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— RESUME
Au cours des vingt derniéres années, le nombre d'espéces du genre Brucella a doublé, avec I'identifica-
tion de six espéeces bactériennes et I'élargissement du spectre d’hotes chez les mammiféres (babouins,
renards, mammiféres marins) et de facon plus surprenante, chez plusieurs espéces d’anoures. L'étude
phénotypique de ces especes bactériennes montre des caractéristiques parfois originales (réactions
négatives a I'oxydase), des courbes de croissance différentes et des capacités de survie améliorées
dans certains environnements appauvris en nutriments ou en milieu acide. Cet article présente les
connaissances acquises récemment sur ces espéces et notamment, les investigations réalisées chez
les anoures, premier réservoir non mammifére hébergeant des bactéries de ce genre et associé a
quelques rares infections humaines.
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— ABSTRACT

Over the past twenty years, the number of species of the genus Brucella has doubled, with the iden-
tification of six bacterial species together with an enlarged range of mammalian hosts (baboons,
foxes, marine mammals) and, more surprisingly, in several species of anurans. The phenotypic study
of these bacteria species shows sometimes original characteristics (negative oxidase reactions), dif-
ferent growth curves and improved survival capacities in certain nutrient-depleted environments
or acidic conditions. This article presents the knowledge acquired recently on these species and the
investigations carried out recently in anurans, the first non-mammalian reservoir harboring bacteria
of this genus and being associated with rare human infection cases.
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INTRODUCTION

Brucella est un genre bactérien en expansion, comprenant des  chévre comme réservoir de I'agent de la brucellose sur I'ile de

espéces pathogénes potentiellement zoonotiques, associées initia-  Malte en 1905 par le médecin maltais Themistocles Zammit,

lement aux animaux domestiques et aux animaux de compagnie.
La brucellose a été caractérisée comme entité nosologique, au
XIXe siecle, par des médecins militaires anglais installés sur I'ile
de Malte (Wyatt, 2013). Depuis 'isolement de Brucella meliten-
sis (nommé initialement Micrococcus melitensis) en 1886 par le
médecin anglais David Bruce, puis la description du role de la

de nombreux mammiféres terrestres ont été identifiés comme
réservoir pour les six especes « classiques » du genre Brucella :
les petits ruminants et les camélidés pour Brucella melitensis, les
bovidés pour Brucella abortus, les suidés pour Brucella suis, les cani-
dés pour Brucella canis, les ovins pour Brucella ovis et les rats du
désert (Neotoma lepida) pour Brucella neotomae, espéce isolée dans
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I'Utah (USA) en 1957 (Moreno, 2014). Depuis les années 1990,
six espéces ont été caractérisées et isolées. Il s’agit tout d’abord
de deux especes de Brucella marines, infectant plusieurs espéces
de mammiféres marins : Brucella ceti et Brucella pinnipedialis.
Plus récemment, au cours de la derniére décennie, quatre autres
espéces ont été caractérisées, nommeées B. microti (campagnol), B.
inopinata (infections humaines), B. papionis (isolée du placenta
de primates) et B. vulpis (renard), présentant des phénotypes ou
des génotypes différant de ceux des espéces classiques (Corbel &
Banai, 2015). Ces espéces du genre Brucella ont été découvertes
a partir d’investigations réalisées dans de nouveaux réservoirs,
notamment avec la description de Brucella microti directement
A partir de prélévements de sol (Scholz et al. 2008a) et plusieurs
souches proches de Brucella inopinata dites « atypiques » issues
d’amphibiens anoures, seul réservoir non-mammifére associé aux
infections brucelliques (Eisenberg et al. 2012; Fischer et al. 2012).
En outre, ces derniéres espéces dites « atypiques » ont élargi la
diversité génétique du genre Brucella, renforcant les liens avec le
genre apparenté Ochrobactrum - gente bactérien retrouvé dans le
sol, 'eau, 'appareil racinaire de certains végétaux et responsable
d’infections opportunistes chez 'homme - en raison de leur
profil métabolique atypique partagé avec Ochrobactrum et de
leurs caractéristiques génétiques (Scholz et al. 2018).

NOUVELLES ESPECES DE BRUCELLA :
PRINCIPALES CARACTERISTIQUES
HISTORIQUE

En 1994, des bactéries appartenant au genre Brucella sont isolées

A partir de quatre phoques veaux-marins, deux marsouins com-
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muns et un dauphin commun, échoués sur les cotes écossaises
(Ewalt et al. 1994 ; Tableau 1). Apres avoir été initialement
nommées Brucella maris (Jahans et al. 1997), les souches isolées de
mammiféres marins ont été réparties en deux espéces : Brucella
ceti (principalement retrouvée chez les cétacés, notamment
dauphins et marsouins), et Brucella pinnipedialis (principalement
retrouvée chez les phoques, otaries et morses (Ewalt et al. 1994 ;
Foster et al. 2007 ; Ross et al. 1994). Cette découverte a relancé
I'intérét médical pour ces bactéries, notamment avec la descrip-
tion de cas probables d’infections humaines liées a ces especes
marines (Brew et al. 1999 ; McDonald et al. 2006 ; Sohn et al.
2003) et de génotypes bactériens associés a ce risque zoonotique
(Whatmore et al. 2008). Les Brucella isolées sont représentées par
des mammiféres marins vivant dans les mers et océans entourant
I'Europe et ’Amérique du Nord (océans Atlantique et Pacifique,
mer du Nord, mer Méditerranée ; Whatmore et al. 2017). Plus
récemment, quatre autres espéces ont été identifiées : Brucella
inopinata isolée a partir d’'une prothése mammaire (Scholz et
al. 2010), d’une biopsie pulmonaire (Tiller et al. 2010), Brucella
microti isolée a partir du sol et de plusieurs espéces de la faune
sauvage (campagnol, renard et sanglier ; Rénai et al. 2015; Scholz
et al. 2009; Scholz et al. 2008b), Brucella papionis a partir d’'un
écouvillon vaginal prélevé chez un babouin ayant présenté un
avortement (Whatmore et al. 2014) et Brucella vulpis a partir de
nceuds lymphatiques mandibulaires de deux renards (Scholz
et al. 2016b ; Tableau 1). Enfin, plusieurs souches de Brucella
ont été isolées chez différentes espéces d’anoures, comme le
crapaud buffle et la grenouille taureau (Al Dahouk et al. 2017 ;
Eisenberg et al. 2012 ; Fischer et al. 2012 ; Jay et al. 2018, 2020
; Whatmore et al. 2015), démontrant le large spectre d’hotes de

ce genre bactérien. Néanmoins, la pathogénicité chez 'animal

Pathogénicité chez

COMMUNICATION

Espéce Biovars Répartition géographique principale Hote animal habituel I'homme
B. abortus 1a6,9 Ubiquitaire bovins, ongulés sauvages modérée
B. melitensis 1a3 Bassin méditerranéen, Moyen orient ovins, caprins, ongulés sauvages forte
let3 Amérique, Asie, Océanie suidés forte
. 2 Europe centrale et occidentale suidés et lievres faible
5 suis 4 Amérique du Nord, Russie rennes modérée
5 Russie rongeurs sauvages forte
B. canis - Ubiquitaire (notamment Amérique du sud) chiens faible
B. ovis - Bassin méditerranéen ovins nulle
B. neotomae = Utah (Etats-Unis) rats du désert 2 cas décrits
B. ceti : Océans Atlantique et chifiqug, mer du Nord, cétacés (dauphir)s, baleines, faible
mer Méditerranée marsouins)
B. pinnipedialis - pinnipédes (phoques, otaries) non connue
B. inopinata 2 souches Australie, Oregon (Etats Unis) - 2 cas décrits
B. microti = Europe Centrale G ?2#;:3?: S(;ir\]grgd:s)’ A, non connue
B. papionis 2 souches Texas (Etats Unis) babouins (parc zoologique) non connue
B. vulpis 2 souches Autriche canidés sauvages (renards) non connue

Tableau 1 : Caractéres épidémiologiques et pouvoir pathogéne chez ’homme des différentes espéces et différents biovars du genve Brucella (d’apres Ponsart & Maurin, 2018).
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n’est pas encore trés bien caractérisée chez ces espéces hotes
contrairement aux brucelloses cliniques classiquement décrites

chez les animaux domestiques.

Caracteéres bactériologiques

Les Brucella sont de petits coccobacilles, 4 Gram négatif, mesu-
rant 0,6-1,5 um de long et 0,5-0,7 pm de diametre (Shapiro &
Wrong, 1999). Leur croissance nécessite 'utilisation de milieux
enrichis au sang, et certaines souches se développent mieux
en atmosphére contenant 5 a 10 % de CO2. La température
de croissance optimale est 34 °C. Lisolement de Brucella en
primoculture nécessite classiquement des temps d’incubation
prolongés, de deux a trois semaines en moyenne et parfois plus
(Ponsart & Maurin, 2018). Les Brucella sont des bactéries aéro-
bies strictes, catalase positive, oxydase habituellement positive a
'exception de B. ovis et B. neotomae (Shapiro & Wrong, 1999).
Les caractéristiques phénotypiques sont présentées de facon
exhaustive dans le chapitre « Brucella » du manuel de 'OIE
(OIE, 2016). Les caractéristiques des espéces de Brucella décrites
depuis 1990 sont résumées dans le tableau 2 ci-dessous. Notons
en particulier que :

-les nouvelles espéces ne produisent pas d'H2S, a 'exception
de B. inopinata ;

-seule B. pinnipedialis montre une dépendance au CO2 ;

- les souches B. papionis et B. vulpis décrites pour le moment sont
oxydase négative ;

- les profils d’agglutination peuvent varier selon les souches de
I'espéce B. microti.

Des vitesses de croissance différentes sont observées entre
especes. Parmi les espéces classiques, les croissances les plus
rapides sont observées pour B. suis biovar 1 et 3 et B. canis. La
croissance est moins rapide pour B. ovis et B. vulpis, suivie par de
nombreuses souches de B. melitensis biovar 1 et B. suis biovar 2. A
la différence des espéces classiques et en raison de leur proximité
métabolique avec Ochrobactrum, B. microti et B. inopinata sont
deux espéces a croissance rapide, formant des colonies de 1 a 4
mm en 24 h sur des milieux standards de culture. Les colonies
peuvent devenir d’apparence mucoide sur milieux glucosés, res-
semblant a Ochrobactrum triciti. Certaines souches de B. microti
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peuvent prendre une couleur marron aprés plus de 24 h de
croissance (Scholz et al. 2018).

Hétérogénéité des lipopolysaccharides

Le lipopolysaccharide (LPS) est I'antigéne le plus immuno-
géne. La présence ou non de I'antigéne O au sein du LPS est
a lorigine des phénotypes lisse (S-LPS) et rugueux (R-LPS). Le
S-LPS est retrouvé a 1’état sauvage chez la plupart des espéces
et biovars. Seules B. canis et B. ovis possédent naturellement
un R- LPS, qui est associé a une virulence diminuée (Mancilla,
2015). Actuellement, les espéces lisses sont regroupées en 3
sérotypes en fonction de leur profil d’agglutination obtenu a
'aide de sérums mono-spécifiques polyclonaux dirigés contre B.
abortus (A), B. melitensis (M) : A+M-, A-M+, A+AM+. Ces profils
sont utilisés pour 'identification des espéces. Il est intéressant
de constater que des variations intra-espéces sont décrites chez
plusieurs espéces décrites depuis 1990 (Brucella marines, B.
microti ; Tableau 2).

Caractéres métaboliques

Les bactéries du genre Brucella sont capables d’infecter plusieurs
types de cellules eucaryotes de I'hote et de s’y multiplier, comme
I'indique leur caractére de bactéries intracellulaires faculta-
tives. Ce processus d’internalisation et de survie intracellulaire
implique I'adaptation fine des voies métaboliques. Lutilisation
de systémes rapides d’identification API 20 NE® (BioMerieux,
Marcy-Létoile, France) permet la détection de leur caractere
aérobie, I'obtention de réactions positives aux tests oxydase et
uréase, la capacité de réduction des nitrates. L'ensemble des
autres caractéres métaboliques (hydrates de carbone, protéines,
acides aminés, acides nucléiques) est généralement négatif.
Certaines des nouvelles espéces montrent des caractéres par-
ticuliers, notamment des réactions négatives au test oxydase
chez B. papionis et B. vulpis, ainsi que I'absence d’enzyme de
réduction des nitrates chez B. wulpis (Scholz et al., 2016). Par
ailleurs, le nombre limité de tests biochimiques peut conduire
a une fausse identification comme Psychrobacter phenylpyruvicus
(anciennement dénommé Moraxella phenylpyruvica). De méme,
B. microti caractérisée par ses capacités métaboliques trés larges
a été initialement identifiée en tant qu’Ochrobactrum par son

profil biochimique (API 20 NE). Des approches plus spécifiques

Espéces Oxydase Pro(;i':lg;ion Dépendance au CO? Profil d'agglutination Crtlais?ance sur colorarllts

A M Thionine Fuchsine
B. ceti (+) - - + () () (+)
B. pinnipedialis (+) - + (+) () + (+)
B. inopinata Non décrit + - - +f + +
B.microti + - - () (+) + +
B. papionis - - - + - - -
B. vulpis = = = + = + +

(+)/() la plupart des isolats sont positifs ou négatifs ; f=faible agglutination

Tableau 2 : Principales caractéristiques phénotypiques des espéces de Brucella décrites depuis 1990 (d’aprés Manuel Terrestre OIE, 2016)
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(basées sur des plaques de 96 puits ; systétme Micronaut™) ont
été développées par Al Dahouk et al. (2010), permettant de déter-
miner un typage métabolique des différentes especes de Brucella,
basé notamment sur les profils H-hydroxyproline- beta-naphthy-
lamide (H-hydroxyproline-bNA +), acide D-glutamique-gamma-4-
nitroanilide (Glu(pNA)-OH) et acide L-pyroglutamique 4-nitroa-
niline (Pyr-pNA ; Al Dahouk et al. 2010; Scholz et al. 2016b).
Ce systéme positionne les especes atypiques comme proches de
B. canis, B. ouis, et des espéces marines B. ceti et B. pinnipedialis.

Etude de la pathogénicité de Brucella

La pathogénicité des souches de Brucella inopinata n’a pas encore
été démontrée de maniére concluante vu le nombre tres limité
de cas humains rapportés (2 cas ; Scholz et al. 2010 ; Tiller et al.
2010). Leur potentiel pathogéne est généralement étudié a I'aide
de modéles in vitro et in vivo. Brucella spp. sont capables d’infecter
des cellules phagocytaires (macrophages, cellules dendritiques,
polynucléaires neutrophiles) et des cellules non-phagocytaires
comme les fibroblastes, les cellules épithéliales notamment
trophoblastiques (Moreno & Gorvel, 2005). Linfection expéri-
mentale in vitro de macrophages par des especes de Brucella s’est
avérée étre un bon modeéle pour I'étude des interactions entre
I'agent pathogeéne et la cellule hote, ainsi que pour I'identifi-
cation des facteurs de virulence en direction des macrophages
(Kohler et al. 2002). En effet, la virulence de Brucella est corrélée
in vitro par sa capacité de multiplication a I'intérieur de la cellule
hote, en s’adaptant a des conditions environnementales pauvres
en nutriments et en oxygéne, a des pH acides et en échappant
au systéme immunitaire de I’hote. Néanmoins, I'utilisation de
modéles animaux reste une étape clé pour une meilleure com-
préhension des facteurs de virulence bactérienne et de leurs roles
dans les interactions hote / pathogéne. B. microti fut la premiére
espéce de Brucella récemment décrite pour laquelle une multipli-
cation dans les monocytes humains ainsi que des macrophages
humains et murins a été démontrée (Jiménez de Bagiiés et al.
2010). D’une part, le taux de réplication de B. microti dans les
modeles d’infection cellulaire a été augmenté par rapport a celui
d’une souche classique telle que B. suis (Jiménez de Bagiiés et al.
2010). D’autre part, des mortalités de souris ont été rapportées
pour la premiére fois aprés l'injection intrapéritonéale de B.
microti (Hubalek et al. 2007; Jiménez de Bagiiés et al. 2010).
De méme, une croissance plus efficace a été observée dans un
modele cellulaire de macrophages, lors d’infections avec une
autre souche atypique proche de B. inopinata, également isolée a
partir d’anoures (Al Dahouk et al. 2017; Soler-Lloréns et al. 2016).
Ces caractéristiques particuliéres ont conduit a étudier plus
finement ces espéces atypiques de Brucella qui présentent égale-
ment une meilleure capacité d’adaptation aux environnements
acides par rapport a celle observée chez les souches classiques. Il
a été découvert la présence, chez B. microti, d'un systéme GAD
(glutamate décarboxylase-dépendant) actif permettant une survie
des bactéries a pH 2,5 (Damiano et al. 2015) et participant a la
réussite de I'infection des souris par voie orale (Occhialini et al.
2012). De plus, un deuxiéme systéme d’acido-résistance (AR2-Q),
systéme glutaminase-dépendant a été détecté (Freddi et al. 2017).
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Son activité semble couplée a celle du systéme GAD ; il est fonc-
tionnel chez B. microti et les autres espéces atypiques de Brucella,
tandis qu’il est absent chez les espéces classiques. La présence
de ces systémes peut apporter un avantage dans la persistance
de ces especes dans certains milieux particuliers (Damiano et al.
2015; Freddi et al. 2017; Occhialini et al. 2012). La réalisation
d’infections expérimentales de Brucella chez I'animal représente
un risque biologique élevé pour les manipulateurs, nécessitant
'acces a des installations de soins trés coliteuses et des protocoles
stricts de sécurité biologique. La recherche de modéles alternatifs
in vivo est un enjeu important pour améliorer la connaissance
des interactions hote / pathogéne. Récemment, un protocole
pour l'infection expérimentale d’embryons de poulet a été
réalisé avec 'espéce B. microti (Wareth et al. 2015). Ces données
suggerent que, méme si les poulets ne sont pas des mammiféres,
ils pourraient fournir un nouvel outil pour mieux comprendre
la pathogénicité de Brucella. Enfin, I'utilisation de Galleria mello-
nella et de planaires comme modéles d’infection pour Brucella a
été rapportée et pourrait constituer d’autres modeéles alternatifs
d’intérét (Abnave et al. 2014 ; Sprynski et al. 2014).

Organisation génomique

Le génome de Brucella est composé de deux chromosomes
circulaires d’approximativement 2.11 Mb et 1,18 Mb pour les
chromosome I et chromosome II respectivement (DelVecchio et
al. 2002; Halling et al. 2005; Paulsen et al. 2002), a I'exception
de B. suis biovar 3 qui posséde un seul chromosome. Environ
3200-3400 génes sont décrits, et le pourcentage de GC, défini
comme proportion de bases cytosine (C) ou guanine (G), est
en moyenne de 57,2 %. Des bactériophages de Brucella ont été
isolés (Corbel et al. 1988), mais pas de plasmides ni de phages
lysogéniques. Les différentes especes de Brucella sont phylogéné-
tiquement trés proches puisque le pourcentage d’homologie est
de plus de 90 %. Ceci a conduit certains auteurs a proposer un
systéme de classification ot1 toutes les espéces de Brucella seraient
considérées comme des biovars (Verger et al. 1985), et non des
espeéces distinctes. Toutefois, ces « espéces » présentent des dif-
férences de pathogénicité pour 'homme, de spectres d’hotes et
cette proposition n’a pas été retenue pour des raisons pratiques,
scientifiques et de biosécurité. En fait, méme les especes dites
« atypiques », plus diverses sur le plan génétique partagent des
pourcentages d’homologie ADN-ADN élevés avec B. melitensis,
par exemple supérieurs a 80 % pour B. inopinata (Scholz &
Vergnaud, 2013). Des approches phylogénétiques basées sur le
séquencage complet du génome sont en plein développement
(Figure 1). Ces approches permettent de regrouper 10 espeéces,
les deux autres espéces (B. inopinata et B. vulpis) formant une
branche divergente. Brucella microti se situe a la base du groupe
majoritaire comportant cinq branches majoritaires (B. abortus
/' B. melitensis, B. ovis /' B. papionis ; B. ceti / B. pinnipedialis ; B.
canis / B. suis et B. neotomae). Malgré des caractéristiques phéno-
typiques (croissance rapide, métabolisme) proches des bactéries
du genre Ochrobactrum, B. microti est trés proche de B. suis biovar
1 sur le plan génomique (Audic et al. 2009).
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Figure 1 : Positionnement phylogénétique des espéces de Brucella (arbre incluant les souches de référence des différentes especes ; Girault G, communication personnelle).

LES ANOURES, UN NOUVEAU RESERVOIR DE
BRUCELLA?

Anoures d’origine sauvage

Plusieurs isolements de souches de Brucella chez différentes
espéces d’anoures d’origine sauvage ont été rapportés ces der-
niéres années (Tableau 3). Ces cas ont été décrits dans différents
continents (Australie, Amérique du Nord, Asie, Europe) chez des
espéces exotiques ou autochtones. Ces isolements n’ont pas systé-
matiquement été associés a I'observation de Iésions, bien qu’en
général, les analyses microbiologiques aient été réalisées suite a
I'observation de lésions. Le caractére pathogéne de Brucella chez
ces espéces d’amphibiens reste donc controversé.

A ce jour, aucune étude épidémiologique extensive n’a été
réalisée dans les populations d’anoures sauvages ou captives,
si bien qu’il est difficile de connaitre la répartition, la pathogé-
nicité et I'importance du portage de Brucella dans ces espéces.
De méme, l'origine de la contamination par Brucella et le lien
entre la présence de la bactérie chez ces animaux dans le milieu
sauvage ou leur maintien en captivité ne sont pas élucidés. La
contagiosité entre les animaux maintenus en captivité reste

également hypothétique : si des isolements ont été réalisés chez
plusieurs animaux partageant le méme terrarium, tous les indi-
vidus présents n’ont pas systématiquement été trouvés infectés.
Les souches isolées chez les espéces sauvages d’anoures n’ont pas
été A ce jour affiliées & une espeéce particuliere. Elles présentent
des caracteres d’identification phénotypiques et moléculaires
proches de Brucella inopinata (Al Dahouk et al. 2017; Muihldorfer
et al. 2017). Le groupe de B. inopinata et des Brucella isolées chez
les anoures est un groupe bien distinct des Brucella dites « aty-
piques » (Al Dahouk et al. 2017). La pathogénicité pour 'Homme
de ces souches est probablement limitée, puisque B. inopinata a
été isolée seulement a partir de deux cas humains (Scholz et al.
2010 ; Tiller et al. 2010). A noter que chez ces deux cas, aucun
lien avec des anoures n’a pu étre établi.

Anoures d’élevage

Lélevage de grenouilles est une industrie francaise récente et
innovante qui fournit des cuisses de grenouilles pour la consom-
mation humaine, comme alternative a 'importation de cuisses
congelées. Il est principalement basé sur I'élevage intensif d'une
lignée sélectionnée (variété Rivan 92®) de grenouilles des marais
capable de se nourrir de nourriture séche, développée par I'unité
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Espéce individus Signes cliniques/ Lésions I des Organe d'isolement Souche Référence
; animaux
atteints
Crapaud buffle Liée a .
(Chaunus [Bufo] 15 Lésions intervertébrales Sauvag'e Prélevement intervertébral Ochrobactrum (Shiton et al.
! Australie ; 2008)
marinus) anthropi
Grenoulllle taureau Pe‘au SR et decoloreg, Sauvage Foie, poumon, rate, rein, . (Eisenberg et
(Pyxicephalus 24 ulceres cutanées, anorexie, Tanzanie ovaire. intestin. peau Brucella atypique . 2012)
edulis) |éthargie, mort spontanée ! P 2
Leptopell§ . . Animalerie Brucella (Fischer et al.
(Leptopelis 1 Abcés cutanés Pus . .
. Allemagne inopinata-like 2012)
vermiculatus)
Collection
Rainette de White A . animaux . (Whatmore et
o @) 2 (Edémes cutanés Royaume Peau Brucella atypique al. 2015)
Uni
Grenouille cornue
d'Argentine 1 Anorexie, apathie, ingestion de  Animalerie Foie. péritoine Brucella (Soler-Lloréns
(Ceratophyrus corps étrangers Etats-Unis ol inopinata-like etal. 2016)
ornate)
Rainette aux yeux Z (Mihldorfer et
. ; - 00 . Gty . thldorfer e
rouges (Agalychnls 1 Abcés membre postérieur Allemagne Ecouvillonage de I'abcés Brucella atypique al, 2017)
callidryas)
Grenouille lait Granul lide entre |
amazonienne ranulome SOII ?gn re le coeur 700 e s (Miihidorfer et
(Trachycephalus 2 et le foie Allemagne Poumon, foie, reins Brucella spp. al. 2017)
s Une sans lésions :
resinifictrix)
Grenouille lait
amazonienne . . . Zoo . . . (Mihldorfer et
(Trachycephalus 2 Ganglion paravertébral enflé Allemagne Ganglion et intestin Brucella spp. al. 2017)
resinifictrix)
Crapaud rouge
de Madagascar 6 Morts Zoo Poumon, foie, reins, Brucella atvique (Mihldorfer et
(Dyscophus Allemagne intestin, frottis de peau yPia al. 2017)
antongilii)
Grenouille cornue
de Cranwell . Z0o Co . . (Mihldorfer et
(Ceratophrys 2 Panophtalmie purulente Allemagne Liquide intra-oculaire Brucella atypique al. 2017)
cranwelli)
Rainettes de White
(Litoria caerulea) Trouvées mortes (autres Sauvage
Rainette grenouilles dans les mémes . . Brucella (Kimura et al.
vietnamienne 13 conditions ont été testées ?Séeil: B BEERE inopinata-like 2017)

bleue (Polypedates
dennysi)

négatives)

Tableau 3 : Références bibliographiques sur Brucella chez les anoures par date de publication (ANSES, 2017)

expérimentale d’écologie aquatique et d’écotoxicité de I'Institut
national de la recherche agronomique (Jay et al. 2020). Une
premiére souche a été isolée en avril 2017 dans un élevage de
grenouilles a partir de préléevements d’animaux adultes sacrifiés
en laboratoire (pool d’organes internes, n=8 ) dont certains pré-
sentaient des lésions (hydropisie, n=2 ; abces articulaires, n=1 ;
Jay et al. 2018). Cette souche a été confirmée comme appartenant
au genre Brucella par ses propriétés phénotypiques et en PCR
temps réel ciblant un géne spécifique du genre (Jay et al. 2018).
Il est intéressant de noter que les souches présentaient quelques
caractéres « non typiques » compliquant 'identification bactério-
logique, comme le profil de lyse par les phages non compatibles
avec B. inopinata et le profil d’agglutination original, décrit une

seule fois pour B. microti. Différentes approches moléculaires ont
alors été mises en ceuvre, permettant de confirmer I'espece B.
microti (Tableau 4 ; Jaj et al. 2018). Le génome de cette souche
a été également séquencé (Illumina, couverture de 100X) et
'assemblage de novo a permis d’évaluer le pourcentage d’identité
nucléotidique avec la souche de référence B. microti (CCM4915)
a 99,89 %, contre 98,33 % avec B. inopinata et entre 97,77
et 98,2 % avec les génomes de Brucella isolées d’amphibiens
déposés dans la base de données NCBI (09RB8910, 09RB8471,
B13-0095 ; Jay et al. 2018 ; Scholz et al. 2016a). Lanalyse phylo-
génomique comparative des “single nucleotide polymorphism”
(SNP) de cette souche a mis en évidence un lien trés proche avec
B. microti (CCM4915), avec 73 nucléotides (SNPs) de différence
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Type analyse Méthode (référence) Résultat
PCR de genre PCR temps réel (Bounaadija et al. 2009). Brucella spp.
PCR d'espéces PCR multiplex (Bruce-Ladder, Lopez-Gofii et al. 2011) B. microti ou B. suis

PCR d'especes et biovars

Typage moléculaire

Séquencage du génome bactérien
et assemblage de novo

PCR multiplex (Bruce-Ladder modifiée,
Lépez-Goifii et al. 2011)

MLVA-16 (Al Dahouk et al. 2012)

Séquencage (lllumina, 100X) et I'assemblage de novo
(algorithme SPAdes)

B. microti

B. microti

99,89% d'identité nucléotidique avec B. microti
(CCM4915) vs 98,33% avec B. inopinata

Tableau 4 : Synthése des analyses moléculaires effectuées sur des prélevements de grenouilles d’élevage et résultats obtenus (ANSES, 2017; Jaj et al. 2018).

entre les deux souches contrairement aux autres souches décrites
chez les anoures. Suite a ces premiers résultats, des investigations
complémentaires ont été conduites dans cette ferme, ainsi que
dans I'unité expérimentale en lien épidémiologique.

Dans la ferme, les pratiques d’élevage ont été étudiées et des
échantillons comprenant des grenouilles a différents stades de
développement, des écouvillonnages de surface, des préléve-
ments d’eau, des aliments et du sol ont été analysés par PCR
en temps réel et par des méthodes bactériologiques (Jay et al.
2020). De nombreux pools d’animaux ont été analysés (8 pools
de tétards a 2 stades de développement, n = 140 ; 5 pools de
petites grenouilles adultes, n = 55 et 4 pools de grandes gre-
nouilles adultes, n = 40) a partir d’un échantillon des bassins
contenant des animaux. Dans tous les pools analysés, des acides
nucléiques spécifiques de Brucella ont été détectés et des souches
présentant des caractéristiques trés proches des souches initiales
ont été isolées puis identifiées comme B. microti-like (Jay et al.
2020). La valeur médiane de la prévalence vraie a été estimée a
92,6% dans les pools de tétards (intervalle de crédibilité a 95 %
= 66,3 % - 99,7 %) et de 93,7 % dans les pools de grenouilles
adultes (intervalle de crédibilité a 95 % = 70,4 % - 99,8 %).
De méme, la présence de la bactérie a été détectée a partir des
autres types d’échantillons de grenouilles (prélevements cutanés,
animaux morts, lésions) ainsi que des échantillons environne-
mentaux, mais pas dans les aliments destinés aux grenouilles. La
détection quasi systématique de Brucella chez les grenouilles s’est
ainsi accompagnée de sa détection sur les écouvillons de surface
des bassins dans lesquels les animaux ont été collectés. Tenant
compte du fait que quelques petites zones de chaque bassin ont
été prélevées, ces résultats ont confirmé la présence massive de
B. microti-like dans 'environnement direct des grenouilles. Elle
pourrait s’expliquer par I'excrétion bactérienne des grenouilles,
mais leur multiplication pourrait également étre favorisée par la
température modérée de I'eau, améliorant la transmission aux
grenouilles et la dissémination entre bassins. Dans ce foyer, une
souche de type B. microti a également été isolée et détectée dans

des échantillons de grenouilles et d’environnement. Ces résultats
montrent que les organismes de type B. microti sont capables de
coloniser les anoures et de persister dans leur environnement.
Les questions principales a élucider concernent 'origine de cette
souche proche de B. microti (origine environnementale, conta-
mination via des rongeurs ou détection d'un réservoir chez les
anoures), sa persistance et sa survie ainsi que les caractéristiques
liées a leurs pouvoirs pathogéne et zoonotique. Ces questions
nécessitent la mise en ceuvre d’approches complémentaires et

expérimentales.

CONCLUSION

Létude phénotypique des espéces de Brucella décrites depuis les
années 2000, et notamment celles isolées a partir d’anoures,
interroge sur la pathogénicité de ces nouvelles espeéces, leur
pouvoir zoonotique et sur la détection potentielle de réservoirs
qui pourraient redéfinir les contours de ce genre bactérien. Leurs
caractéristiques originales (réactions métaboliques, courbes de
croissance et capacités de survie améliorées dans certains envi-
ronnements appauvris en nutriments ou des milieux acides)
renforcent I'intérét de mener des investigations complémentaires
ciblant des biotopes peu explorés et incluant un volet environne-
mental. Actuellement, peu d’études exhaustives se sont intéres-
sées A ces espéces « atypiques » de Brucella, qui restent associées
pour le moment & un nombre trés limité de cas humains décrits
dans la littérature. Malgré ce faible impact sur la santé publique,
la connaissance de ces nouveaux réservoirs et la description des
facteurs de virulence de ces espéces pourraient aider 4 mieux
comprendre les mécanismes responsables du pouvoir pathogéne
de Brucella spp., les conditions favorisant leur multiplication et
leur survie. Enfin, 'étude comparative d’espéce classiques et
atypiques pourrait permettre de comprendre I'évolution de la
spécificité¢ d’hote du genre Brucella.
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