif 

Lait, du commerce ou préparé par le laboratoire, 

préalablement reconnu négatif et provenant d'une 

exploitation officiellement indemne de brucellose. Ce lait 

est conservé en parties aliquotes, congelé à une 

température :5 - l 6°C. 

5.3.3 - Autres produits 

Sans objet. 

6 - APPAREILLAGE ET VERRERIE 

Matériel courant du laboratoire d'immunosérologie et 

notamment : 

6.1 - Etuve à 37°C ± 2°C. 

6.2 - Enceinte réfrigérée them10statée à S°C ± 3°C. 

6.3 - Système de distribution et de dilution à volumétrie et 

précision adaptées . 

PAGE 2/~ 



6.4 - Tubes cc portoirs . Les tubes doivent être transparents 

et tels que la colonne de lait sous 1 m 1 soit d'au moins 

25 mm de hauteur. Les portoirs doivent ëtre conçus de 

manière à lavoriser une mise en température rapide et 

correcte des tubes ec de leur concenu . 

6.6 - Minuceur ou chronomètre . 

7 - EC.ïL\NTILLONNA(;E 

7.1 - Lait de mélange l'échantillon est prélevé à partir 

d'un conceneur refrigéré à 5°C ± 3°C muni d'un système 

d'agitation permettant une bonne homogeneisation du 

mélange de lait. 

7.2 - Lait individuel prelever et tester le lait de chaque 

quartier. 

8 - PREPARATION DE L'ECHANTILLON POUR 

ANALYSE 

Dès réception , les prélèvements de lait sont conserves 48 h 

maximum à 5°C ± 3°C. Pour améliorer la conservation des 

échantillons de lait, du bronopol (2-brorno-nitro-1,3 

propanediol, 98 p. cent) peut être ajouté au lait à la 

concentration de 0,02 p. cent (soit 0,05 ml d'une solution 

aqueuse à 120 g par 1 de bronopol pour 30 m 1 de lait). La 

conservation du lait à 5°C ± 3°C peut ainsi être prolongée 

de 48 h. L'addit ion de ce produit ne nuit généralement pas 

à la technique ELISA. Pour des conservations plus 

longues, les laits seront congelés à une température 

$ -16°C. 

9 - MODE OPERATOIRE 

9. I - Epreuve 

9.1. / - Préparation de l'antigène 

L'antigène (5.3.1) est laissé à température ambiante 

pendant 1 h avant emploi, puis agité doucement de 

manière à obtenir une suspension homogène. L'antigène 

étant sensible aux changements répétés de température et 

aux séjours prolongés à température ambiante, il est 

recommandé de ne pas en réchauffer une quantité 

~xcessive. 

l'r 109/02/IS 90/01 

<) ! ] - l.uils ù tester el /oil.~ de contrrile 

Les laits à tester et les laits de contrôle (5 .3.2 ). une fois 

décongeks si nécessaire. sont laissés à température 

ambiante pendant 1 h avant emploi. 1 ls sont homogénéisés 

d répart is en tubes sous 1 ml. Les laies individuels sont 

Jilués en lait négacir de Il 1 ;1 1 /16. 

r;_ 13 - Fweuve 

/\jouter 50 µI d'antigène à l'échantillon de lait. Mélanger 

soigneu se ment le lait et l'antigène jusqu'à obtention d'un e 

couleur uniforme du mélange. Incuber lh à 37°C ± 2°C 

puis 18-20 h à 5°C ± 3°C. 

9.2 - Lecture 

Effectuer la lecture immédiatement. sous un bon éclairage 

et à !'oeil nu. Noter la coloration relative de l'anneau de 

crème et de la colonne de lait sous-jacent. 

9.3 - Interprétation 

Les résultats sont interprétés de la manière suivante : 

- Anneau de crème moins coloré 
que le lait sous-jacent : négatif 

- Anneau de crème au moins aussi coloré 
que le lait sous-jacent: positif 

Pour un lait individuel, le résultat est positif si une réaction 

positive est encore observée à la dilution du 1/8. 

10 CONDITIONS DE CONSERVATION ET 

D'ELIMINATION DES ECHANTILLONS 

Pour des conservations supérieures à 48 h et inférieures à 

96 h, les laits pourront être additionnés de bronopol (8.) 

Pour des conservations supérieures à 48 h sans bronopol 

ou supérieures à 96 h avec bronopol, les laits seront 

conservés congelés à une température ::; -16°C. Leur 

destruction sera réalisée par autoclavage ou par toute autre 

méthode retenue dans les exigences générales. 

11 - EXPRESSION DES RESULTATS 

Les résultats sont exprimés de la façon su ivante : positif 

ou négatif. L'expression "positif limite" ou "douteux" peut 
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être utilisée pour les laits présentant une réaction très 

faible . Oc telles réactions ne doivent en aucun cas être 

classées comme négatives . 

12 - FIDELITE 

L'apparition de résultats faus sement positifs n'est pas rare 

avec celle IL chniquc . Bien que leur origine so it mal 

connue. il s semblent plus fréquents sur des laits contenant 

du colostrum ou sur des laits de mammite (y compris 

mammite sub-cliniquc). li s sont notablement augmencés 

lorsque l'épreuve est réalisée sur un lait de mélange en fin 

de saison de traite et contenant le lait d'animaux proches 

du tarissement. ou lorsque cc mélange est constitué d'un 

__Â
1 r~lt.,u.·,., ~ .. /Cf.(} 1">'~ 

l ·~ 

"' ~'C..'· 'Ir 

Pr 109/02/IS 90/01 

--:. J,oc';:O \-e-.~h 

faible nombre de laits individuels (~ 10). On considérera 

donc avec précaution des résultats positifs observés sur de 

tels laits . 

13 - RAPPORT D'ANALYSE 

Le rapport d"analysc doit être conforme aux exigences du 

CO FRAC. 

14 - ANl'l::XES 

14.1 -· Règles de sécurité 
·' 

Se référer a l'ouvrage: J. Simons et P. Sotty, Prévention en 

laboratoire de recherche - Risques biologiques, CNRS­

INRA-INSERM. Paris . 1991 . 

/ ~\acL•' 
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Recherche 

d'anticorps 
contre la brucellose 

par la microméthode de 
de fixation du complément 

[PROGRAMME D'ACCRÉDITATION N°109 OU COMITÉ FRANÇAIS D'ACCRÉDITATION 

I\TIWOUCTION 

Sans objet. 

PRECAUTIONS DE SECURITE 

Sans objet. 

1 - ÜBJET ET DOMAINE D'APPLICATION 

Cette technique est destinée à la recherche dans le sérum 

des ruminants. équidés. suidés. camélidés et carnivores, 

domestiques et sauvages. des anticorps dirigés contre les 

bactéries du genre Bruce/la naturellement en phase lisse 

· (il. ahortus. B. melitensis et B. suis) par fixation du 

complément. La technique est réalisée en mode 

"qualitatif' ou "quantitatif' . 

2 - REFERENCES 

- GARIN-BASTUJI B. et TRAP D .. Brucelloses animales, 

Techniques de laboratoire, 1990, CNEVA Edit. 

3 - DEFINITIONS 

3.1 - Complément (C) 

Complexe moléculaire sérique dont certains composants 

ont la propriété de se fixer aux complexes immuns 

antigène-anticorps spécifiques. 

Pr 109/02/IS 70100 

.3 .2 - Sérum hémolytique (SH) 

Sérum d'animal hyperimmuni sé contre des hém aties 

hétérologues et rentennant un taux ëlevé d'anticorps 

induisant in vitro la lyse des hématies correspondantes en 

présence de complément. 

3.3 - Système hémolytique 

Mélange en quantités prédétenninées d'une suspension 

d'hématies et du sérum hémolytique spéci fïque. 

3.4 - Série d'épreuves 

Opération réalisée en continu par le même opérateur dans 

le même lieu avec le même matériel et les mêmes réactifs . 

4 - PRINCIPE ET REACTION 

4.1 - Principe 

Du complément hétérologue est mis en présence du 

mélange antigène-sérum testé . Lors de la formation de 

complexes immuns antigène-antico rps spécifiques. le 

complément se lïxe sur ces complexes . La réaction est 

révélée par l'adjonction d'un second système immun 

hématies-sérum hémolytique (système hémolytique) . Le 

complément non utilisé par les premiers complexes se fixe 

au système hémolytique entrainant une lyse des hém aties 
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d'ampleur proportionnelle a la quantité de complément 

resté libre. I.e t<1ux d'hémolyse observé. évalué d'aprés la 

coloration du rn i 1 icu de réaction (surnageant a prés 

centrifugation l. est ainsi in versement propor1ionnel aux 

taux d'anticorps spécifiques initialement présents dans le 

sérum. L'antigène consiste en une suspension phénolée <i 

0 . .5 p. cent Je /Jrncellu uh11rr11s biovar 1. souche <)<.) 

inactivées . 

-t2 - Réaction 

./. 2.1 - Mérhode 

La méthode utilisée est une méthode de fixation du 

complément à froid. en plaques de microtitrage. 

./. 2. l - .../ 111 ir;ène 

L'antigène est utilisé sous un volume de 25 µL 

./. 2. 3 - Sérums à tesrer 

Les sérums sont testés, une fois décomplémentés, sous un 

volume de 25 µI à la dilution du 1/4 (cadre réglementaire 

français) ou à toute autre dilution selon les spécifications 

de la demande d'essai. Dans les cas où un phénomène de 

zone (prozone}, lié à un très haut titre en anticorps du 

sérum, est redouté (diagnostic d'avor1ement, par exemple}, 

il est recommandé de tester les sérums aux dilutions 1/4. 

1/8. 1116. 1/32 et 1/64 (9.1.6). Inversement. s'il est 

nécessaire d'identifier des titres inférieurs à 20 U.CEE/ml, 

il est recommandé de tester les sérums à partir de la 

dilution 112. 

4. 2. 4 - Sérums de contrôle 

Les sérums de contrôle sont utilisés, une fois 

décomplémentés, sous un volume de 25 µl, à la dilution du 

1/4 pour le sérum de contrôle négatif et à des dilutions 

entourant le titre indiqué par le fabricant pour le sérum de 

.:ontrôle positif. 

l.2.5 - Complément 

Le complément est utilisé sous un volume de 25 µI 

:ontenant six unités hémolytiques 50 p. cent (H50). 

Pr 109102JIS 70100 

./. JJi - SFsteme hé11111/uù111e 

l .e S\'Stéme hcmolytique comprend une suspension 

Llï1ématies a 2.5 p. cent sous un volume de 25 ~il et un 

scrum hémolytique de lapin sous un volume de 25 pl et 

contenant Lieux uni tes hcrnolvtiques 1 OO fl · crnt. 

-L3 - Contrùlcs 

./. 3. I - TJ11111111s sJrums 

L'absence Lie pouvoir anticomplérnentaire du scrum teste 

est vérifice par la rcalisation d'un puits "tcmoin sérum" où 

l'épreuve est effectuée sans antigénc. celui-ci étant 

remplacé par un volume identique Je Lliluanl. Cc contrôle 

est réalisé systématiquement pour chaque sérum testé . 

./. 3. 2 - Témoin anrir;ène 

L'absence de pouvoir anticomplCmentairc de l'antigène 

utilisé est vérifiée par la réalisation d'un puits "témoin 

antigène" où l'épreuve est effectuée sans sérum. celui-ci 

étant remplacé par un volume identique de diluant. Cc 

contrôle est réalisé une seule fois pour chaque série 

d'épreuves. 

./.3.3 - Témoin complément 

L'activité du complément sur le couple hémolytique est 

vérifiée par la réalisation d'un puits "témoin complément" 

où l'épreuve est effectuée uniquement avec le complément 

et le système hémolytique, l'antigène et le sérum étant 

remplacés chacun par un volume identique de diluant. Ce 

contrôle est réalisé une seule fois pour chaque série 

d'épreuves . 

-1.3.4 - Témoin svstème hémolvtique 

La qualité du système hémolytique (absence d'hémolyse 

en l'absence de complément) est vérifiée par la réalisation 

d'un puits "témoin système hémolytique" où l'épreuve est 

effectuée uniquement avec le système hémolytique, le 

complément, l'antigène et le sérum étant remplacés chacun 

par un volume identique de diluant. Ce contrôle est réalisé 

une seule fois pour chaque série d'épreuves. 
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./. 3. 5 - ( ;umme témoin d'hémolyse 

Afin de faciliter la lecture de l'épreuve. une gamme­

témoin d'hémolyse permettant d'apprécier correctement 

l'hémolyse observée dans les puits de réaction est réalisée 

Je maniàe systématique pour chaque serie d'épreuves. 

./. J. 6 - Sérums de controle 

Des sérums de contrôle négatif et pos itif sont inc lus dans 

chaque série d'épreuves . 

5 - DILUANTS, MILIEUX DE CULTURE, REACTIFS 

ET AUTRES PRODUITS 

5.1 - Diluants 

5. 1. I - Tampon véronal calcium magnésium rTVJ 

Composition : 

Chlorure de sodium ... ..... .. ...... .. .. .. .. ... ... ............ .... 8.500 g 

Diéthylmalonylurée ...... ... ..... .. ............ .. ........... .... . 0 ,575 g 

Diéthylmalonylurée sodée .. ........... ... ... .. ........ ....... O, 185 g 

Chlorure de magnésium, 6 H20 .... .. ....... .............. 0,168 g 

Chlorure de calcium .. .... .. ............. .. .. ...... ...... ...... .. 0,028 g 

Eau distillée .. ... .. ....... ..... ........ .. ... .. .... .. .. .... q.s.p . 1 000 ml 

5.2 - Milieux de culture 

Sans objet. 

5.3 - Réactifs 

5.3. /-Antigène 

L'antigène (antigène du commerce, à usage vétérinaire, 

agréé par le ministère de l'agriculture exclusivement) est à 

diluer et à conserver selon !es indications du fabricant. Cet 

antigène ne doit en aucun cas être exposé à une 

température s 1°C. 

5.3.2 - Complément de cobave fvophilisé (non stabilisé) 

· Complément (C) au 11100 (par exemple) pour le titrage 

du complément; 

Complément au Ill 0 (par exemple) en TV (5 . 1.1) pour le 

titrage du sérum hémolytique Le complément 

econstitué. non utilisé immédiatement, doit être conservé 

Pr 109/02/IS 70/00 

;i 5°( -= 3 cc_ jusqu';i la mise rn oeuvre de la série 

d'épreuves du _jour. et ;i une température S -16°( pour le 

volume restant non utilisé . 

- Pour l'épreuve de lïxzition du complément. diluer k 

compkmcnt scion le résultat du titrage du complément 

(9 1 -1) 

5.J.3 - Hématies de mouton ù 50 f? ec.:111 

- Hématies de mouton à 50 p. cent à diluer au 1/20 

(concentration lïnale : 2.5 p . cent) (9 . 1. 1) en TV (5 . l . l ). 

5.3.4 - Sérum hémolvtique de lapin anti-hématies de 

mouton 

- Sérum hémolytique de lapin anti-hématies de mouton à 

diluer selon titrage réalisé à chaque nouveau lot ( 14. 1 ). 

5.3.5 - Sérums de contrôle 

5.3.5. I - Sérum de contrôle positif de titre connu (du 

commerce ou préparé par le laboratoire). 

5.3.5.2 - Sérum de contrôle négatif (du commerce ou 

préparé par le laboratoire). 

5.3.6 -Autres produits 

Sans objet. 

6 - APPAREILLAGE ET VERRERIE 

Matériel courant du laboratoire d'immunosérologie et 

notamment : 

6.1 - Etuve à 37°C ± 2°C. 

6.2 - Bain-marie (à agitation si possible) thermostaté à 

37°C ± 2°C. 

6.3 - Bain-marie (à agitation si possible) thermostaté à 

60°C ± 2°C. 

6.4 - Enceinte réfrigérée à 5°C ± 3°C. 

6.5 - Centrifugeuse réfrigérée si possible et permettant 

d'obtenir une accélération de 5 000 à 15 000 m.s-2. 

6.6 - Système de distribution et de dilution à volumétrie et 

précision adaptées . 
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6.7 - Plaques Je microtitrage a usage unique (fond en Ul 

111 un ics Je cou vcrc le. tubes de 5 m I cl rono i rs . 

6.8 - Miroir de lecture de plaques (éventuellement). 

6.9 - Minuteur ou chronomètre . 

7 - [CIL\ ,\'TILLONNAGE 

'i<111s objet 

8 - PREPARATION U[ L'ECHANTILLON POUR 

. \:\.\LYSE 

Dès réception . les prélèvements sanguins sont centrifugés 

à 7 500-15 000 m.s-2 . si poss ib le apres avoir été 

débarrassés de leur caillot. Les sérums sont prélevés et 

identifiés . Ces derniers seront conservés 72 h maximum à 

5°C = 3°C. Pour des conservations plus longues, les 

sérums seront congelés à une température s; - l 6 °C. 

9 - MODE OPERATOIRE 

9.1 - Epreuve 

1 2 3 4 5 

Cà 11100(µ1) 40 50 60 70 80 

TV(µ I) 360 350 340 330 320 

Antigène dilué (µI) 200 :wu 200 200 200 

9. 1.-1.3 - Agiter les tubes . Les placer au bain-marie à 

37°C ± 2°C pendant 30 min . 

9.1 . ../ . ../ - Préparer le système hémolytique. Mélanger 2 min 

avant l'emploi les quantités nécessaires pour le titrage du 

complément et laisser à la température du laboratoire . 

Conserver séparément le reste des éléments du système 

hémolytique à 5°C ± 3°C jusqu'au lendemai n. 

9.1.-i.5 - Ajouter le système hémolytique à raison de 

400 µI par tube. 

Pr 109/02/IS 70100 

6 

90 

310 

200 

<J. /. I - f'rérurution des hémuttes 

Les hématies (5 .3.3) sont Jilufrs <'1 2 . .5 [J. cent (Jiluuon 

tïnale) en TV ( 5. 1. 1 ). Préparer celte suspension en 

quantité sunïsantc rour le titrage Ju comrlément et les 

c:-.::imen s. 

<J. / . _, - f'n;f)Uf'UI ion c//I S e rt/117 fit;lllnfrf il{ /I l.' 

Le sérum hémolytique (.5.3.4) est Jilué scion le s ré sultats 

du titrage . l1 réparer celte solution en quantité suffisante 

pour,le titrage Ju complément et rour le s examen s . 

9.1.3 - Prérara1ion de /'un1igène 

Diluer l'antigène (5 .3.1) scion les indications du fabricant 

9. 1 . ../ - Titruge du co111rléme111 

9. 1.../. / - Préparer le complément (.5 .3 2) comme décrit au 

paragraphe 5.3.2 . 

9.1 . ../.2 - Répanir en tubes de la façon suivante : 

Témoins 

hémolyse 

7 8 9 10 11 12 13 HO HIOO 

100 110 120 130 140 150 160 0 400 

300 290 280 270 260 250 240 400 () 

200 200 200 200 200 200 200 200 200 

9.1.4.6 - Agiter les tubes. Les placer au bain-marie à 

37°C ± 2°C pendant 30 min. 

9. 1.-1. 7 - Centrifuger immédiatement les tubes à la sortie 

du bain-marie à 5 000-10 000 m.s-2 pendant 10 min. 

9.1 . ../.8 - Lecture du titrage : 

Préparer un témoin d'hémolyse à 50 p. cent. Mélanger à 

parties égales (500 µl) le surnageant du tube présentant 

une hémolyse 0 p. cent (en cas d'absence dans la gamme, 
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utiliser du tampon TV) et le surnageant d'un tube 

présentant une hémolyse 1 OO p. cent. En cas d'absence de 

tube présentant une hémolyse 1 OO p. cent dans la gamme, 

préparer le témoin d'hémolyse à 50 p. cent en réalisant une 

suspension renfermant 400 µI de système hémolytique et 

1 600 µI d'eau disiillée. Prendre comme unité H50 le tube 

de la gamme dont le su rnageant présente la même 

coloration que le témoin d'hémolyse 50 p. cent ainsi 

préparé . 

<) / . ./.9 - Interprétation : calcul de la quantité de 

complément a prépan.:r pour les cpreuves . 

Exemple: 

Nombre de pu irs = 1 OO. chaque puits uti 1 ise 25 ~tl de 

complément dilué. soi t : 

25 µIX 100 = 2 500 ~tl (volume total Je complément dilué 

;'1 préparer) 

L'unité hémolytique 50 p. cent (1150) a été trouvée pour le 

tube 'n°5 (80 ~tl de complément au 1Il00). 
" 

L'épreuve utilise 6 H50. soit: 

Volume de complément Valeur trouvée 
au titrage (HSO) 6 unités HSO Nombre de puits dans l'épreuve 

80 X 6 X 100 X 25 

100 X 200 

Dilution du complément dans le titrage 

Soit 60 µI de complément pur à diluer dans 2 440 µI de 

rv (5.1.1) pour obtenir un volume total de 2 500 µI. 

9.1.5 - Décomplémentation des sérums à tester et des 

sérums de controle 

~es sérums sont chauffés purs au bain-marie à 60°C ± 2°C 

pendant JO min. 

]. / .6 - Dilution des sérums à tester et des sérums de 

controle 

)ilutions au 1/4 : 25 µI de chaque sérum à tester 

Pr 109/02/IS 70100 

= 60 µI 

Volume de complément dans le titrage 

décomplémenté sont mélangés à 75 µI de TV (5.1. l) dans 

une plaque intermédiaire. Vingt-cinq microlitres de ce 

mélange initial sont reportés dans un puits (puits "témoin 

sérum") et 25 µI sont reportés dans un autre puits (puits 

"examen") de la plaque d'épreuve. La même opération est 

réalisée avec les sérums de contrôle. 

• Dilutions suivantes (sérum de contrôle positif et si 

nécessaire pour les sérums à tester) : 25 µI du mélange 

initial sont prélevés et mélangés à 25 µI de TV (5 . 1. 1) 

(dilution au 1/8), et ainsi de suite, afin d'obtenir des 

dilutions successives de raison deux (dilutions au 1/16, 

1/32, .. . ). 
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'). / . - - /?é(?urt//ÙJ/1 

Sérum dilué 

1'11 ils témoin sèru rn 

dilution du l/.t 25 pl 

l'uits examen 

dilutions de 1/4 ù 1/256 25 pl 

9. / .S - /?.eourtition des témoins deva/1f accom{?a!!,ner 

chaque serie d'examens 

TV 

Témoin antigène 25 µI 

Témoin complément 50 µI 

Témoin système hémolytique 75 µI 

CJ. I. 9 - Réaction 

Agiter les plaques, les couvrir puis les placer au 

-é frigérateur à 5°C ± 3°C pendant 16 h à 20 h .. 

9. / . 10 - [tape de révélation Oe lendemain) 

<J. J. /O. / - !'réparation du .1ystème hémo~vtique. 

\llélanger à parties égales les solutions (9.1 .1) et (9.1 .2) 

~réparées la veille et conservées séparées depuis à 

5°C:::: 3°C. 

9. 1. 10.2 - Laisser le mélange à la température du 

aboratoire pendant 10 min. 

9.1.10.3 - Placer ensuite les plaques d'épreuve à l'étuve à 

l7°C ± 2°C pendant 10 min , soit les unes à côté des autres, 

Témoins d'hémolyse 0 

TV (µI) 0 

Surnagea nt hémolyse totale (µI) * 100 

• f>rcrart.'. à partir des puits a hémolyse totale 
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TV Antigène dilué C. 6H50 

25 pl 25 pl 

25 pl 25 lll 

Antigène dilué C 6H50 

25 µI 25 ~tl 

25 pl 

soit les unes sur les aucres en intercalant des plaques 

d'aluminium. Le système hémolytique demeure ainsi 

20 min à la température du laboratoire . 

9. 1.10.4 - Ajouter dans chaque puits 50 µI de système 

hémolytique. agiter les plaques, les couvrir et les placer à 

l'étuve à 3T'C ± 2°C pendanc 30 min . 

9.2 - Lee tu re 

Centrifuger les plaques d'épreuve à 5 000-10 000 m.s-2 

pendant 10 min (centrifugeuse réfrigérée, si possible) ou 

les placer à 5°C ± 3°C pendant 1 h 30 min . 

La lecture s'effectue en évaluant la coloration du 

sumageanc par comparaison avec une gamme-témoin 

d'hémolyse préparée de la façon suivante : 

+ ++ +++ ++++ 

25 50 75 100 

75 50 25 0 
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9.3 - 1 ntcrprétation 

Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de 

l'hémolvse : 

·--- .;.. : inhibition complète de l'hémolyse. 

·+--<·- : 75 p. cent d'inhibition de l'hémolyse. 

: 50 p. cent d'inhibition de l'hémolyse . 

: 25 P- cent d'inhibition de l'hémolyse . 

0 : hémolyse totale _ 

Dilution du sérum 25 % (+) 

1 /2 8.3 

1/4 16.6 

1/8 33,3 

1/16 66,6 

1/32 133 

l/64 266 

11128 532 

l/256 1065 

• seuil de positivité européen (20 U.CEE/ml) 

1 

10 CONDITIONS DE CONSERVATION ET 

D'ELlMINATION DES ECHANTILLONS 

Pour des conservations supérieures à 72 h. les sérums 

seront conservés congelés à une température ::; - l 6°C. 

Leur destruction sera réalisée par autoclavage ou par toute 

autre méthode retenue dans les exigences générales. 

11 - EXPRESSION DES RESULTATS 

IJors d'essais réalisés dans le cadre de la réglementation 

iationale de la brucellose bovine, ovine, caprine et 

porcine , les résultats sont exprimés de la façon suivante : 

1ositif, négatif ou anticomplémentaire. Pour les essais 

réalisés dans un autre cadre, le mode d'expression du 

és ultat est celui précisé dans la demande d'essai . 

Pr 109/02/IS 70100 

La conversion des rcsullats en unités européennes de 

fixation du complément (Li.CEE/ml) s'établit comme 

indiqué dans le tableau suiva nt. 

Au sens de la rég lementation européenne (el nationale) un 

résultat?. 20 U.CEE/ml est ros icir_ 

Inhibition de l'hémolyse 

50 % (++) 75 % (+++) 1 OO%(++++) 

10 11.6 13 .3 

20· 
1 

23 .3 26 .6 

40 46.6 53,3 

80 93,3 107 

160 187 213 

320 373 426 

640 746 852 

1280 1492 1705 

12 - FIDELlTE 

Toute hémolyse partielle ou nulle observée dans le puits 

"témoin sérum" doit amener à considérer comme 

anticomplémentaire le sérum correspondant. 

Résultat du sérum de contrôle positif: une dilution d'écart 

par rapport au titre attendu est tolérée. 

13 - RAPPORT D'ANALYSE 

Le rapport d ' analyse doit être conforme aux exigences du 

CO FRAC 
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l .t - ANNEXES 

1-t . l - Titrage du sérum hémolytique 

Cc titre est détermine en microméthode dans les 

comJitions orératoircs Je l'épreuve de lïxation du 

cumpkmcrn : toutes les dilutions sont ellectuées en TV 

(5 1 1) 

- 1/2 114 1/8 1/ 12 

! Dilution fïnalc 11250 11500 1/ 1 000 112 000 113 000 

1-1. 1:: - !)réparer une dilution de complément (5.3 .2) 

établie Je manière à se trouver en exces de complément 

(au J, 10 par exemple}. 

r·uits 1 2 J -t 5 

TSH* 

Uilutions de 11250 11250 11500 1/1 000 1/2 000 

SH 

f dilué (µI} 25 25 25 25 25 

Hématies à 2,5% 25 25 25 25 25 

1) 

1 T\' 75 50 50 50 50 

l au 1110 (µI) - 25 25 25 

*TSH = 1émoi11 sérum hémolytique 

1-1.1.5 - Agiter la plaque. la couvrir et la placer à l'étuve à 

37°C:::: 2°C pendant 30 min . 

1./. 1. 6 - Centrifuger la plaque à 5 000-10 000 m.s-2 

Jendant 10 min (centrifugeuse réfrigérée, si possible). 

1./. 1 ! - Résultats 

Le témoin sérum hémolytique (TSH) ne doit présenter 

lUcune hémolyse. La plus grande dilution de sérum 

Pr 109/02/lS 70100 

25 

'-1. / ' Ufcctucr une Jilutio11 111it1alc du sérum 

hémolytique (Sil) au 11250 ruis. ;·1 panir de cette dilution. 

effectuer les Ji lutions suivantes: 

1! 16 1/20 1.- 24 J . 28 1!'1 , _)_ 1 ,']6 

J .'.:I 000 l '5 000 1 / (i (){)() 1 n ooo 1 /8 000 1 /9 ()()() 

1./. 1 J - Préparer une suspension d'hématies à 2.5 p. cent 

(9. 1. 1 ). 

/-1. 1-1 - Répanir les différentes préparations en doublet 

Jans une microplaque. Je la i"açon suiYante : 

6 7 8 9 10 11 12 

1/3 000 1/4 000 1/5 000 1/6 000 117 000 l /8 000 1/9 000 

25 25 25 25 25 25 25 

25 25 25 25 25 25 25 

50 50 50 50 50 50 50 

25 25 25 25 25 25 25 

hémolytique entraînant une hémolyse totale détermine 

l'unité de sérum hémolytique 1 OO p. cent. Dans l'épreuve 

de fixation du complément, on utilise deux unités . soit une 

quantité double de celle déterminée par le titrage. 

Exemple: 

La dilution du 1/2 000 est la plus grande dilution qui 

donne dans le titrage une hémolyse totale (l'hémolyse est 

panielle pour la dilution du 113 000). La dilution à utiliser 

dans l'épreuve est donc de 1I1 000. 
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1-L! - Inhibition du rouvoir anticomrlémcntairc des 

\cru ms 

C..:llc 111cthodc permet d'inhiber 1..: pouvoir all!i-

co111rk111c11tairc de ccnains scrums. 

I ./ _, I l'rcrarcr 1111e solution ;1 'i p. cent de 

'cru111albu111inc ( i"ractio11 V) en ta111ron TV. 

Pr 109/02/IS 70100 

/ ./.J.J - i'rérarcr la prcmierc dilution ( l ,"-1} du SCrum ~I 

tester dans n:llc solution. 

/./.l .J - In cuber celle dilution ;i 37°C -~ 2''C pendant 

.L) 111i11. 

l./ .l . ./ - Rcrn:ndrc l'essai ;1 rartir du ro1nt 9.1 .5. 
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SITUATION ZOOSANITAIRE ET METHODES DE PROPHYLAXIE 

ALADIE : Brucellose bovine Année : 1996 

1 

t-l-'IDFM1ùl u,,,.., LU 1 1 t: ·UN l KI:: LA MAI AUll:: 

PAYS Nomore de Nomnre narnmaux Nole 
ESP FREO. Foyers (.;as Morts MESURES DE Abattus Vaccines 1 raites N" 

PROPHYLAXIE 

1 ~,ne 1 

AFRIQUE 

'lgérie bov ++ 1 451 1 568 • Pn S te 979 

:gypte bov + 2 009 • P Pn Qi S V 2 009 368 939 

.1aroc bov + 2 10 Pas te v · 1 

1 Tunisie bov + 1 2 ... Pn Vp 

7nne 2 
lurkina Faso bov + 1 22 6 Qi. 

1 :a ri-Vert bov le 
1 

.. . 

:ô e d'ivoire bov + .. . CnT 

1 Gambie bov 
Ghana bov +? Sp le V 3 977 

Guinée bov +? 

1ali bov + ... . .. . .. 

j liger bov + .. ... ... 
;enégal bov + .. ... ... 

Zone3 
Angola bov + .. 2 0 2 
".entrafricaine (République) bov ++ 

'chad bov + 1 1 

_.;ne 4 
E[hthrée bov +? Pa tv 
El iopie bov + .. ... ... Pa 
l(enya bov + ... ... Pa V 
laurice bov -
1uganda bov ++ ... ... Tle V 7 244 
éunion (France) bov (1982) • Pn Sp te Vp 4 

Seychelles bov - • p 

Soudan bov +++ 30 694 .. . V 
cml + 2 6 V 

3nzanie bov +? • Qi Sp te V 20 

ne s 
Afrique du Sud bov +++ 295 5 772 22 • Pn Q Sp tv V 1 196 42 759 
Botswana bov + 7 7 • Pn V 
Lesotho bov + 1 33 te tv 3 
· "adagascar bov 0000 

alawi bov (1978) a 
ozambique bov ++ .. . PnQftev· 

•. amibie bov + 2 53 o Ptev· 126 231 
Swaziland bov + ... ... ... tv 8 096 
Zambie bov + 

754 
... TV 

7 ;mbabwe bov +? 80 0 ·Pa So te V ... 

AMERIQUES 

Zone 1 
Belize bov 0000 Qftevp· 
Canada bov (1989) Pn Q S te v· 

Jsta Rica bov + .. . • Pn V 33 791 1 

1 Salvador bov ++ 18 30 ... ·steV 

1 ais-Unis d"Amérique bov + 209 '" 
.. . • P Pn Qi Sp te V ... 

buf (~ Mexique bov 
+: ( 

866 ... • Pn te V 
Nicaragua bov 18 555 .. . ·parsv 215 

, - 1nama bov + 10 12 o • Pn Q S te Vp 12 
1 
I ; •e 2 
i ~dhamas bov 0000 p 
• Barbade bov 0000 S te 
, Cuba bov + 297 2 053 Pn S te V· 
, r01ra~o (Antilles néerlandaises) bov 0000 

Jmmicame tépublique) bov ++)d 95 314 O Pn Qi S te V• 28 312 
Jadeloupe France) bov 000 • Pn Qi S teVp 
3ïti bov + .. ... . .. ... p 

lies vierges britanniques bov 0000 Qf 
Martinigue (France) bov 0000 • P QftvVp 
Saint-K11ts~t-Nevis bov 0000 
inité~t-Tobago bov 0000 ·Pte 2 

1e 3 2 

M~entine bov ++ ... . .. • Pn QfV 
Boivie bov + 1 031 .. . te 
Brésil bov ++ )( 3 210 25 841 .. . Pa Q Sp te V· ... 

buf + 26 168 ... QteV 
\i/i bov +? 2 953 • Pn Of te V 274 315 
>lombie bov ++ 198 636 ... • Pn Sp tvV 3 

but + 3 36 • Pn Sp tvV 
Equateur bov +? ... ... • Pn Spte V 2 527 
Falkland (lles)/Malvinas bov - Qfte 
~ · 1yane française bov (1995) • Pn Qi S te Vp 

raguay bov + ... 1 054 . .. • Pn Qfte V 335 710 
rou bov +~~( " ' 37 S te 39 
Jguay bov (+ ... • Pn Q Sp teVp 

Venezuela bov ++ 1 805 6 141 • Pn Sole V 6 141 241 773 4 



- 2 -

MALADIE : Brucellose bovine Année : 1996 

1-1-'lll= IULü~1r::_ 1 1 1 1 t:_ :11N l KI= LA~ .. ' " .. ~ 

PAYS Nombre de Nomnre n animaux Nole 

1 
ESP FRÉQ . Foyers t.;as Morts MESURES DE Abattus Vaccines lra1les N" 

PROPHYLAXIE 

1 ASIE 4 

'.one 1 4 
Arabie saoudite bov + 59 P Pn Q Sp V 

1 Bahreïn bov 
Emirats arabes unis bov ? 
Israël bov (1984) a tev· 65 325 

Jordanie bov 0000 • P Q le 
Koweït bov ++ 24 • Pn Qfte V 24 1 854 5 
·Liban bov ++ ... Pn T V 13 000 

1 Oman 
bov () 

Qatar bov ... 

-one 2 
Bhoutan bov +? Qite 
Corée ~République de) bov + 162 620 • Pn Qf S te 620 
·Hong ong bov 

j Inde bov - Pa Qi le 
Mongolie bov ++ 129 3 196 
Pakistan bov + 2ï 

TV 
Sri Lanka bov ::g 0 •te V 327 

buf 6 0 • te V 

1Zone3 
Brunéi Darussalam bov + ... 
Japon bov (1992) Qf S te· 

Malaysia lgéninsulaire) bov 
0000 Malaysia abah) bov te 

Malaysia Sarawak) bov +? P S Vp. 

1 Myanmar bov + 1 2 ... Qite 
Philippines bov 

0;80 
TleV 

Singap()ur bov 
Taipe1 China bov (1990) Pn Q S le Vp • 
Thaïlande bov + 25 81 ... PQf le 

Izane 1 

EUROPE 

<\lbanie bov .. . 
3osnie-Herzégovine bov 

i1iis8l 

te 
aulgarie bov • Pn le 
::roatie bov 1965 P Q teVp • 

1 Ex-Rép. youg. de Macédoine bov + 13 47 ... PO sgte~· 
Hong ne bov (1985) • PQ te p 
Pologne bov +? Pnastevr 11 
l.FY (Serbie el Monténégro) bov 

iSJ9l 

11 15 ... • P QfQi S e Vp 15 
l.oumanie bov • Pn Qi le 
>lovaquie bov 1964 a· 

1 Slovénie bov - • P Qile 
Tchèque (République) bov (1964) Pn Qi Vp • 

me 2 
\llemagne bov w ... • Pn Qf Sp le 
\utriche bov 2 2 o • Pn St te 2 6 

1 delgique bov + 27 98 ... fn Q teVp • 3 182 
Chypre bov (1932) 
Espagne bov + ... ... Pn S te · 19 615 
"rance bov + 582 

3 796 
... • Pn Qi S te Vp 15 902 

>réce bov 
++j( 

561 6 Pn Q Sp te· 3 790 
ta lie bov 

(1t+ 5) 

274 2 094 0 * Pn Sp te Vp 2 497 7 

1 Luxembourg 
buf 8 
bov • Pn Q S teVp 

Malte bov 
i:l ·1 ... Pn 

Pays-Bas bov 1 ... • Pn S te 
'ortugal bov + 1 075 3 626 ... • Pn Q S te 3 315 

1 ;uiss~ bov (+) 1 1 
1·2 

•PnQ~te 
urqu1e bov + 5 13 PnQ s v· 2 438 292 

Izane 3 
Danemark bov i1962l 

vp· 
'in lande bov 1960 • Q S teVp 9 
>roenland bov 0000 •p 
rlande bov + 630 ... Pn Q S te Vp • 13 842 

1 .slande bov 0000 
Norvège bov (1953) Pa S Vp • 
Royaume-Uni/Grande-Bretagne bov - Pn Q S tevp· 
':oyaume-Uni/Guernesey bov 0000 Q Ste • 

j loyaume-Uni/lr1ande du Nord bov 
ob+Jo 

4 12 0 Q S te Vp • 446 
(oyaume-Uni/JerseJ bov 

1 . !oyaume-Uni/Man le de) bov i1978l 
P Q Sp le Vp • 

Suede bov 1957 SVp • 

7 '>ne 4 
.zerbaïdjan bov + 49 557 ... • Pn Q te V 557 43 301 
. élarus bov 

<1ii61i 
• P Q le 

·slonie bov • QteVp 10 
Géorgie bov + 16 816 ... 848 192 590 
Lettonie bov 

l1963l 
• P QiS te 

Lituanie bov 1992 P Pn le Vp 
ioldavie bov 1974 • Cr P Pn Q S te Vp 24 
•uzbékislan bov +() 2 16 ... 16 344 872 
ussie bov + 253 14 200 • Q te V 14 200 4 346K 

1a~ikislan bov (1~~5) 8 314 O Pn Qi S le V 345 71 927 
Tu mênislan bov 
Ukraine bov - • Pn Qi S \eVo 
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MALADIE : Brucellose bovine 

t:P1 " ll•lt: LU 11 t: l,UN 1 Kt: LA MALA Jlr::: 

PAYS Nomore ae 

1 
ESP FRÉO. l'oyers vas Morts MESURES DE 

PROPHYLAXIE 

1 OCEANIE 

one 1 
Australie bov (1989) ·ovp 

1 ~i~j;k (lies) bov 0000 Of 
bov - s 

Guam bov 0000 
Kiribati bov 
Nouvelle-Calédonie bov 0000 Of te 
Nouvelle-Zélande bov (1989) or· 

1 Palau bov 0000 
Polynésie française bov !198il 0 te· 
Vanuatu bov 1992 • Pn Of Sp te 

otes 

1. Costa Rica : 16 129 animaux testés , 280 ont donné des sérologies positives (1,74%) . 

Trinité-et-Tobago : importation d'animaux indemnes de la maladie. Epreuve pour l'exportalion . ,, 
Colombie : 64 élevages positifs à l'épreuve de l'anneau. 

4. Venezuela : 648 113 épreuves rapides de diagnostic: 6 141 animaux positifs ont été sacrifiés . 

Kowe"1l : tous les animaux positifs sont sacrifiés. 

Autriche : 2 réactions positives. 

7. Italie : données concernant les régions suivantes: Piemonte, Valle d'Aosta. Umbria. Marche. Trentino Allo Adige . 

8. 114lie : foyers = bov + buf. 

Finlande : échantillons de lait de 3 773 élevages laitiers et de 276 élevages allaitants analysés avec des résultats négatifs. 

1 ù. Estonie : 134 085 bovins examinés avec des résultats négatifs. 

11 . Fidji : suivi permanent à l'abattoir. 

Nom ore a animaux 
Aoattus vaccines 

Année: 1996 

Note 
1 raites N• 

11 



CODES 

ESPECE ANIMALE 

bovins .................................................................... ........ .......................................... .. ...... .. .... .... ... .... bov 
buffles . . . . . .. . . ..... .. . . . . . . .. . . .. .. ..... .. . . . .. . . . . ... . ........ ..... .. . .. .... . .. .. . .. . . . . . . .. .. . .. . ... . . . . . . . . . . .. . ... .. . . . . .. . .. . . . . . . . ... . . .. . . . . . buf 
camélidés .. ... ... ............ ... ........... ..................... ...... ... ..... .... .. .. .... ...... .. ...... ...... .... .. .. ..... .... ..... ... ....... ...... cml 

FREQUENCE DE LA MALADIE 

Jamais constatée ..................... .............................. .................................. .... .. ... ........ ..... .... ... .... ......... 0000 
Non constatée (année de dernière constatation inconnue) ............................................. ......... ......... . 
A ' d d ., . nnee ,e en:uere constatat1?n ................................. .. .... '. ............. ... .. .... .. ......... .. .. .... .. .... ..... .... .... ... . (année) 
Suspectee mais non confirmee ... ... .... .. ... ... .... .. ...... ............ ... . .. ............ .. ... ... .... .. .... . .. .... .... .... .... ...... .. ? 
Cas exceptionnels . . . . . . . .. . ...... .. . .. . . . .. . . . . . ........ .. .. . .. .. . . . . . . .. . . .. .. .. .. . . . . . .. . . .. . . . . . ... .. . . .. . . . . . . . .. .. .. ..... ... . .. . . . . . . .. . . ( +) 
Fréquence faible et sporadique...................................... ................ ......... .......... .... .. ......................... .. + 
Enzootique . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ++ 
Fréquence élevée ... .... ........ .. ...... ................ ..... .. .. ............ ... ...... ... ... ...... .. ........... .... ... ............ ..... ..... ... +++ 
Evidence sérologique et/ou isolement de l'agent causal , pas de signes cliniques ... ..................... ... . +? 
Maladie existe ; répartition et fréquence incorurnes ... .. . ......... .. ....... .. ... .... .. .. ........... ..... ... ... ....... ... .... + 
Limitée à certaines régions .. . .. . . .. .. . . . . ....... .. ... .. . .. ...... .. . .. . . . .. . . . . . ... . . . . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . .. . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ( ) 
Répandue dans tout le pays ... .......... .. .............. ..... ... .. ........ .... ... ........ ...... ... ... ... ... .............. .. ........ .. .. ... ) ( 
Reconnue pour la première fois dans le pays .............................................................................. ..... . 
Maladie affectant seulement les animaux importés (quarantaine).............. ... ............. ..... ........ ...... .. . <= 
Aucun renseignement disponible ..... .. ... .. .......... ............ .......... ... .. ... ... ................... ... ...... .... .... ...... .. . . 

MESURES DE PROPHYLAXIE 

Abattage sanitaire ......... ... .. ... .. ........................... .... .. .... ... ... ...... ... ....... ............ .................................. . 
Abattage sanitaire partiel ...... ... ............................. .. .... .. ......... ..... .. ....... ......... .. ....... ......................... . 
Contrôle de réservoirs dans la faune sauvage ....... ... .. .. .. ...... ..... ............ .. ...... ..... ....... ..... ..... .. .......... . 
Contrôle de vecteurs invertébrés .. ...... .................. .... ....... .. .... ... ... ......... ..... ... ... .. .............. ... ... ....... ... . 
Epreuve diagnostique ........................................... ... ...... .... .......... .... ............ ... .......... ........... ... ..... ... . . 
Epreuve diagnostique volontaire ... ........ ........ ......... .. ..... ..... .... ........ .. ........ ................... ..... ... ...... ... .... . 
Maladie à déclaration obligatoire ... .. ... ..... ..... .... .. ... .. .... .. .... .............. ......... .............. ...... ... .. ... ....... ... . 
Programme de lutte couvrant tout le pays ............. ..... .... .. ..... ... .................... ... .. .. ... .... .................. ... . 
Programme de lutte limité à certaines régions ou à certaines catégories d'élevages ...... ................. . 
Prohibition d'importation des pays infectés ......... ...... .................................. ... ..... ... ....................... . . 
Q . ' . ' l Ç, • ' uarantame et autres precaut10ns a a 1ront1ere ................... ........... ..... ........... ....................... ......... . 
Q . ~ld d'l ·1·· ,. d uarantame et contro e es ep acements a mteneur u pays ....................................................... . 
Quarantaine, contrôle des déplacements et autres précautions à la frontière et à l'intérieur du pays 
Traitement ........ ....... ............ ... ......... ........... .. .... .. ..... ..... ....... .. ... ............................. ........ ................. .. . 
Vaccination ........ .. ..................... ...... .. .. .. .... .... ........... ......... ...... ...... .... ... .... .... ... ...... ........ ..... ..... ... .... .. . 
Vaccination interdite ... .. .......................................................... .... .......... .. ............... .......................... . 

s 
Sp 
Cr 
Cn 
te 
tv 
* 
Pn 
Pa 
p 
Qf 
Qi 

Q 
T 
V 
Vp 
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SITUATION ZOOSANITAIRE ET METHODES DE PROPHYLAXIE 

MALADIE : Brucellosse caprine et ovine (non due B. ovis) Année : 1996 

PAYS Nole 
ESP FRÉQ. MESURES DE rai es N° 

PROPHYLAXIE 

Izane 1 
Algérie 

Egypte 

1 Maroc 

Tunisie 

Zone 2 

1 

Burkina Faso 

Cap-Vert 
Côle d"lvoire 
Gambie 
Ghana 

1 

Guinée 
Mali 
Ni9er 
Senégat 

Zone 3 

AFRIQUE 

1 

Angola 
Centrafricaine (République) 
Tchad 

Zone 4 
Erythrée 

1 

Ethiopie 

Kenya 
Maurice 
Ouganda 
Réunion (France) 

1 

Seychelles 
Soudan 
Tanzanie 

Zone 5 

1 

Afrique du Sud 

Botswana 
Lesotho 
Madagascar 
Malawi 

1 

Mozambique 
Namibie 

Swaziland 

Zambie 
Zimbabwe 

~one 1 
Belize 

1 

Canada 
Costa Rica 

El Salvador 

AMERIQUES 

Etats-Unis d'Amérique 

1 

Mexique 

Nicaragua 

Panama 

I

Zone 2 
Bahamas 
Barbade 
Cuba 

Curaçao (Antilles néerlandaises) 

1 

Dominicaine (République) 

Guadeloupe (France) 
Haïti 

lies vierges britanniques 
Martinigue (France) 

1 Saint-K1tts-et-Nevis 

Trinité-et-Tobago 

cap 
ovi 
cap 
ovi 
cap 
ovi 
cap 
ovi 

cap 
ovi 
ovi 
ovi 
oie 
oie 
oie 
oie 
oie 
ovi 

oie 
oie 
oie 

cap 
ovi 
cap 
ovi 
oie 
oie 
ovi 
oie 
oie 
ovi 
cap 
ovi 

cap 
ovi 
oie 
oie 
ovi 
oie 
oie 
cap 
OVI 
cap 
ovi 
ovi 
cap 
ovi 

cap 
ovi 
oie 
cap 
ovi 
oie 
cap 
ovi 
cap 
ovi 
cap 
ovi 
oie 

oie 
ovi 
cap 
ovi 
ovi 
cap 
ovi 
oie 
cap 
ovi 
oie 
oie 
cap 
ovi 
cap 
OVI 

++ 
++ 
+ 
+ 

? 

+ 
+ 

+ .. 
+. 
? 

+ .. 

? 
? 

+ .. 
+ .. 
+ 

0000 
+ 

+ 

i:i 
0000 
0000 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 

0000 
0000 
0000 

(1il72) 

+ 
(1993) 

(1969) 

0000 
0000 
0000 
0000 
0000 
0000 
0000 

+? 

0000 

+? 
+? 

4 

12 

2 

2 437 
142 
265 

1 973 

17 

207 

31 

... , • Pn S te 
·te 
P Pn Q S le 

.Ï P Pn Q S le V 

P Q S te · 

PnV 

,,Qite• 

T 

.... V 

te* 

11· Q Sp tv 
.. . Q Sp tv * 

Q 
or· 

... 
1 

• P S te 
... • P S te 

QfVp* 
QfVp• 
Qf* 

PQS • 
p Q s. 

.. . • !eV 
le 
Qf S Vp * 
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MALADIE : Brucellosse caprine et ovine (non due B. ovis) Année: 1996 

t:l'IUt-IVllOl<ll.it- LUI lt: " N fRE LA •• A .. ~ 

PAYS Nombre de Noml1re fl'arnmaux Nole 
ESP FRÉQ. f-oyers cas Morts MESURES DE Abattus Vacanes 1ra1tes N• 

PROPHYLAXIE 

1 AMERIQUES (su ile) 

Zone 3 
Argentine cap ++() ... --- ... • Patv 

OVI .. . •Pa Qf 

1 Bolivie ovi 
0000 

Tte 
Brésil o/c Qf. 

Chili cap (1975) Qfte • 
OVI - Qfte • 

Colombie cap ·Pars 
OVI + 1 4 0 • p Qf s 

1 Equateur ovi 
0000 Falkland (lles)/Malvinas oie Qf 

Guyane française o/c 0000 • Pn Qi S te V 
Paraguay o/c ... 
Pérou cap ++ ~ ... ... Pa tvV 

OVI ++ ... Pa tvV 
Uruguay cap 000 p. 

1 Venezuela 
OVI 0000 p. 

cap 0000 p· 
OVI 0000 ' p. 

ASIE 

1Zone1 
Arabie saoudite cap + 29 .. . 

OVI + 82 ... 
Bahreïn oie .. . 
Emirats arabes unis oie + 
Israël cap ++ 5 7 •Pa Qi tv V 10 428 

1 Jordanie 
OVI ++ 24 33 ... •Pa QitvV 61 908 1 
cap ++ ... .. . • Pn Qi te V 141 756 
OVI ++ • Pn Qi te V 570 635 

Koweït cap ++ ... 45 • Pn Qf tvV 45 2 
OVI ++ ... 931 ... • Pn Qf te V 726 992 000 3 

Liban oie (+) .. . 

1 

Oman oie () 
Qatar oie 

Zone 2 
Bhoutan cap 

OVI ... 
Corée (République de) cap - QfS • 

OVI - ars· 
1 Hong Kong oie ... 

Inde cap ... 
OVI + 

372 
. .. QiSte 

Mongolie cap + 79 2 Pn te V 217 
OVI + 121 1 157 1 PnteV 635 

1 Pakistan oie + ... ... ... Qiîte 
Sri Lanka oie -

Zone3 
Brunéi Darussalam cap -

OVI -
Japon cap (1949) ars· 

1 Malaysia 1~ninsulaire) OVI 0000 ors· 
oie 

0000 Malaysia abah) cap tv 
OVI 0000 tv 

Malaysia (Sarawak) cap 0000 p 
OVI 0000 p 

1 Myanmar oie ... 
Philippines ovi - QfTV 
Singapour cap 0000 

OVI 0000 
Taipei China cap 0000 QrVp' 

OVI 0000 QrVp' 
1 Thaïlande cap .. . 

OVI 
1 

EUROPE 

Zone 1 

1 

Albanie cap + 8 625 ... Pa S te 625 
OVI + 9 850 ... Pa S le 850 

Bosnie-Herzégovine ovi 
r985

1 

• P Pn Q S teVp 
Bulgarie ovi 1941 • Pn Q te 
Croatie cap 1992 P Pn Q S teVp • 

OVI 1991 P Pn Q S teVp • 

1 

Ex-République youg. de Macédoine cap + 82 310 .. . PQ SteVp 560 
OVI + 27 850 Pa SteV~ 2 439 

Hongrie oie 0000 • poste p 
Pologne caP, 0000 

OVI 0000 
RFY (Serbie et Monténégro) caP, + 30 66 ... 66 

OVI + 42 121 • P Or Qi S te Vp 121 
1 Roumanie oie 0000 • par 

Slovaquie cap - o· 
OVI - o · 

Slovénie oie 0000 • P Q te 
Tchéoue IRéoubliauel ovi - te· 
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MALADIE : Brucellosse caprine et ovine (non due B. ovis) 

t:l-'I ·~ " LU 1 1t:CUN1Kt:1 A.'" " "L 

PAYS rl!ombre oe Nombre d'animaux 
ESP FRÉQ. Foyers Cas Morts MESURES DE Ab-attus 

PROPHYLAXIE 

1 
EUROPE (suite) 

Zone 2 
Allemagne oie (1992) • Qi S te 
Autriche oie - ·ar 

1 Belgique ovi -
Chypre cap l1993l • Pn Oi S te Vp 

OVI 1993 • Pn Oi S te Vp 
Espagne cap + • Pn S te V 

OVI + • Pn S te V 226 979 
France cap :: B 39 Pn Oi S te V· 4BO 

1 Gréce 
OVI 4B5 Pn Oi S te V· 17 OOB 
cap 

:: ll 
310 5 BOO Pn 0 S te Vp • 5 BOO 

OVI 63B 10 770 31 Pn S te Vp • 10 739 
Italie cap + 171 3 533 Pn S~ te Ve• 5 51B 

OVI + 171 3 533 • Pn p te p 5 51B 
Luxembourg oie 0000 • 0 SVp 
Malle oie o~tdo Pn S 

1 Pays-Bas cap 
OVI 0000 . 

Portugal cap + 2 76B 14 2B6 ' • Pn 0 S te 
OVI + 6 510 74 255 • Pn 0 S te 

Suisse ca[l l1963l Pn 0 Sp te· 
OVI 1963 PnO ~te· 

1 Turquie ovi ++ 52 506 165 Pn Oi TV• 

Zone 3 
Danemark cap 0000 

OVI 0000 . 
Finlande ca[l 0000 . 

OVI 0000 . 
1 Groenland ovi 0000 •p 

Irlande cap 0000 te• 
OVI 0000 te• 

Islande cap 0000 
Norvège OVI 0000 s. 

1 

Royaume-Uni/Grande-Bretagne ... 0000 • Qfte 
Royaume-Uni/Guernesey cap 0000 Oi• 

OVI 0000 o i · 
Royaume-Uni/Irlande du Nord cap 0000 0 S te Vp • 

OVI 0000 OS teVp • 
Royaume-Uni/Jerse~ oie 0000 
Royaume-Uni/Man le de) ca[l 0000 

1 Suède 
OVI 0000 
ovi 0000 s· 

Zone 4 
Azerbaïdjan oie 0000 
Bélarus oie - • OVp 

1 Estonie ca[l 0000 p• 
OVI 0000 p· 

Géorgie oie 
Lettonie oie 0000 • P Oi ST 
Lituanie ca[l 0000 P 0 S te 

OVI 0000 P 0 S te 
Moldavie cap 0000 

1 Ouzbékistan 
OVI (19B5) • Pn 0 S te 47 
oie • Pn Oi te V 

Russie ovi 

(1~~5) 
10 1 000 ... • Q te V 1 000 

Tad~ikistan ovi 4 1 790 1 7B2 PnQiS te V 1 782 
Tur ménistan ovi 
Ukraine oie - • P Pn 0 S teVo 

1 
OCEANIE 

~one 1 
Australie cap 0000 Qf. 

OVI 0000 ar· 

1 ~i~)ik (lies) 
oie 0000 Qf 
oie 0000 POf 

Guam cap 0000 
OVI .. . 

Kiribati oie 
oCiâo Nouvelle-Calédonie cap 

1 Nouvelle-Zélande 
OVI 0000 
ca[l 0000 Qf. 
OVI 0000 or· 

Palau oie 0000 
Polynésie française ca[l - Of 

OVI - Of 
l Vanuatu ca[l 0000 or· 

OVI 0000 or· 

lotes 

Israël : vaccination, avec Rev. 1, des femelles âgées de 2 â 6 mois. Seuls les cas confirmés par la bactériologie sont signalés. 

2. Kowe·al : 63% des réagissants étaient des animaux indigènes. 

Kowe"ft : plusieurs cas ont été détectés chez des ovins importés. 4,7% des cas sont des animaux indigènes. Vaccination= ovi +cap. 

Chypre : sérums ovi +cap+ bov +sui analysés avec des résultats négatifs. 

5. Chypre : sérums ovi + cap +bov + sui analysés avec des résultats négatifs. 

Italie : données concernant les régions suivantes : Piemonle, Valle d'Aosta, Umbria, Marche, Trentino Alto Adige. 

Vaccines 

14 430 
70 34B 

2 43B 292 

500 934 
5 616K 

6 69B 

Année : 1996 

Note 
Traites No 

4 
5 

6 



CODES 

ESPECE ANIMALE 

ca~nns ... ..... ...................... .... .......... ..... .. ........ ............ ...... .... .......... ................... ............ ... ... .... .. ...... .. ca~ 

ovins ..... ...... ... .............. .. .. ..... ........ ...... ... .... ... .... .. ........... ... ...... .. ................. ....... ..... .. .. ... ... ....... ..... .... . ov1 
ovins/caprins ........ ... . .. .. . .. . . .. ... ... . . . .. . . . . . . .. .. . .. .. . . .. . . . . . . . . . . . .. . .. . .. . . . . .. . ... . . . .. . . .. ... . .. . . . . . .. . . . .. . . . . . .. . . . . . .. . . . .. .. . . . oie 
toutes les espèces ..... .... .. ......... .. ......... ... ... .. . . .. .. .. . . . . . . . . . . .. . . ... .. ... .. .. . . . . . . . . . .. . . . . . .. ....... .. . ... . .. . . . . . . .. . . . . . .. . . . . * * * 

FREQUENCE DE LA MALADIE 

lainais constatée ... ........ .... ... ... .... .................. ... .............. ........ ......... .... ........ ......... .. .. ....... ............. ... .. 0000 
Non constatée (année de dernière constatation inconnue) ..... ... ...................... ...... ... .. .... ...... ..... ....... . 
A ' d d . , . nnee ,e err:uere constatatl?n .......... ..... .. ... .... .... .... .... .............. ... ...... .. ...... ...... ...... ...... ........ .... ..... .. (année) 
Suspectee mais non confirmee . . . . .... ... . . . . . . . . . . ..... ... . ............ .. .. .. . . .. . . .. .. . . . .. . ... .. . .. .. . . ... ....... . .. ... . . ... . . .. . . . . ? 

Cas exceptionnels . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ( +) 
Fréquence faible et sporadique........... .......... ... ....... ................... .. ... ...... ............... ... ..... ..... ...... ..... .... .. + 
Enzootique . . ... .. .... .. . . . . . . .. . . .. . . ... . . .. . . . . . . . .. . . ..... . ... . . ... . .. . .. . . .. ...... ... .. . .. . . . . . .. . .. . .. . . .. . . . .. . .. . . .. . . .. . . . . . . . . . . .. .. ... . . ++ 
Fréquence élevée . ... ... .. .. .. . ... . .. ..... .. . . . . .. .. .. . . . . ... .. . . .. . .. . . ... .. . . .. .. . . .. . ... . .. . . . . .. . . .. . . . . .. . . . ... .. . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . +++ 
Evidence sérologique et/ou isolement de l'agent causal, pas de signes cliniques .. ... .. . ........ .. .. ..... . .. +? 
~al~d,ie ~xiste _; répa;ti_tion et fréquence inconnues ... ...... .... .................. ... ... .. .. ... ... ... .. .............. ....... + .. 
Lurntee a certames reg10ns .. . . . . . .. .. . . ... .. .. . .. . .. . ... . .. . . . . . . . . .. .. . ... . ... . .. . ..... ... . . . . . . . ... .... .. . .. . . . . . . . . .. .. . . . . . ..... .. . . ( ) 
Répandue dans tout le pays.......... ... ... .......... ...................... ................. .... ..... ...... .................. ............. ) ( 
Reconnue pour la première fois dans le pays................ ... .. ......... ... ... ............... .... .... ...... ..... ..... ....... .. ! 
Maladie affectant seulement les animaux importés (quarantaine)..... .. ......... ..... .... ......................... .. <= 
Aucun renseignement disponible .... .... .... .... ........ ...... .......... .......... .. .. ... .... ... ....... ... ... ................... .... . 

MESURES DE PROPHYLAXIE 

Abattage sanitaire ......... ............................ ... ........... ... ......... ........ .................................... ...... ......... .. . 
Abattage sanitaire partiel ........... ......................... ............ .... ...... .......... ................ .............. ... ........ ... . 
Contrôle de réservoirs dans la faune sauvage .. .. ........... ... ... ... .. ..... ........... ... .... ......... .. .... ............. .... . 
Contrôle de vecteurs invertébrés ....... ... ............... .... ..... ........................... .... .............. .................. .... . 
Epreuve diagnostique ..... ....... ... ..... ... .............................. ... ...... ..... ... ... .... .. ................. ...... ........ ... .. .. . . 
Epreuve diagnostique volontaire ...... .. .... ...... ............ ..... .... ......... ... ...... ....... ........... ... ... .......... .. .... .... . . 
Maladie à déclaration obligatoire ........ .. .. ............ .. .... ..... ..... ... ......... ............. .............. .... .... .... .. .. .. ... . 
Programme de lutte couvrant tout le pays ..... ............ ... ............. ... ........................................ ... ........ . 
Programme de lutte limité à certaines régions ou à certaines catégories d'élevages .................... ... . 
Prohibition d'importation des pays infectés ........ ........ .. ... ............... .......... ... ...... ...... ............. ..... .... . . 
Q . ' . '1 f ., uarantame et autres precaut10ns a a ront1ere ....... ...... .... ................... ...... .. ........ ...... .................. .. . 
Q • Al d d' 1 ' l'" ' • d uarantame et contra e es ep acements a mteneur u pays ... .......................... ............. ...... ...... . . 
Quarantaine, contrôle des déplacements et autres précautions à la frontière et à l'intérieur du pays 
Traitement ............................... .... ....... .................. ......... ........... .............. .... ...... ............. ....... .. ..... ... .. . 
Vaccination .... ................... .......... .. .. ............................. .......... ............... ....... ... ................................. . 
Vaccination interdite .... ........ .. ...... .... ......... ............ ................... ... .... ......... .... ... .... ... .. ..... ....... ......... ... . 

s 
Sp 
Cr 
Cn 
te 
tv 

* 
Pn 
Pa 
p 
Qf 
Qi 

T 
V 
Vp 

Q 
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BRUCELLOSE BOVINE 
(B. abortus) 
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Préambule: les nonnes agréées par l'OIE pour les épr~µves diagnostiques et les vaccins 
figurent dans le Manuel. 

Article 3 .2. 1. 1. 

Aux fins du présent Code : 

Pavs ou partie du territoire d'un pays indemnes de brucellose bovine 

Un pays ou une partie du territoire d'un pays sont considérés comme indemnes de brucellose 
bovine lorsque: 

1. la maladie ou la suspicion de la maladie sont à déclaration obligatoire; 

2. tous les cheptels bovins de ce pays ou de cette partie du territoire sont placés sous 
contrôle vétérinaire officiel et qu'il a été établi que le taux d'infection brucellique ne 
dépasse pas 0,2% du nombre des troupeaux bovins du pays ou de la partie du territoire 
considérés; 

3. chaque cheptel est soumis périodiquement aux épreuves sérologiques, associées ou non à 
l'épreuve de l'anneau, pour la recherche de la brucellose; 

4. aucun animal n'a été vacciné contre la brucellose depuis au moins troisans; 

S. tous les animaux réagissants sont abattus; 

6. les animaux introduits dans le pays ou la partie du territoire indemnes proviennent 
exclusivement de cheptels officiellement indemnes ou de cheptels indemnes de 
brucellose bovine. Cette condition peut ne pas être exigée pour des animaux non 
vaccinés qui auront été isolés et soumis, avec résultat négatif, à deux épreuves 
sérologiques effectuées à 30jours d'intervalle, avant leur introduction dans le troupeau. 
Chez les femelles gravides, la seconde épreuve sérologique doit être faite au moins 
l 4jours apr ès la mise-bas. 

Dans les pays où tous les cheptels bovins ont été reconnus officiellement indemnes de 
brucellose et où il n'a été trouvé aucun animal réagissant aux épreuves de dépistage de la 
brucellose depuis cinq ans, le pays concerné peut décider d'un système de contrôle 
différent. 

Cheptel o(ficiellement indemne de brucellose bovine 



F 00047.HTM à www.oie.int Page2of5 

Pour être considéré comme officiellement indemne de brucellose bovine, un cheptel bovin 
doit satisfaire aux conditions suivantes: 

1. être placé sous contrôle vétérinaire officiel; 

2. ne comporter aucun animal ayant été vacciné contre la brucellose bovine depuis au moins 
troisans; 

3. ne comporter que des animaux qui, au cours des six derniers mois, n'ont pas été reconnus 
infectés de brucellose bovine, toute suspicion, à la suite notamment de mise-bas avant 
terme, devant donner lieu à la réalisation des examens de laboratoire appropriés; 

4. tous les bovins âgés de plus de 12mois (à l'exception des mâles castrés) doivent avoir été 
soumis, avec résultat négatif, à deux épreuves sérologiques effectuées à 12mois 
d'intervalle. Cette qualification est maintenue si la totalité du cheptel est contrôlée 
normalement selon une périodicité annuelle ou selon les autres modalités requises par 
!'Administration vétérinaire du pays intéressé; 

5. les animaux introduits dans le troupeau doivent provenir de cheptels officiellement 
indemnes de brucellose bovine. Cette condition peut ne pas être exigée pour les animaux 
non vaccinés provenant d'un cheptel indemne de brucellose bovine, à la condition qu'une 
épreuve à l'antigène tamponné pour Brucella et une épreuve de fixation du complément 
effectuées dans les 30jours précédant leur introduction fournissent des résultats négatifs. 
Ces épreuves doivent être renouvelées chez les femelles qui ont récemment vêlé ou qui 
sont sur le point de le faire, au moins 14jours apr ès le vêlage ; en effet, elles n'ont pas de 
valeur si elles sont effectuées au cours des 14jours qui suivent la mise-bas. 

Cheptel indemne de brucellose bovine 

Pour être considéré comme indemne de brucellose, un cheptel bovin doit satisfaire aux 
conditions suivantes: 

1. être placé sous contrôle vétérinaire officiel; 

2. être soumis ou non à la vaccination; 

3. dans le cas d'emploi d'un vaccin vivant sur les femelles bovines, la vaccination doit être 
pratiquée à un âge de trois à sixmois, et dans ce cas les femelles vaccinées doivent être 
identifiées de façon permanente; 

4. les bovins de plus de douze mois doivent être contrôlés dans les conditions prévues au 
paragraphe4 de la d éfinition du cheptel bovin officiellement indemne de brucellose, les 
bovins vaccinés avant l'âge de six mois avec un vaccin vivant et âgés de moins de trente 
mois pouvant toutefois présenter un résultat positif à l'épreuve à l'antigène tamponné 
pour Bruce/la, un résultat négatif étant obtenu à l'épreuve de fixation du complément; 

5. tous les bovins introduits doivent provenir d'un cheptel officiellement indemne ou 
indemne de brucellose bovine, ou d'un pays ou d'une partie du territoire d'un pays 
indemnes de brucellose bovine. Cette condition peut ne pas être exigée si les animaux ont 
été isolés et soumis, avec résultat négatif, à deux épreuves sérologiques effectuées à 
30jours d'intervalle avant leur introduction dans le troupeau. Chez les femelles gravides, 
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les épreuves sérologiques doivent être effectuées au moins l 4jours après la mise-bas. 

Article 3 .2.1.2. 

Les Administrations vétérinaires des pays importateurs tiennent compte: 

pour les bovins d'élevage ou de rente (à l'exception des mâles castrés), 

de la présentation d'un certificat zoosanitaire international attestant : 

1. qu'ils ne présentaient, le jour de leur chargement, aucun signe clinique de brucellose; 

2. qu'ils proviennent d'un cheptel où aucun signe clinique de brucellose n'a été constaté 
officiellement pendant les six mois précédant leur chargement; 

3. qu'ils proviennent d'un pays ou d'une partie du territoire d'un pays indemnes de brucellose 
bovine, ou d'un cheptel officiellement indemne de brucellose bovine, et qu'ils ont été soumis, 
avec résultat négatif, à une épreuve sérologique pour la recherche de la brucellose bovine 
pendant les 30jours précédant leur chargement, ou 

4. qu'ils proviennent d'un cheptel indemne de brucellose bovine et ont été soumis, avec résultat 
négatif, à une épreuve à l'antigène tamponné pour Bruce/la et à une épreuve de fixation du 
complément pour la recherche de la brucellose bovine au cours des 30jours précédant leur 
chargement; 

s'ils proviennent d'un cheptel autre que ceux mentionnés ci-dessus: 

5. qu'ils ont été isolés et soumis, avec résultat négatif, à deux épreuves sérologiques pour la 
recherche de la brucellose bovine effectuées à 30jours d'intervalle, la seconde épreuve ayant 
été réalisée dans les 15jours pr écédant leur chargement. Chez les femelles gravides, la 
seconde épreuve sérologique doit être effectuée au moins 14 jours après la mise-bas. 

Article 3.2.1.3. 

Les Administrations vétérinaires des pays importateurs tiennent compte: 

pour les bovins de boucherie (à l'exception des mâles castrés), 

de la présentation d'un certificat zoosanitaire international attestant: 

1. qu'ils ne présentaient, le jour de leur chargement, aucun signe clinique de brucellose; 

2. qu'ils ne sont pas éliminés dans le cadre d'un programme national de lutte contre la 
brucellose bovine; 

3. qu'ils proviennent d'un pays ou d'une partie du territoire d'un pays indemnes de brucellose 
bovine, ou 

4. d'un cheptel officiellement indemne de brucellose bovine, ou 

5. d'un cheptel indemne de brucellose bovine, ou 
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6. qu'ils ont été soumis, avec résultat négatif, à une épreuve sérologique pour la recherche de la 
brucellose bovine dans les 30jours précédant leur chargement. 

Article 3.2.1.4. 

Les Administrations vétérinaires des pays importateurs tiennent compte: 

pour la semence de taureaux, 

de la présentation d'un certificat zoosanitaire international attestant: 

1. si la semence provient d'un centre d'insémination artificielle, que le protocole de contrôle 
comprend des épreuves à l'antigène tamponné pour Bruce/la et de fixation du complément 
pour la recherche de la brucellose bovine; 

2. si la semence ne provient pas d'un centre d'insémination artificielle, que les géniteurs ayant 
fourni la semence: 

a) proviennent d'un pays ou d'une partie du territoire d'un pays indemnes de brucellose 
bovine, ou 

b) sont restés dans un cheptel officiellement indemne de brucellose bovine, ne présentaient, 
le jour du prélèvement de la semence, aucun signe clinique de brucellose bovine, et ont 
été soumis, avec résultat négatif, à une épreuve sérologique pour la recherche de la 
brucellose bovine au cours des 30jours ayant précédé le prélèvement de la semence; 

c) sont restés dans un cheptel indemne de brucellose bovine, ne présentaient, le jour du 
prélèvement de la semence, aucun signe clinique de brucellose bovine, et ont été soumis, 
avec résultat négatif, à une épreuve à l'antigène tamponné pour Brucella et à une 
épreuve de fixation du complément au cours des 30jours précédant le prélèvement de la 
semence, ou 

d) ne présentaient, le jour du prélèvement de la semence, aucun signe clinique de brucellose 
bovine, ont été soumis, avec résultat négatif, à une épreuve à l'antigène tamponné pour 
Brucella et à une épreuve de fixation du complément au cours des 30jours pr écédant le 
prélèvement de la semence et que leur semence ne contenait pas d'agglutinines 
anti-brucelliques; 

3. que la semence a été collectée, manipulée et stockée conformément aux dispositions des 
annexes 4.2.1.1 . et 4.2.1.2 . 

Article 3.2.1.5. 
(à l'étude) 

Les Administrations vétérinaires des pays importateurs tiennent compte: 

pour les ovules/embryons de bovins, 

de la présentation d'un certificat zoosanitaire international attestant: 
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1. si les ovules/embryons provierment d'une unité de collecte, que le protocole de contrôle 
comprend des épreuves à l'antigène tampormé pour Bruce/la et de fixation du complément 
pour la recherche de la brucellose; 

2. si les ovules/embryons ne provierment pas d'une unité de collecte, que les femelles 
donneuses: 

a) proviennent d'un pays ou d'une partie du territoire d'un pays indemnes de brucellose 
bovine, ou 

b) proviennent d'un cheptel officiellement indemne de brucellose bovine, ne présentaient, le 
jour de la collecte des ovules/embryons, aucun signe clinique de brucellose bovine, et 
ont été soumises, avec résultat négatif, à une épreuve à l'antigène tamponné pour 
Bruce/la pendant les 30jours précédant la collecte, ou 

c) proviennent d'un cheptel indemne de brucellose bovine, ne présentaient, le jour de la 
collecte des ovules/embryons, aucun signe clinique de brucellose bovine, et ont été 
soumises, avec résultat négatif, à une épreuve à l'antigène tampormé pour Bruce/la et à 
une épreuve de fixation du complément pour la recherche de la brucellose bovine; 

3. que les ovules/embryons ont été collectés, manipulés et stockés conformément aux 
dispositions des armexes 4.2.3.1. , 4.2.3.4. ou 4.2.3.5 . 
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