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-RE S UME

Cent quatre vingt une souches dé Bricélla d'origine bovine, isolées
au Sénégal, de 1976 a 1978, ont été identifiées par |'ensenble des épreuves
recommandées par le Sous-Comité de la Taxonomie de ce genre bactérien. Leurs
caractéres sont, pour |'essentiel, conformes a |a definition de 1'espéce

" Bruicelld "dbortus au sein de laquelle 180 souches appartiennent au biotype 3

et une au biotype 1.

Deux caractéres inhabituels pour cette espece distinguent toutefois
les souches sénégalaises : leur réponse négative = & une exception pres- a
| ' épreuve de 1'oxydase et |eur profil moyen d' oxydation métabolique modifié
au niveau de 4 des substrats conventionnel s (L~asparagine, L-arabinose, D-galac~
tose et D-xylose). Ces deux caractéres originaux sont discutés dun double point

de vue, épidéniologique et taxonomique.

Wl i e v s e v s oy



, SUMMARY

Brucel | a abortus isolated from cattle in Senegal : identification
and typing.

One hundred and eighty one strains of Brucella isolated from cattle
I n various areas of Senegal, during a two-year period from 1976 to 1978, were
examined by all methods recormended by the subcommittee ON Taxonomy Of the
genus Brucel la. All were four-rd to have the same main characteristics that
identify and define the species Brucella abortus. 0 the 181 strains, ail but
one Were biotype 3 ; the single different strain was biotype 1.

However two unusual characteps distinguish the senegal ese strains from
the main group of Brucella abortus : the oxidase test negative for all but one
strains and the specific oxidative profile altered on four of the conventional
substrates (L-asparagine, L-arabinose, D gal actose and D-xylose). These two
original characters are discussed from an epi dem ol ogi cal and taxonomical poi nt
of view




"BRUCELLA "ABORTUS D OR G NE BOVINE AU SENEGAL : IDENTIFICATION ET TYPAGE

J.M VERER (1), M GRAYON (1), MP. DOUTRE (2) et F. SAGNA (2)

(1) Station de Pathologie de |a Reproduction, Centre de Recherches de Tours,

|.NRA, Nouzilly, 37380 Mnnaie, France.

(2) Laboratoire national de 1'Elevage et de Recherches vétérinaires, |.S.RA,
B.P. 2057, Dakar-Hann, République du Sénégal.



w

Le genre Brucella est subdivisé en 6 especes (10). Cng sont présentes
en Afrique : B. abortus, B. melitensis, B suis, B. ovis (18) et B. canis (21).
La rareté des articles consacrés au typage |inite malheureusement | a connai ssance
de la nature et de la fréquence des hiotypes correspondants.

En ce qui. concerne le Sénégal, les données publiées par CHAMBRON, en
1965 (3), portent sur un nonbre trop restreint de souches et n'intdgrent pas
les propositions du Sous-Comité de la Taxonomie des Brucella, alors récemment
créé, sur la différenciation au sein des espéces de ce genre bactérien (15).

Cent quatre vingt et une souches de B. abortus d'origine bovine, isolées
dans ce pays, ont fait |'objet dun typage et, pour 65 dentre elles, d'une
détermnation de profil d oxydation métabolique. Qutre la nature des bhiotypes,
ce travail révBle, pour les souches sénégalaises, deux caractéres -biochimique
et métabolique- inhabituels pour 1l'espéce B. abortus. Les résultats sont
discutés d'un point de vue & la fois taxonomque et épidéniologique.



Figure 1 - Origine géographi que des 181 souches de Brucella abortus d'origine
bovine isolées au Sénégal .
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:% = SOUCHES BACTERIENNES

Les 181 souches isolées a la suite de différentes tournées acconplies
dans Ie sud du Sénégal (Sine-Saloum Sénégal-Oriental, Haute, Myenne et Basse-
Casamance), de 1976 a 1978, sont toutes d'origine bovine et proviennent chacune
d'un animal différent (fig. I). Tous les troupeaux visités appartiennent a la
race Ndama. Les isolements ont été obtenus a partir de |iquides de ponction
d'hygromas MS en culture sur mlieu "Brucella agar modifié", additionné de
polymyxine, bacitracine et cyclohexi mde (mélange P.B.C lyophilisé) (x),

Apres 4 jours d'incubation & 37°C, sous atmosphére convenabl e de CO,
(GASPAC Anaerobic System(x), |'exanmen morphologique €t m croscopi que pernet
de reconnaitre, sur les boites de mlieu sélectif, les colonies de Brucella.
Cel | es-ci sont repiquees sur des pentes de "glose trypticase soja" (x) supplé-
mentée a 1 p.1000 d'extrait de |evure et, apres incubation, les tubes de culture
sont envoyés a Nouzilly pour identification et typage.

2 - METHCDES D' | DENTI FI CATI ON

- La détermnation du genre Brucella repose sur |es méthodes bact éri ol o-
gi ques sinples (tableau 1) recommandées pour |e diagnostic différentiel avec
| es groupes de bactéries a Gamnégatif pouvant préter a confusion (1, 10).

L'épreuve de |'oxydase est pratiquée, pour chaque souche, suivant deux
techniques : la premére est celle classique de KOVACS ; Ia seconde utilisant,
comme réactif, 1'hydrochlorure de N-diméthyl-paraphényléne-diamine, pernet,
en versant celui-ci a la surface du mlieu solide de culture, de tester rapide-
ment 1'homogénéité de |a réaction de |'oxydase au sein d'une population de
col oni es bactériennes. Ces deux techniques sont decrites par LENNETTE, SPAULDING
et TRUANT (6).

vee ues

(% BIOMERIEUX : Marcy |'Eo0ile, 69260 Chagbonniéres-les-Bains, France.



Tahl eaul : Caractérisation de 181 souches de Brucella d' origine bovine isolées
au Sénégal, par les épreuves courantes d'identification des bactéries
a Gram négatif.

Caractéres Résul tats

Morphologie cellulaire Coccobacciles MM sporulés, non encapsulés
Coloration de Gram

Mobilité

Fernentation du lactose sur Mac Conkey agar
Heémolyse sur gél ose sang

Acidification du glucose en eau peptonée,
rouge et phénol

Catalase t
Oxydase 180-, 1 +
Uréase *
Indole

Réduction des nitrates t

Gtrate (Simmons)
Rouge de méthyle (R.M.)

Voges-Proskauer (V.P.)




Tableau 2 :

conventionnel | es

ardentitrcation,

Caractérisation de 181 souches de Brucella abortus d' origine bovine isolées au Sénégal ,
par les épreuves

= anti-abortus-suis ; M = anti-melitensis

(3) Concentrations exprimées en yg de colorant par ml de mlieu gélosé (sérum dextrose agar).

Croi ssance enprésence
Nombre Lyse par |l e : . Agglutination  par de colorants
de Oxydase phage Tb miigence | Production | s sérums .. Fuschine |Safrak
souches en Co, de HyS mospéci fiques Thionine basi que |mine Biotype Espéce
cE |, A 10
1) 10% X DCE 2) M (3) 20 |40 |10 | 20 |100
1 t + ¥ t t + + |t 1
1 + t t + + + - t + t t t |t
3 B.abortus
179 t + t t t t t t t Tt |+
(1) DCE = Dilution courante d' épreuve
(2) A




Tableau 3 :

en présence de

Consommation d'oxygene (QO,N), aprés 24 heures de culture sur milieu "Trypticase Soy agar"
de 65 souches de Brucella abortus d'origine bovine isolées au Senégal,

différents  substrats.
) Par amétres Substrats

Di mensi on statistiques » 7

Bi ot Oxyda de ou acl de o
OLype ) Hyaase 1'échantil-|: dVa! gurlsl x ﬁ L~ |[L~aspajl-ar- PL-or{ L- |L-ara-| D-ga- D-| D- Mii;_
l'on 'ndividuelles | 0 %quz alanine ragggz_!girfme nithire| lysine |bi nose |lactase|ri bose |xyl ose |, =¥

1 - l X 97 266 135 0 37 0 0 14 13 382| 165 |, 430

+ 1 X 87 222 171 0 53 28 14 33 15 397| 173 370

w 65-147 | 208-409|148-298| O- 18 |39-132|12-1167 0~35 | 5-87 |2-102 [25%506{102275|182-50

3 63 X 97 279 225 2 80 47 15 45 39 391| 180 370

S 18 39 31 4 18 23 9 17 18 54 38 60

x La respiration endogéne (colompe0) est soustraite et les valeurs sont exprimées en microlitres d' oxygene consommé
par milligramme d'azote bactérien et par heure (ul0,/mg N/h).

Syrmbol es

utilisés

W

ampl i tude ou

intervalle entre

X, noyenne de 1'échantillon ;
S, écart type de 1'échantillon ;

X,

val eurs

i ndi vi duel | es.

| es

val eurs

extr énes

obser vées

»
3



Figure 2 - Représentation graphi que des résultats du métabolisme oxydatif :
Profi|l métabolique moyen des souches de Brucella abortus d'origine
bovine isolées au Sénégal.
Conpar ai son avec |es profils métaboliques | es plus probabl es pour

| es espéces et types de Brucella dont |a présence a é&té signal ée en
Afrique.

Ni veau QOoN :

1. QO.N moyen inférieur a 100
2. Q0N moyen conpris entre 100 et 300
3. Q0N moyen supérieur & 300

Substrats :
A = Acide L-glutanique G = L-anbi nose
B = L-alanine H = D-gal act ose
C = L~asparagine I = Dribose
D = L-araginine J = D-xyl ose
E = DL~ornithine K = Meso-erythritol
F = L-lysine

Surface pointillée : profil |e plus probable quelle que soit la souche.

Surface claire : profil moyen de |'échantillon mais, en raison du grand

intervalle entre les val eurs extrémes observees, |e
substrat peut étre oxydé a |'un ou |'autre des 3 niveaux.
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" RESULTATS

3

Les souches sénégalaises sont caractérisées par de nonmbreuses réponses
négatives aux epreuves bactériologiques courantes d'identification des bactéries
a Gram négatif (tableau 1). Ceci est conforme au comportement habituel des
Brucella, Le test de |'oxydase, négatif pour toutes |es souches sauf une, mérite
attention. Il sera discuté plus loin.

Les résultats des épreuves courantes de différenciation au sein du genre
Brucella sont présentés dans |e tableau 2. Toutes |es souches, de type morpholo-
gique smooth, sont |ysées, aux deux dilutions d'épreuve (DCE et 10% x DCE), par
| e bactériophage Tb spécifique de Brucellaaortus. Les autres caractéres diffé-
rencient les biotypes

- 180 souches exigent |'addition de CO, pour leur croissance, produisent
de 1'H,S, sont uni quenent aggl utinées par | e sérum monospécifique anti-abortus-
sui s (A) et poussent en présence de thionine aux 3 concentratiorgindiquées. Ces
caracteres définissent B. abortus biotype 3.

« 1 souche identique par ailleurs aux précédentes s'en distingue par
sa sensibilité aux némes concentrations de thionine. Elle est, de ce fait,
classée dans le biotype 1 de |'espece.

Les résultats de |'épreuve de |'oxydase figurent aussi dans le tableau
2. Une seule souche, appartenant au biotype 3, est positive. Toutes les autres,
y conpris la seule classée dans le biotype 1, sont oxydase négatives : ce com~
portement est inhabituel pour |'espéce B. abortus.

Les résultats de |'étude du métabolisme oxydatif de |'unique souche du
biotype 1 et de 64 parm celles du biotype 3 -dont [a seule oxydase positive-
sont présentés dans le tableau 3. || apparait que, pour les 65 souches, Ies
valeurs d'oxygéne consommé Vis-a-vis des substrats indiqués sont homogénes et
indépendantes du biotype et du caractére oxydase. L'expression graphique de ces
résultats (fig. 2) montre que le profil métabolique moyen des souches sénégal ai -
ses ressenble au'profil le plus probable" défini pour |'espéce B. abortus. Ce
profil spécifique est cependant altéré, chez les souches sénégalaises, au niveau
de 4 substrats :

onullut



12

- | a L-asparagine, | e L-anbinose et |e D-galactose qui sont métabolisés
au ler niveau (Q0,N moyen inférieur a 100) au lieu du deuxiéme ;

- le D-xylose qui est oxydé au niveau 2 (Q0,N moyen entre 100 et 300)
au lieu du premer.

En dépit de ces variations, |e profil d oxydati on métabolique des souches
senégal ai ses ne peut &tre confondu avec celui des espéces de Brucella autres

qu'abortus.
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" DISCUSSION
Lfidentification et le typage des 181 souches sénégal ai ses n'ont pas

soul evé de difficulté. Les caracteres morphol ogi ques, cultureux et biochimiques,
présentés dans | es résultats, sont conformes a ceux décrits pour e genre
Brucella (1, 10) et | e classement dans |es biotypes 1 et 3 de B. abortus
(tabl eau 2) ne souffre aucune anmbi guité. Deux caracteres G habituels pour cette
espece méritent cependant discussion : |a réponse négative 3 1'épreuve de
| " oxydase et 1'aspect Original du profil d'oxydation nétabolique ().

" 'CARACTERE OXYDASE

Le genre Brucella conprend 6 especes. Quatre sont réputées oxydase
positives : B. abortus, B. nmelitensis, B. suis et B. canis; B. ovis et
B. neotomae sont caractérisées, au contraire, par des réactions négatives (1, 10).
Toutes |es souches de B. abortus, d'origines géographiques trés diverses, que
nous avons typees jusqu' a présent ont effectivenment toutes répondu positivenent
a |'épreuve de 1'oxydase. Le conmportenent negatif des souches sénégal ai ses -sauf
une (x#)- est donc treés inhabituel. STEEL, cependant, a observé que des souches
de B. abortus (1 sur 12), B. nelitensis (1 sur 16) et B. suis (4 sur 7) étaient
oxydase négatives (17). Il n'est donc pas impossible que, pour Ces trois especa:s,
la réponse a |'épreuve de |'oxydase soit négative plus souvent que ne | e |aissent
supposer les articles d'identification et de typage de ces bacteries, ou souvent
dailleurs les résultats de ce test ne sont pas mentionnés.

Ces faits soulignenttionc 1'intérét taxonon que et épidémiclogique de |a
mse en oeuvre systéntique de 1'épreuve de |'oxydase pour |'étude bactériol ogi-
que des Brucella.

v

rrrrrrrrrr

() Une inhabituelle lenteur de croissance est également manifestée par toutes
| es souches sur mlieu Trypticase SOy Agar. Cette autre particularite, plus
subtile mis régulierement observée, vaut d'gtre notée.

(e%) |sol ée au village de Ndoumbouthie, pr3s de Sokone (Sine-Saloum). Onze
autres souches oxydase négatives ont 5té isolées dans |e méme village.
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Le support biochinique de la différence de réponse des espéces ou
souches de Brucella a |'épreuve de |'oxydase n'est pas tonnu. Cette méthode,
basée sur |'aptitude de la chaine respiratoire a oxyder un certain nombre de
colorants, ou systémes redox, n'est pas spécifique et ne permet pas, a elle
seule, de définir les bases biochimques de la réaction de |'oxydase (14). Une
corrélation entre |a présence d' un cytochmme c dans |a partie terminale de la
chaine respiratoire et une réponse positive a |'épreuve de |'oxydase a pu &tre
avancée pour certains groupes bactériens (Pseudomonas, Morexella) (16). Ce
n‘est pas le cas pour le genre Brucella dont toutes les especes, y conpris
B. ovis et B, neotomae oxydase négatives, contiennent du cytochrome ¢ (12, 13,
23).

*'PROFIL D OXYDATI ON METABOLI QUE

MEYER et CAMERON, sur une gamme définie de substrats (acides am nés et
glucides), ont établi que chaque espéce de Brucella est caractérisée par un
schéma d' oxydation métabolique particulier (8, 9). Nous avons momtré (22) que
| es consommations d' oxygeéne (QOoN), vis-a-vis des substrats choisis, peuvent
8tre schématiquement ramenées a 3 niveaux :

- Te niveau 1 réunit les substrats vis-a-vis desquels |a consommation
d'oxygene est regulierenent faible : QO,N moyen inférieur a 100 ;

- Le niveau 2 correspond & une consommation modérée d' oxygéne : QOpN
moyen compris entre 100 et 300 ;

- Le niveau 3, enfin, groupe les substrats pour lesquels la consomma-
tion d' oxygene est constamment €l evée : Q0N moyen supérieur & 300.

La représentation graphi que de cette distribution des substrats matéria-
lise un profil métabolique caractéristique de chaque espéce de Brucella (fig. 2:
Le choix des valeurs limtes (100 et 300) tient conmpte a la fois des consom
tions nmoyennes (X) et gfaa dispersion des wvaleurs individuelles (W), de telle
sorte que |e profil nétabol i que moyen, aingi défini, est |e plus probable pour
n‘inporte quelle souche de |'espéce considérée.

aan/' [ |
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L' espece B, abortus est donc caractérisée (fig. 2) par 1'oxydation
probable des substrats

- L~arginine, DL ornithine, L lysine et D-xylose au niveau 1 ;

- acide L-glutam que, L-alanine, L-aspangine, L-ambinose et D-galactose
au niveau 2 ;

- D-riboge et meso-erythritol au ni veau 3.

Les souches sénégal ai ses different donc de ce profil type au niveau
de 4 substrats : la L-asparagine, |e L-arabinose, | e D-gal actose et le D-xylose
qui sont oxydés a un niveau inhabituel. Leur profil métabolique ressenbl e
cependant & celui de B. abortus plug qu'a aucun des autres espéces du genre
(fig. 2).

Les souches sénégal ai ses ne sont pas |es seules, au sein de |'espéece
B. abortus, & présenter une fluctuation de Q0N habituel, au niveau d'un ou
méme de plusieurs substrats.

- La souche vaccinale B 19 oxyde de fagon caractéristique |"acide
L-glutamique et | e meso-erythritol, respectivement aux niveaux 3 et 1 (2, 22).

- Nous avons égal enent rapporté |'isolenent de u souches de B. abortus
biotype 1 -isol ées chez une vache et 3 mulots (Apodemus sylvaticus) Ofi ginaires
d' une exploitation agricol e massivement infectée de Brucellose bovine- qui.
comme | es souches du Sénégal, manifestaient une consommation d' oxygeéne
inhabituellement faible (niveau 1) vis-a-vis de la L-aspangine (20). Ce carac-
tere original avait pernms en l'occurence de mettre en evidence un |ien épidémio-
| ogi que certain entre |es souches isolées des nulots et celle dforigine bovi ne.

l‘./ti.
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L'intérét du marquage épidémiologique de souches de B. abortus biotype 1
par UN caractére métabolique inhabituel a été égal enent rapporté, dans 1'Ftat
du Mnnesota (U.S.A), par CHSINGER et coll. (7).

Des variations du profil métabolique type ont également €t & observées
chez les autres espéces de Brucella. Cest |e cas, en particulier, de souches de
B. suis hiotype 3 isolées par COK et coll. chez des rongeurs dans |e North
Queensl and (Australie) (4).

Ces exenples, parmi d'autres ont |le mérite de souligner |le double inté-
rét du métabolisme oxydatif chez |es Brucella.

1 - Les variations rapportées jusqu' & présent, au niveau d' un ou pl usieurs
substrats, n'altérent pas fondamentalement |'aspect général du profil
metabolique  spécifique. Celui-ci est donc un bon critére de détermination
de |'espece au sein du genre Brucella.

2 - Ces variations représentent des marqueurs €pi dém ol ogi ques d' autant plus
précieux que |'absence d'outils de marquage suffisamment fins (lysotypes,
facteurs de résistance... ) caractérise |es Brucella.
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CONCLUSI ON

L' anal yse épi déni ol ogi que repose essentiellenent sur des observations
liées a des méthodes d'investigation propres au Laboratoire. Pour étre efficace,
elle doit faire appel a toutes |es méthodes di sponibles, y conpris celles qu
rel évent de |'identification et du typage bactériol ogi ques. Vaine, en effet,
serait |a prétention de maftriser uUne maladie infectieuse en ignorant |'agent
responsabl e, en tant que tel, sous ses différents aspects que sont |es especes
et leurs divers types.

C est dans cet esprit que nous avons entrepris |'étude bactériol ogi que
des souches de Brucella isol ées au Sénégal. La nise en évidence, sur celles-ci
de deux caractéres inhabituels ayant valeur de marqueurs, illustre bien |'inté-
rét épidéniol ogique et taxonom que de 1'identification et du typage des Brucella
pour |esquelles, tant en Afrique que dans le reste du monde, | a connai ssance de
la nature et de |a fréquence des différents types responsables de |"infection
est encore trop fragmentaire.

Pour se limta au continent africain, il serait souhaitable que 1'ensem-
bl e des souches isol ées par |es chercheurs des différents |aboratoires soient
centralisées afin de parvenir a une connai ssance taxonom que plus conplete.
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