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Résumé 
 

Brucella est une bactérie Gram négative intracellulaire appartenant aux α-protéobactéries 

causant la brucellose, zoonose mondialement répandue. Chez les animaux, l'infection entraîne 

principalement l'avortement chez les femelles gestantes et la stérilité chez les mâles. 

L’homme est un hôte accidentel qui peut être infecté de manière chronique. Chez les souris 

adultes, le contrôle de l'infection par Brucella implique une réponse de type Th1, régulée par 

les lymphocytes T CD4 producteurs d’IFN-γ. Le système immunitaire fœtal des nouveau- nés 

est généralement considéré comme immature et peu apte à produire une réponse Th1. 

Le premier objectif de ce mémoire fut de développer un modèle expérimental de transmission 

maternelle de Brucella melitensis chez la souris et de déterminer le taux d’infection des fœtus. 

Après une infection par 5x10
4
 CFU des souris gestantes, une infection par Brucella est 

détectée  chez ~50% des fœtus. En dépit d'une importante infection du placenta et de la 

membrane vitelline, certains fœtus ne présentent pas d'infection détectable. Notre deuxième 

objectif fut d'analyser la capacité des souris nées de mères infectées par Brucella durant leur 

gestation (F1 Br-M) à contrôler à l'âge adulte une nouvelle infection par Brucella. De manière 

surprenante, nous avons observé que plus de 90% des F1 Br-M présentent une bien meilleure 

résistance à une nouvelle infection par Brucella. Les taux de bactéries dans la rate et le foie 

sont 10 à 100 fois plus faibles que ceux de souris contrôles infectées. Une réponse humorale 

spécifique de Brucella, dominée par des IgG3, ainsi qu'une production d'IFN- importante 

sont détectées chez ~10-20% des F1 Br-M et ne semblent pas systématiquement corrélées au 

contrôle d'infection. De manière surprenante, l'IFN-produit par les F1 Br-M lors d'un 

challenge in vivo par Brucella n'est pas produit par les lymphocytes T. Cette origine 

inhabituelle de l'IFN- suggère que certains F1 Br-M ont développé une mémoire non 

conventionnelle contre Brucella. 
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Abréviations 
 

ARN     Acide ribonucléique 

BCR     B cell receptor 

BCG     Bacillus Calmette-Guérin 

BCV     Brucella containing vacuole  

BL3    Biosafety level 3 lab    

BSA    Bovine Serum Albumin 

C57BL/6    C57 black 6 

CD     Cluster of differentiation 

CD4     CD4 αβTCR T cells 

CD8     CD8 αβTCR T cells 

CFU     Colony forming units 

Ctrl     Contrôle 

dNTP     Désoxyribonucléotide 

DO     Densité optique 

ELISA    Enzyme-linked immunosorbent assay 

ER     Réticulum endoplasmique 

F1 Br-M   Souris dont la mère a été infectée avec la bactérie Brucella 

F1 PBS-M   Souris dont la mère a été injectée avec du PBS 

FcR     Récepteurs Fc 

FACS     Fluorescence-activated cell sorting 

GAPDH    Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 

GBS     Streptococcus de groupe B 

HBV     Virus de l’hépatite B 

HK     Heat-killed 

IFN    Interféron 

IFN-γR    Interféron-gamma Receptor 

Ig    Immunoglobuline 

IL     Interleukin 

i.n.     Intranasale 

i.p.     Intrapéritonéale 

i.v.     Intraveineuse 

LB     Luria-Bertani 

LPS     Lipopolysaccharides 

M     Souris mère 

M Br    Mère infectée avec la bactérie Brucella 

M PBS    Mère injectée avec du PBS 

MHC     Complexe majeur d'histocompatibilité 

µMT    Mu-MT 

NK     Natural Killers 

ns     Non significatif 

OMS     Organisation mondiale de la Santé 
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ORF    Open reading frame 

P     P-value 

PAMPs    Pathogen Associated Molecular Patterns 

PBS     Phosphate Buffer Sodium  

p.c    post challenge 

PCR    Polymerase chain reaction 

PFA     Paraformaldéhyde 

pH     Potentiel hydrogène 

p.i.     Post-infection 

PRRs     Pattern Recognition Receptors 

RPM     Révolution par minute 

RPMI     Roswell Park Memorial Institute medium 

RT     Room Temperature 

SAW     Séroagglutination de Wright 

s.c.     Sous-cutanée 

sp    Species 

SPF    Specific Pathogen Free 

spp     Species pluralis 

ss Single-stranded 

STAT                            Signal Transducers and Activators of Transcription 

T-bet     T-box expressed T cells  

T4SS     Système de sécrétion de Type IV 

TCR     T cell receptor 

Th     T helper 

TLR     Toll-like receptors 

TMB     3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin 

TNF-α    Tumor necrosis factor alpha 

VIH    Virus de l'immunodéficience humaine 

VRS    Virus syncytial 

WT     Wild type 

YT     Yeast Extract Tryptone 
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Introduction 
 

1. Relation entre deux organismes  
 

La symbiose (du grec σύν sýn, ensemble et βίος bíos, vivre) est une association durable entre 

organismes d'espèces différentes. On distingue schématiquement les associations au profit des 

deux organismes (mutualisme) et au profit d’un seul organisme sans effet sur le second 

(commensalisme). Mais elles peuvent aussi être bénéfiques pour un des organismes tandis 

que l’autre subit des effets négatifs (parasitisme). Dans ce dernier cas, l’organisme 

« parasite » tire profit de l’organisme hôte pour se nourrir, se reproduire et se protéger de 

l’environnement extérieur. On parle d'agent infectieux ou pathogène pour désigner les 

organismes pratiquant le parasitisme, ayant la capacité de se multiplier au sein de leur hôte et 

infligeant des dégâts à celui-ci. Un agent infectieux doit nécessairement disposer de 

mécanismes lui permettant d'échapper au système immunitaire de son hôte. 

 

2. Le système immunitaire 
 

Le système immunitaire est un ensemble coordonné d'éléments de reconnaissance et de 

défense capable de discriminer le soi du non-soi. Il participe à l'entretien de l'organisme 

(notamment l'élimination des cellules en apoptose) et à la défense de celui-ci contre les agents 

infectieux. Il est traditionnellement divisé en système immunitaire inné et adaptatif. Les 

éléments du système inné sont prêts à agir lors de l'entrée d'un agent pathogène au sein de 

l’hôte. La réponse innée est rapide et stéréotypée. Elle est déclenchée par la reconnaissance de 

structures conservées et typiques des agents pathogènes, les Pathogen Associated Molecular 

Patterns (PAMPs). A l'inverse, le système adaptatif présente une grande plasticité dans sa 

réponse. Celle-ci se développe lentement lors d'une infection mais est très spécifique de 

l'agent pathogène. Elle donne lieu à une réponse effectrice et à une mémoire immunitaire de 

longue durée permettant une réponse plus rapide et plus efficace lors d'un nouveau contact 

avec le même agent pathogène. 

 

2.1 La réponse innée 

 

Les PAMPs sont reconnus par des récepteurs cellulaires nommés Pattern Recognition 

Receptors (PRRs). L'activation de ces PRRs induit la réponse immunitaire innée, composée 

de cellules mais également d’éléments solubles capables de réagir immédiatement à la 

présence d'un agent pathogène.  

Parmi ceux-ci, citons:  

- Les Natural Killers (NK), cellules lymphocytaires capables, une fois activées, 

d'induire la mort cellulaire programmée (apoptose) des cellules infectées. Pour y  

  



 
 

  

Figure 1 : La phagocytose par un macrophage. Le pathogène à proximité de la 

cellule se fait encercler par les pseudopodes formés par le macrophage et internaliser.  

Le pathogène se retrouve dans une vacuole qui va progressivement s'acidifier et 

fusionnera avec un lysosome contenant des enzymes de dégradation. Les débris du 

pathogène sont évacués en dehors de la cellule par exocytose et les peptides 

antigéniques générés sont présentés à la surface cellulaire en association avec le 

MHCII.  

(Figure modifiée à partie de Poirier and Av-Gay, 2016) 
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parvenir, les NK génèrent des perforations dans la membrane des cellules par 

l’intermédiaire de perforines permettant la pénétration de granzymes (sérines 

protéases) capables de déclencher l’apoptose des cellules. Elles produisent également 

des cytokines proinflammatoires comme le Tumor Necrosis Factor – alpha (TNF-α) et 

l'Interféron gamma (IFN-γ) (Bancroft, 1993 ; Topham and Hewitt, 2009). 

 

- Les macrophages sont des cellules myéloïdes réalisant, entre autre, la phagocytose 

(Aderem and Underhill, 1999 ; Metschnikoff, 1891).  

La phagocytose peut être de différents types :  

- Endocytose : processus indépendant de l’actine qui permet d’internaliser de 

petites molécules. Les puits d’internalisation peuvent être recouverts de 

clathrines. La membrane va se replier sur elle-même et fusionner pour former 

une vésicule contenant les molécules à ingérer. 

- Phagocytose : processus qui dépend de l’actine. Les macrophages internalisent 

des particules d’un diamètre supérieur à 0,5 µm qui peuvent être des microbes, 

des débris cellulaires, des cellules mortes. 

- Autophagie : la cellule dégrade les éléments propres à la cellule (organites, 

facteurs solubles, cytosol). 

Lorsque le phagocyte rencontre la cible et la détecte grâce à ses récepteurs de surface, 

il reçoit des informations sur ses propriétés qu’elles soient chimiques ou physiques. En 

fonction de ces informations, la cible ne sera pas dégradée de la même manière, la 

cellule phagocytaire va répondre différemment. La taille des particules influence le 

type de cytokines inflammatoires. Par exemple, l’interféron α est produit quand la 

particule a une taille entre 220 nm et 500 nm (comme certains virus) mais pas lorsque 

qu’elle mesure 1200 nm (Underhill and Goodridge, 2012). 

 

De manière générale, la phagocytose (Figure 1) consiste à internaliser les agents 

pathogènes dans une vacuole intracellulaire, le phagosome précoce (early 

phagosome). Il fusionnera avec des lysosomes contenant des enzymes et des radicaux 

libres (H202, NO) permettant la dégradation des agents pathogènes et la formation d’un 

phagolysosome. Les micro-organismes se lient aux cellules phagocytaires par 

l’intermédiaire de scavenger receptors, reconnaissant directement des PAMPs 

présents sur les micro-organismes ou via la reconnaissance d'opsonines (compléments, 

anticorps) fixés sur le pathogène. Les cellules immunitaires forment des pseudopodes 

qui correspondent à des extensions membranaires transitoires qui s'étendent autour de 

la particule cible pour l'internaliser.  

Les neutrophiles et les cellules dendritiques sont également capables de phagocyter 

(Aderem and Underhill, 1999 ; Metschnikoff, 1891). 

 

Dans le cas de certains agents infectieux, comme les bactéries Brucella ou 

Mycobacterium tuberculosis, la bactérie est capable de dévier le trafic intracellulaire 

du phagosome et d'échapper à la formation du phagolysosome, ce qui permet une 

multiplication intracellulaire de la bactérie. Les bactéries intracellulaires disposent de 

plusieurs stratégies. Elles peuvent empêcher la fusion des lysosomes, survivre dans le   
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phagolysosome ou sortir du phagosome pour se multiplier dans le cytoplasme 

(Aderem and Underhill, 1999 ; Metschnikoff, 1891).  

 

- La réaction inflammatoire entraîne la sécrétion de chemokines par les tissus 

endommagés et les cellules immunitaires innées s’y trouvant. Ces molécules vont 

attirer les cellules phagocytaires circulantes (monocytes et neutrophiles) vers les tissus 

infectés. Des médiateurs libérés permettent d’augmenter les fonctions phagocytaires 

des cellules recrutées mais aussi de modifier l’environnement pour faciliter la réponse 

immunitaire adaptative (Aderem and Underhill, 1999 ; Metschnikoff, 1891).  

 

2.2 La réponse adaptative 

 

Si l’agent pathogène n’a pas été éliminé par la réponse innée, une réponse immunitaire 

adaptatrice peut également se développer. 

Les lymphocytes sont les principaux acteurs de la réponse adaptative. Ils expriment des 

récepteurs membranaires ou solubles, nommés récepteurs antigéniques. Ceux-ci résultent 

d'un processus complexe de recombinaison aléatoire de gènes et de mutations. Par 

conséquent, chaque lymphocyte exprime un récepteur antigénique spécifique et unique. 

L'ensemble des récepteurs antigéniques des lymphocytes forme le répertoire immunitaire 

adaptatif. Celui-ci est riche de centaines de millions de récepteurs et est potentiellement 

capable de reconnaître n'importe quelle structure moléculaire. 

Les lymphocytes qui détectent un agent pathogène via leur récepteur antigénique se 

multiplient intensément et forment une population cellulaire clonale importante. Celle-ci va 

participer à la réponse contre l'agent infectieux mais va également former une population avec 

une longue durée de vie permettant, parfois des années plus tard, une réponse spécifique 

contre un agent infectieux préalablement rencontré (mémoire immunitaire).  

On distingue les lymphocytes T, responsables de l'immunité cellulaire, et les lymphocytes 

B, responsables de l'immunité humorale.   

 

2.2.1 Les lymphocytes T : 

 Les lymphocytes T sont produits par la moelle. Sous forme immature, ils migrent dans le 

thymus où ils sont maturés et acquièrent l'expression de leur récepteur antigénique 

spécifique, nommé T cell receptor, TCR. Le ligand du TCR est un complexe comprenant un 

peptide antigénique associé aux récepteurs du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC). 

On distingue deux grands types de lymphocytes T :  

- les cellules T CD8
+
 exprimant le récepteur CD8, qui reconnaissent le MHCI et 

possèdent des capacités cytotoxiques.  

- les cellules T CD4
+
 exprimant le récepteur CD4, qui reconnaissent le MHCII et dont 

la principale fonction est d'orchestrer l'ensemble de la réponse adaptative en régulant 

l'activité des lymphocytes B et des lymphocytes T CD8 via la sécrétion de cytokines. 

Les T CD4
+
 naïfs peuvent se différencier et acquérir une spécialisation qui est de contrôler 

certains types d’infection. On parle de réponse immune T helper (Th). Il existe trois types  



 
 

  

Figure 2 : Régulation du devenir des cellules lymphocytaires T en fonction des 

signaux reçus par les cellules dendritiques. La différenciation en lymphocytes T 

générant une réponse de type Th1 est permise grâce à la production l’IL-12. Une 

réponse de type Th1 se traduit par la production d’IFN-γ. Si les lymphocytes T naïfs 

reçoivent un signal IL-4, ils se différencient en cellules T de type Th2. La réponse de 

type Th2 implique la production d’interleukines (IL) 4, 5 et 13 (modifié de Georas, 

2005).  

Figure 3 : Relation entre le type de réponse immunitaire et la production des 

anticorps chez la souris. L’Il-12 permet la différentiation des lymphocytes T naïfs en 

lymphocytes T de type Th1. L’IL-4 permet quant à elle d’induire des lymphocytes T de 

type Th2. La réponse Th1 induit un signal permettant la production IgG2a et IgG3 par les 

lymphocytes B et la réponse Th2, la synthèse d’IgE et IgG1  (Holdsworth et al, 1999). 
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Lysosome avec 

ses enzymes 

Pathogène 

Vacuole contenant 

le pathogène 

Fusion 

majeurs de réponses immunes Th, induites en réponse aux cytokines produites par la réponse 

immune innée. 

 Les Th1 sont induits par la présence d'IL-12, ils produisent de l'IFN- qui régule 

positivement l'activation des macrophages, des NK, des lymphocytes B produisant des 

immunoglobulines G2a (IgG2a) et des lymphocytes T CD8. Ils sont spécialisés dans 

la lutte contre les pathogènes (virus, bactéries, protozoaires) intracellulaires. STAT-4 

est un facteur de transcription induit par l’IL-12 qui entraîne la synthèse d’IFN-γ 

(Barnes, 2008). 

T-bet est un autre facteur de transcription qui modifie l’état de chromatine, ce qui  

semblerait être le déclencheur de l’expression de l’IFN-γ (Figure 2) (Georas, 2005).  

 Les Th17 sont induits par l'IL-23 et produisent de l'IL-17 qui régule positivement 

l'activité microbicide des neutrophiles, des épithéliums et l'activation des lymphocytes 

B producteurs d'IgA. Ils sont spécialisés dans la lutte contre les bactéries 

extracellulaires et les tumeurs malignes (Joseph et al, 2018). 

 Les Th2 sont induits par l'IL-4 et produisent l'IL-4 qui favorise l'activité des 

mastocytes, des éosinophiles et l'activation des lymphocytes B producteurs d'IgE. Ils 

sont spécialisés dans le contrôle des parasites extracellulaires comme les helminthes et 

sont acteurs des réactions allergiques (Figure 3) (Holdsworth et al, 1999 ; Joseph et 

al, 2018). 

 

2.2.2 Les lymphocytes B : 

Les lymphocytes B sont produits dans la moelle et y sont maturés pour acquérir leurs 

récepteurs antigéniques, nommés B cell receptor, BCR.  

Une fois activés, les lymphocytes B vont se multiplier dans les organes lymphoïdes 

secondaires (rate, ganglions lymphatiques) et se différencier en plasmocytes ou en 

lymphocytes B mémoires. Les plasmocytes peuvent sécréter leurs récepteurs antigéniques, qui 

sont alors dénommés anticorps. Ces derniers disposent de nombreuses fonctions effectrices. 

Ils peuvent favoriser la phagocytose (opsonisation), la fixation du complément ou neutraliser 

les agents pathogènes en les empêchant d'adhérer à leurs cellules cibles. 

Il existe différents types d’anticorps (ou immunoglobulines) produits par les lymphocytes B 

(Hofmann and Lai, 2017 ; Hurwitz and Meyer, 1916), en fonction de leur activation.  

Les lymphocytes B sont activés par les cellules T CD4
+
 (activation T dépendante) et en 

fonction de la sous-classe Th1, Th2 ou Th17, les lymphocytes B produisent des anticorps d'un 

isotype particulier: respectivement IgG2a, IgE et IgA.    

Les lymphocytes B peuvent également être activés sans l’intervention des lymphocytes T 

CD4
+
 (activation T indépendante). Des antigènes de type PAMPs, comme les 

lipopolysaccharides (LPS) des bactéries et la flagelline, peuvent être des signaux activateurs 

de lymphocytes B. Cette voie d'activation mène préférentiellement à la production d'IgG3. 

 

 
 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28356257


 
 

  

Espèces Animal hôte de préférence 

Brucella melitensis Mouton, chèvre 

Brucella abortus Bovin 

Brucella suis Cochon 

Brucella canis Chien 

Brucella ceti Dauphin, baleine (cétacés) 

Brucella microti Souris 

Brucella ovis Mouton 

Brucella inopinata Hôte inconnu 

Brucella pinnipedialis Phoque 

Brucella papionis Babouin 

Brucella vulpis Renard roux 

Figure 4 : Carte mondiale reprenant l’incidence de la brucellose humaine. 

La maladie est très peu représentée en Amérique du Nord, l’Europe de l’est et 

l’Australie. Cependant dans des pays en voie de développement, la brucellose est encore 

très répandue (Pappas et al, 2006).   

Tableau 1 : Les différentes espèces de Brucella en fonction des hôtes de préférence 

(Atluri et al, 2011 ; Hofer et al, 2016 ; Moreno, 2014). 
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3. La brucellose 
  

La brucellose est une zoonose mondialement répandue causée par la bactérie Brucella qui est 

une bactérie intracellulaire et facultativement extracellulaire. Il s’agit d’une cocobacille de 

type Gram négatif appartenant aux protéobactéries. L'infection par Brucella est considérée 

comme accidentelle chez l’humain, celui-ci ne transmettant pas l'infection. La première 

bactérie Brucella melitensis, de son ancien nom Micrococcus melitensis, a été isolée en 1887 

par le chirurgien David Bruce sur l’île de Malte après une dissection du foie d’un de ses 

soldats décédés (Moreno, 2014). Il existe plus d’une dizaine d’espèces de Brucella mais les 

espèces les plus virulentes pour l’Homme sont Brucella melitensis, abortus et suis, qui 

infectent respectivement les chèvres et moutons, les bovins et les cochons (Tableau 1). Nous 

avons choisi de travailler avec Brucella melitensis parce qu’il s’agit de l’espèce isolée dans 

80% des cas d’infection humaine (Atluri et al, 2011 ; Jordan and Borts, 1947; Traum, 1930). 

L’étendue de la brucellose humaine est reprise sur la Figure 4. 

Chez l'animal, la brucellose peut se transmettre par différentes routes, comme les aérosols 

causés par l'avortement d'un fœtus contaminé, l'accouplement et l'allaitement (Atluri et al, 

2011 ; Carpenter and Baok, 1928; Damon and Fagan, 1947) (Figure 5). Chez la chèvre, 

l'urine peut également être un mode de transmission (Traum, 1930). La brucellose est 

principalement transmise à l'Homme par ingestion de lait non pasteurisé ou de fromage 

contaminés par les bactéries mais également par des aérosols ou, moins fréquemment, par 

contact direct entre une lésion cutanée ouverte et des tissus ou fluides contaminés (Atluri et 

al, 2011 ; Carpenter and Baok, 1928; Damon and Fagan, 1947). 

 

3.1 Symptômes de la brucellose 

 

Les symptômes ou manifestations cliniques peuvent varier d’une espèce à l’autre. Chez la 

chèvre par exemple, l'infection par Brucella est généralement asymptomatique. Cependant la 

brucellose peut se manifester par des avortements, des orchites et des mammites. Comme 

pour les chèvres, les porcs peuvent être infectés mais ne présentent aucun signe clinique 

spécifique. L'infection peut se traduire par une infection placentaire et fœtale, un avortement 

et une orchite. De manière générale, pour la majorité des animaux, l'infection entraîne 

principalement l'avortement chez les femelles gestantes et la stérilité chez les mâles.  

Chez l’humain, la brucellose se manifeste par une fièvre ondulante et un état grippal, d'où son 

nom de Fièvre de Malte (Köse et al, 2014 ; Scozzafave and Warner, 1928; Traum, 1930). Si 

la maladie n'est pas traitée rapidement, elle peut entraîner une infection chronique 

accompagnée de manifestations cliniques graves comme des méningites, des problèmes 

cardiaques ou bien des endocardites prostatites (Atluri et al, 2011; Quintin and Stalker, 1946). 

 

Des cas d’infections chez une femme enceinte ont été décrits. Par exemple, Chheda et al ont 

décrit qu’une jeune femme enceinte, qui a accouché d’un enfant prématuré mais viable, 

présentait, durant sa grossesse, des symptômes grippaux mais aussi des saignements 

vaginaux. Un frottis placentaire a révélé que la coloration de Gram était négative et que la  



 
 

Figure 5 : Modes de transmission de Brucella sp..  La transmission peut se réaliser 

au sein de l’espèce de l’hôte naturel mais aussi à l’Homme. Il peut y avoir un transfert 

par l’intermédiaire de contacts génitaux lors de l’accouplement, par l’avortement ou 

par l’ingestion de lait. L’humain peut se faire infecter en se nourrissant de lait et de 

fromage contaminés non pasteurisés. Les aérosols sont un moyen d’infection qui 

concerne tous les hôtes. Les transmissions interhumaines sont considérées comme des 

exceptions au vue du nombre de cas rapportés (Atluri et al, 2011).   
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culture bactérienne était positive pour Brucella melitensis. Une enquête a révélé que la mère 

de l’enfant vivait dans une ferme et travaillait au contact des chèvres et des vaches permettant 

d’expliquer l’origine de l’infection (Chheda et al, 1997). Un autre exemple est celui d’un bébé 

présentant des problèmes respiratoires qui a été décelé, ainsi que sa maman, positif pour une 

infection par Brucella melitensis. Etant donné que le bébé n’a pas été allaité pendant les 

premiers jours qui ont suivi l’accouchement et qu’il n’a pas reçu de transfusion sanguine, une 

transmission transplacentaire a donc été citée comme étant la voie d’infection la plus probable 

dans ce cas (Aydın et al, 2013). 

D’autres cas d’infection chez les bébés ont été recensés. Généralement les enfants sont issus 

d’une famille d’agriculteurs ou travaillant dans une ferme qui élève des chèvres ou des 

moutons ou de familles ingérant des produits laitiers non pasteurisés (Cacace et al, 2013). 

Cependant le mode de transmission de l’infection chez les nouveau-nés peut être externe à la 

relation avec sa mère. En effet, les nouveau-nés ont besoin, dans certains cas, d’une 

transfusion sanguine lorsqu’ils ont un taux de bilirubine trop important. Cette transfusion peut 

être la cause de l’infection par Brucella. En pratique, si les hémocultures réalisées chez le 

nouveau-né avant la transfusion est négative ainsi que les hémocultures maternelles mais que 

les analyses sanguines après la transfusion sont positives pour Brucella melitensis, la 

transmission provient alors de la transfusion (Akçakuş et al, 2005 ; Mosayebi et al, 2005).  

Des statistiques ont démontré que des femmes enceintes atteintes de brucellose chronique 

pouvaient mener une grossesse à terme. Cependant, la brucellose peut entraîner des 

accouchements prématurés, des avortements durant le premier trimestre de grossesse ou des 

fœtus nés à terme avec un poids plus faible que les bébés nés d’une mère non atteinte par la 

brucellose, des chorioamnionite, d’endométrites post-partums (Aydın et al, 2013 ; Gulsun et 

al, 2011). 

 

3.2 Détection de la brucellose 

 

Pour détecter une infection par Brucella chez l’Homme et les animaux, différents tests 

diagnostiques sont utilisés: 

- Un diagnostic direct, basé sur l'isolation de la bactérie, peut être réalisé. Généralement 

l’analyse est faite sur une hémoculture, mais les analyses peuvent être faites sur d’autres 

prélèvements comme les ganglions, la moelle osseuse et le liquide céphalo-rachidien.  

- Une PCR est utilisée pour réaliser un diagnostic moléculaire. Cette technique, détectant les 

gènes spécifiques de Brucella (élément répétitif IS711, gène bcsp31, gène de l’ARN 

ribosomal 16S, ORF AO512) est très sensible. Elle peut être réalisée sur des échantillons de 

sang, de sérum ou de biopsies tissulaires. 

- Des analyses sérologiques peuvent également être réalisées. Les IgM sont les premiers 

anticorps à apparaître, ils sont détectés à partir de 10 jours. Les IgG se développent par la 

suite et deviennent les anticorps dominants. Durant la phase chronique, les IgM disparaissent 

tandis que les IgG persistent (Tableau 2). Un test ELISA permet de détecter la présence de 

LPS de Brucella dans le sérum. Cependant le LPS de Brucella possède une structure 

commune avec le LPS d’autres bactéries notamment avec Yersinia enterocolitica. Cette  



 
 

  

 

 

 

 

   

IgA 

Présentes dans les : 

- Muqueuses intestinales 

- Muqueuses respiratoires 

- Muqueuses urogénitales 

IgG 

- Anticorps majeurs de la réponse 

immunitaire 

- Transmission verticale de la mère à sa 

progéniture (elles sont capables de 

passer la barrière placentaire chez 

certains animaux) 

IgM 

- Présentes dans le sérum 

- Premières à être sécrétées durant la 

réponse immunitaire 

IgD 
- Anticorps membranaires des 

lymphocytes B naïfs 

IgE 

Impliquées dans:  

- Les réactions allergiques 

- Les infections parasitaires 

Type de réponse 
Immunoglobulines chez la 

souris 

Immunoglobulines chez 

l’Homme 

Th1 IgG2a IgG1 

 IgG3 IgG3 

Probablement Th1 IgG2b IgG2 

Th2 IgG1 IgG4 

Tableau 2 : Tableaux récapitulatifs des immunoglobulines G (IgG) homologues 

chez les souris et les humains associées aux différentes réponses Th (Holdsworth et 

al, 1999). 
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bactérie se retrouve chez les bovins mais est très peu pathogène. Le diagnostic peut donc 

être faussé.  

- Le test SAW (séroagglutination de Wright) peut aussi être utilisé. Il permet de détecter les 

IgM à partir du dixième ou du douzième jour d'infection. Il s’agit de la méthode référencée 

par l’OMS. 

- Les IgG sont détectées spécifiquement par une réaction de fixation du complément. 

- Les antigènes de Brucella peuvent être mis en évidence par le rose Bengale. Il s’agit d’une 

réaction d’agglutination. Cette technique est sensible, rapide et spécifique. Elle permet de 

détecter presque tous les cas de brucellose, c’est pourquoi elle est utilisée pour diagnostiquer, 

pour surveiller le développement de la maladie mais aussi pour établir les enquêtes 

épidémiologiques (Pinto da Silva Mol et al, 2012). 

 

3.3 Vaccination et traitement de la brucellose  

 

Chez l'animal, plusieurs vaccins ont été développés pour prévenir les risques d’infection. 

La souche « S19 » est utilisée pour vacciner les bovins (van Straten et al, 2016) et la souche 

« Rev1 », quant à elle, est administrée aux ovins (Zygmunt et al, 1994). Ces vaccins ne sont 

pas parfaits, ce sont des souches vivantes atténuées qui peuvent induire l’avortement et 

infecter l’humain. 

Aucun vaccin ne permet de protéger efficacement l’humain. La prévention pour l’Homme 

repose donc principalement sur des mesures d’hygiène alimentaire (cuire ses aliments, boire 

du lait et manger du fromage pasteurisés). Pour les personnes à professions risquées, 

notamment les vétérinaires, des mesures particulières sont à prendre (port de gants, de 

masque). Des traitements existent pour éliminer le pathogène de l’organisme en phase aigüe. 

Il s’agit d’un traitement à base d’antibiotiques d’une durée de 6 semaines composé de 

doxycycline et de rifampicine. Cette combinaison, recommandée par l’OMS, permet de 

maîtriser la division de Brucella et d’éviter certaines complications que la chronicité de 

l’infection pourrait induire. 

 

3.4 Niches tissulaires et cellulaires de Brucella 

 

Il a été montré chez les cochons d’Inde, les chiens et les souris que Brucella se répliquait 

préférentiellement dans plusieurs niches comme le placenta, le liquide fœtal, le sperme et 

l'épididyme (de Souza et al, 2018 ; Essenberg et al, 2002 ; Keppie et al, 1965, Smith et al, 

1962). Il existe différentes hypothèses expliquant cette spécificité. Premièrement, il y a une 

forte concentration d'érythritol dans ces régions, les bactéries y prolifèrent abondamment car 

l'érythritol est utilisé comme source préférentielle d'énergie (Barbier et al, 2017). 

Deuxièmement, lors la grossesse, l'utérus devient un site immunitaire privilégié. En d'autres 

termes, il devient tolérant à l'introduction de nouveaux antigènes. Ceux-ci ne déclenchent pas 

de réponse immunitaire inflammatoire, potentiellement néfastes pour le fœtus (Raghupathy, 

1997, Wegmann et al, 1993). Au cours de la gestation, l'expression des MHCII, 

indispensables au rejet de greffe, est réduite. A l'inverse, l'expression des cytokines 
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immunosuppressives comme l'IL-10 est augmentée (Zhang et al, 2016). Les hormones 

synthétisées par le placenta sont également impliquées dans le mécanisme de non-rejet du 

fœtus (Contractor and Davies, 1973). La progestérone notamment est connue pour être un 

agent immunosuppresseur (Munroe, 1971). En conclusion, la tolérance fœto-

maternelle consiste en la mise en place de mécanismes de tolérance qui permettent 

l'évitement du rejet du fœtus pendant la grossesse. En contrepartie, ce système immunitaire 

affaibli est caractérisé par une diminution significative de l'immunité cellulaire et par une 

réduction de la réactivité des lymphocytes Th1, profitant à la multiplication de Brucella (Kim 

et al, 2005 ; Wang et al, 2014).  

Chez la souris, il a été démontré que Brucella persiste essentiellement dans les organes 

lymphoïdes tels que la rate et les ganglions lymphatiques. Brucella infecte principalement les 

cellules phagocytaires comme les macrophages (Forestier et al, 1999), les neutrophiles (Riley 

and Robertson, 1984), les cellules dendritiques et les ostéoblastes (Delpino et al, 2009), mais 

aussi les cellules non phagocytaires comme les fibroblastes, les trophoblastes (Anderson and 

Cheville, 1986) et les cellules épithéliales (Pizarro-Cerdá et al, 1998). Au cours de l'infection 

des souris, la réponse de l'hôte est une réponse T helper 1 (Th1), caractérisée par une 

production d'IFN-γ par les lymphocytes T et les NK (Copin et al, 2007). L'IFN-γ induit 

l'activation des macrophages et l'induction d’IL-12 (Maródi, 2006). L’IFN-γ joue donc un rôle 

essentiel dans le contrôle de l’infection par Brucella et est même crucial car il assure la survie 

de la souris infectée (Goenka et al, 2011).  

 

Après une infection par la voie intra-péritonéale, les bactéries persistent plusieurs jours dans 

le sang. Pour échapper au système immunitaire les bactéries vont pénétrer, en moins de 24h, 

dans les globules rouges qui assurent une fonction protectrice (Vitry et al, 2014b). Les 

bactéries vont ensuite, très rapidement, migrer vers la rate où les cellules infectées sont 

majoritairement des macrophages et se situent principalement dans la pulpe rouge et la zone 

marginale (Copin et al, 2012). Les cellules dendritiques inflammatoires sont quant à elles 

progressivement infectées. Plusieurs jours après l’infection, les cellules infectées migrent vers 

la pulpe blanche de la rate (Copin et al, 2012). 

 

Certaines espèces de Brucella comme Brucella canis peuvent infecter les reins des leurs hôtes 

et plus particulièrement les cellules épithéliales des tubules convolutés proximaux et distaux, 

des boucles de Henle et des tubules collecteurs. Les bactéries peuvent être excrétées dans 

l’urine des chiots (de Souza et al, 2018). 

 

Comme dit précédemment, l’infection peut avoir lieu par les voies respiratoires. Les 

macrophages alvéolaires sont les principales cellules infectées dans cette situation lors des 48 

premières heures de l’infection. Ils transmettent par la suite les bactéries depuis les poumons 

aux ganglions médiastinaux qui vont assurer la dissémination dans tout l’organisme 

(Archambaud et al, 2010). L’infection se propage après 6 jours à la rate tandis que le taux de 

bactéries dans les poumons décroit (Hanot Mambres et al, 2016). 

 

 

  



 
 

  

Figure 6 : Entrée et trafic intracellulaire de Brucella spp. dans les macrophages. 
Les bactéries pénètrent et prolifèrent dans les cellules grâce à certains facteurs de la 

cellule hôte indiqués dans les cases bleues. La survie de Brucella est permise grâce à 

des facteurs de virulence qu’elle possède, représentés en rouge.  

ER : réticulum endoplasmique; 

GAPDH : glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase;  

T4SS : système de sécrétion de type IV. 

(figure modifiée de Atluri et al, 2011) 
 
 

BCV (Brucella containing vacuole) 
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L’équipe du Professeur Muraille travaille sur l’infection par voie intradermique au niveau 

des coussinets des pattes postérieures de souris. Ils ont découvert que les fibroblastes et les 

macrophages sont infectés 2 heures post infection. 24 heures après l’infection, les cellules  

infectées sont principalement les macrophages et les neutrophiles (A. Demars, résultats non 

publiés).  

 

3.5 Trafic intracellulaire de Brucella 

 

In vitro, lors de l'infection de lignées de macrophages, Brucella peut suivre deux voies 

intracellulaires différentes. La première dépend de l’opsonisation par les anticorps. Les IgG 

fixées sur la bactérie seront reconnues par les récepteurs Fc des macrophages. Cependant dans 

la deuxième voie, la bactérie entre par l’intermédiaire des lipid rafts (Quelch et al, 1984 ; 

Naroeni and Porte, 2002). Les macrophages possèdent des récepteurs qui détectent les 

bactéries dont le récepteur scavenger de classe A qui interagit avec le LPS de la bactérie (Kim 

et al, 2004).  

La Brucella containing vacuole (BCV) est une vacuole au sein de laquelle se trouve Brucella 

lorsque qu’elle est internalisée dans la cellule. Cette dernière va interagir avec des endosomes 

précoces, tardifs puis avec des lysosomes. Les lysosomes sont connus pour s’acidifier (pH 

4,0-4,5) et dégrader leur contenu. Cette acidification va induire l’activation de l’opéron virB 

qui encode notamment pour le système de sécrétion de Type IV (T4SS) (O'Callaghan et al, 

1999 ; Boschiroli et al, 2002). L’activation du T4SS va permettre à la bactérie, en sécrétant 

des effecteurs dans le cytoplasme de la cellule hôte, de dévier le trafic intracellulaire de cette 

dernière à son profit pour atteindre une niche réplicative qui est le réticulum endoplasmique 

(Figure 6) (Anderson and Cheville, 1986 ; Atluri et al, 2011). Dans le cas où l’entrée de la 

bactérie dépend de l’opsonisation, Brucella va par contre se répliquer dans une vacuole qui ne 

contient pas de réticulum endoplasmique (Bellaire et al, 2005). 
 

4 Le modèle expérimental d'infection souris par Brucella 
 

Le modèle expérimental de la souris est utilisé depuis les années 1970’ pour étudier l'infection 

persistante de Brucella pour différentes raisons : 

- Les bactéries peuvent persister dans les organes systémiques comme c'est le cas chez 

les hôtes naturels. 

- L’infection engendre certains symptômes comme chez les humains (la splénomégalie 

et l'hépatomégalie) (Grilló et al, 2012). 

- Les souris sont faciles à élever car elles sont petites et se reproduisent rapidement. 

- Il existe de nombreuses souris knockout. 

- Le système immunitaire de la souris est l'un des mieux connu. 

- Il est utilisé depuis plus de 10 ans dans le laboratoire de microbiologie de l’université 

de Namur pour étudier Brucella melitensis. 
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L’évolution de la brucellose chez la souris dépend de différents facteurs bactériens comme la 

virulence, la souche, le mode d'infection et la dose. Certains paramètres de l’hôte peuvent 

aussi influencer l’infection, comme l’âge, l’origine génétique, le sexe, le statut physiologique 

ou encore le statut de l’animalerie (SPF ou conventionnelle) (Grilló et al, 2012). 

 

L'infection se déroule en trois étapes chez des souris infectées par voie intrapéritonéale (i.p.) 

par une souche virulente de Brucella melitensis :   

1) l'invasion de l'hôte par la bactérie, 

2) la phase aiguë, à partir de 2 jusqu’à 3 semaines. Elle correspond à la phase où les 

bactéries se répliquent dans différents organes des voies réticulo-endothéliales et 

reproductrices, 

3) la phase chronique qui peut durer pendant une longue période allant de quelques 

mois à plusieurs années (Martirosyan et al, 2011). 

 

Expérimentalement, les souris peuvent être infectées par différentes voies comme i.p., 

intraveineuse (i.v.), intranasale (i.n.) et sous-cutanée (s.c.). En infections i.p. et i.v., la dose 

infectante peut varier entre 10
4
 et 10

7
 CFU par souris dans un volume de 0,05 à 0,2 mL. Ces 

deux dernières voies permettent l'infection de la majorité des organes et les niveaux 

d'infection sont similaires. Même si elle n'est pas physiologique, la voie i.p. est préférée par 

les expérimentateurs car elle est techniquement plus simple, elle permet d’administrer un 

volume plus important ce qui diminue les erreurs de doses infectieuses. Avec ce type 

d'inoculation, les organes sont rapidement infectés, en particulier la rate (Grilló et al, 2012). 

Celle-ci se retrouve infectée déjà 1 heure après une injection en i.p. avec Brucella melitensis 

(Machelart et al, 2017a). 

 

4.1 La réponse immune contre Brucella chez la souris 

 

Chez les souris, après une infection par Brucella par voie i.p., les lymphocytes T CD4 et T 

CD8 ainsi que les NK produisent de l’IFN-γ (Sathiyaseelan et al, 2006; Copin et al, 2012). 

Les lymphocytes T CD4 deviennent par la suite les producteurs principaux d’IFN-γ chez les 

souris sauvages (Copin et al, 2012). Les lymphocytes B, quant à eux, ont un effet délétère lors 

d'une infection primaire. Les souris déficientes pour les lymphocytes B contrôlent plus 

efficacement l’infection, elles sont capables d’éliminer les bactéries et présentent une 

meilleure résistance à l’infection. L’immunité humorale médiée par les lymphocytes B joue 

cependant un rôle important lors d’une infection secondaire par le même pathogène. Elle 

permet une réponse mémoire protectrice contre Brucella melitensis (Vitry et al, 2014a ; 

Goenka et al, 2011). Les anticorps permettent de limiter la dissémination de Brucella dans le 

sang de la souris infectée par voie i.p. tandis que l’immunité cellulaire intervient dans la lutte 

contre l'infection au sein des tissus. Les lymphocytes T CD4 et la production d’IFN-γ ont un 

rôle essentiel pour contrôler une infection primaire mais également pour maîtriser une 

seconde infection par Brucella melitensis (Vitry et al, 2014a ; Hanot Mambres et al, 2016). 

 



 
 

 

  

TLR PAMPs 

TLR 1 Peptidoglycans 

TLR 2 Lipoprotéines 

TLR 3 dsRNA 

TLR 4 LPS 

TLR 5 Flagelline 

TLR 6 Lipoprotéines diacyles 

TLR 7 ssRNA 

TLR 8 ssRNA 

TLR 9 Motifs CpG non méthylés 

TLR 10 Non déterminé 

TLR 11 Protéine de type profiline 

TLR 12 Protéine de type profiline 

TLR 13 RNA ribosomique 23s 

Tableau 3 : Correspondances entre les TLR (Tool Like Receptor) et les PAMPS qu’ils 

reconnaissent. 
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4.2 Mécanisme d'échappement au système immunitaire de Brucella 

 

En absence de traitement antibiotique, Brucella persiste chez son hôte en échappant à la 

réponse immunitaire innée et adaptative via différents mécanismes.  

 

La bactérie échappe au système immunitaire inné:  
 

 

- De manière générale, les agents pathogènes sont reconnus par les TLR (Tool Like 

Receptor) (au nombre de 13 chez la souris) qui reconnaissent les signatures 

spécifiques des bactéries comme les LPS, la flagelline ou encore les acides 

lipotéichoïques (Tableau 3) (Janssens and Beyaert, 2003 ; Vijay, 2018). Brucella ne 

se fait que très peu détecter pas les récepteurs TLR (Iwasaki and Medzhitov, 2004). 

Elle possède une modification de son LPS, ce qui lui permet d’échapper plus 

facilement à la reconnaissance par le TLR4. Le LPS de Brucella étant très résistant 

(Cardoso et al, 2006), il peut aussi résister au dépôt du composant du complément C3 

(Hoffmann and Houle, 1983). Brucella possède aussi une flagelline à laquelle il 

manque un domaine essentiel pour la reconnaissance par le TLR5 (Terwagne et al, 

2013). En outre, Brucella ne possède ni flagelle, ni pili, ni capsule, qui sont des 

éléments facilement détectables par le système immunitaire. 

- Lors d’une infection, les cellules dendritiques produisent de l’IL-12. Cependant lors 

d’une infection par l’agent bactérien Brucella, la sécrétion d’IL-12 est inhibée. 

Brucella inhiberait la maturation des cellules dendritiques pour permettre la 

diminution de la production d’IL-12 (Salcedo et al, 2008).  

- L’IL-10 est synthétisé par les cellules phagocytaires et les lymphocytes. Cette 

cytokine permet de diminuer l’inflammation générée par les macrophages et les 

lymphocytes T. Elle réduit la production d'IL-12. Les LPS de Brucella induisent la 

production d’IL-10. A l'inverse, il a été montré que l’IFN-γ est capable de réduire la 

production de l’IL-10 et d'augmenter la production d’IL-12 (Kariminia et al, 2002). 

- Brucella possède un opéron virB. Ce dernier, une fois transcrit et traduit, permet 

l’activation du T4SS qui dévie les bactéries du trafic intracellulaire en empêchant la 

fusion de la vacuole qui contient les bactéries et les lysosomes (Figure 6). 
 

La bactérie échappe à la réponse immunitaire adaptative :  

 

Dans les macrophages, Brucella se réplique en masse mais n'induit pas l’apoptose. Au 

contraire, elle inhibe la mort cellulaire programmée (Gross et al, 2000). Par contre, 

Brucella est capable d’induire l’apoptose des autres cellules du système immunitaire 

dans lesquelles elle ne se réplique pas. En effet, Brucella abortus est capable 

d'interférer directement avec les lymphocytes T et de  diminuer l’efficacité de la 

réponse des lymphocytes T en réduisant le taux de lymphocytes T CD4 périphériques 

durant la phase chronique de l’infection (Skendros et al, 2008). Il s’agit du mécanisme 

d’apoptose qui est choisi par Brucella spp pour détruire les lymphocytes T de l’hôte et  
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lui permettre de se répliquer et de survivre tout en restant invisible pour le système 

immunitaire (Vela´squez et al, 2012). Brucella est donc une bactérie qui est capable de 

se protéger du système immunitaire mais elle est aussi capable de se maintenir en vie 

en empêchant l’apoptose des cellules au sein desquelles elle s’abrite. 

- Brucella est capable d’inhiber les molécules MHCII et donc la présentation des 

antigènes par les lymphocytes T CD4. Les lipoprotéines de Brucella interviennent 

dans cette inhibition et les LPS de Brucella interfèrent avec la voie de présentation des 

MHCII (Barrionuevo et al, 2008). 

 

5. La réponse immunitaire des nouveau-nés après une infection in 

utero 

 

Dans la littérature scientifique, le système immunitaire des nouveau-nés est souvent considéré 

comme immature. Il est moins compétent que celui de l’adulte et ce pour différentes raisons. 

 

- Les concentrations plasmatiques néonatales des composants du complément sont 

présentent en quantité plus faibles chez les nouveau-nés que chez les adultes (Firth et 

al, 2005). 

 

- Chez les mammifères, les nouveau-nés possèdent un nombre réduit de cellules 

progénitrices de granulocytes et de monocytes. Cette réduction peut entraîner un 

défaut quantitatif du nombre de neutrophiles dans des conditions de stress (par 

exemple, une septicémie). Les nouveau-nés possèdent également des neutrophiles qui, 

à l’inverse des neutrophiles des adultes, ne sont pas capables de faire de la chimiotaxie 

(Carr, 2000). Les nouveau-nés ont moins de monocytes par rapport aux adultes et 

possèdent moins de molécules MHCII à leur surface, ce qui les rend moins efficaces 

pour la présentation antigénique (Jones et al, 2002). 

 

- Le taux de cytokines pro-inflammatoires, en particulier l'IL-12, est réduit dans les 

monocytes des nouveau-nés. Ils présentent une déficience fonctionnelle suite à un 

remodelage de la chromatine (Lissner et al, 2015 ; Marchant et al, 2015). En fonction 

de l’âge, l’expression des gènes est différente ce qui entraîne des différences 

spécifiques (Lissner et al, 2015). 

 

- Grâce au TLR2 et à l’IL-10, les nouveau-nés possèdent des mécanismes de régulation 

qui contrôlent la réponse inflammatoire par l’intermédiaire de ces voies de 

signalisation. C’est pourquoi, lors d’une infection générale, les nouveau-nés déficients 

pour le TLR2 présentent des taux réduits de cytokines inflammatoires lors d’une 

septicémie.  

Andrade et son équipe ont publié en 2013 une étude basée sur un cas d’exception (le 

streptococcus de groupe B (GBS)). Ils ont mis en avant qu’une production d’IL-10 

dépendante du TLR2, chez les nouveau-nés, inhibe le recrutement des neutrophiles sur  
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Figure 7 : Schéma de transmission des anticorps. Les IgG se transmettent de la 

mère au fœtus à travers le placenta. Les IgA se retrouvent dans le lait et les IgM ne 

sont pas transmises.  
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le site d’une infection bactérienne et empêche l’élimination de celle-ci. La production 

d'IL-10 induite par le TLR2 est une voie de signalisation ayant une grande importance 

dans la réponse immunitaire innée face aux infections bactériennes néonatales. 

Lorsqu’un nouveau-né est sain, ses cellules produisent plus d’IL-10 par rapport aux 

cellules adultes. Cependant chez les souris, les nouveau-nés déficients pour le TLR2 

ainsi que pour l’IL-10 sont résistants à la septicémie induite par le GBS. Lors des 

expériences réalisées avec ce pathogène, plus aucune bactérie n’est détectée dans les 

organes de la souris déficiente pour le TLR2 (Andrade et al, 2013). 

5.1 Transmission verticale d’anticorps 

 

Pour protéger le fœtus des infections in utero, un passage de certains anticorps spécifiques des 

antigènes auxquels la mère a été exposée est possible de la mère au fœtus. La transmission 

peut être faite par les glandes mammaires et la circulation sanguine maternelle via le placenta 

ainsi qu’à travers les tissus intermédiaires, la membrane fœtale (Brambell, 1969). Le lait après 

la naissance est un moyen de transmission de l'immunité passive (Adkins et al, 2004; 

Brambell, 1969). Le placenta est également un organe qui permet la transmission des Ig 

comme les IgG (Brambell, 1969). Les études du docteur Xu sur les cochons d’Inde ont 

démontré que toutes les sous-classes d’IgG traversent le placenta. Il a également montré que 

le taux de ces anticorps augmente avec l’avancement de la grossesse. Cette transmission peut 

conduire à deux effets. Le premier permet d’intervenir dans la réduction de l’exposition 

maternelle aux anticorps. Le deuxième permet de contribuer à l’exposition progressive du 

fœtus à des niveaux plus importants d’IgG suite au déroulement de la gestation (Xu et al, 

2017). Les IgA sont transmises par allaitement. Par contre, les IgM ne sont pas transmises par 

la mère (Brambell, 1969) (Figure 7). Malgré cette immunité humorale transférée, les 

nouveau-nés peuvent avoir une réponse protectrice limitée lorsqu'ils sont infectés par le 

pathogène déjà rencontré par la mère. Cela peut être dû au petit nombre de cellules 

immunitaires parce que les nouveau-nés possèdent un système immunitaire en 

développement. Par conséquent, la qualité de la réponse pourrait être affectée (Sarzotti et al, 

1996). Pour contrer ce faible taux de cellules immunitaires produites par le fœtus, certaines 

cellules immunitaires maternelles traversent l’espace fœto-maternel (Krishnan et al, 2013).  

 

Par exemple, le cytomégalovirus humain est le pathogène congénital le plus communément 

transmis. Il est probablement transmis aux nourrissons in utero par l’intermédiaire du placenta 

via la circulation sanguine maternelle. Le tractus génital peut également être infecté et 

pourrait être un moyen de transmission (Itell et al, 2017 ; Ross et al, 2011). Les IgG 

maternelles spécifiques du cytomégalovirus humain permettent une immunité passive ainsi 

qu’une protection contre la transmission congénitale (Prince and Lapé-Nixon, 2014). Lors de 

la transmission verticale, des IgG peuvent être transmises par l’intermédiaire des 

syncytiotrophoblastes (Itell et al, 2017). 

 

Un autre exemple de transmission d’anticorps est le transfert de la mère au fœtus d’anti-

streptolysine qui est un anticorps produit lors d’une infection à streptocoque bêta-hémolytique  
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du groupe A. Le taux d’anticorps anti-streptolysine détecté dans le cordon ombilical est 

supérieur à la quantité observée dans le sang maternel (Murray et al, 1953). 

 

Une protection contre le choléra peut également avoir lieu par l’intermédiaire d’une 

transmission d’anticorps de la mère à sa progéniture. Dans ce cas-ci, le transfert est 

principalement réalisé via le lait ou le colostrum. Lors des analyses, il a été montré que les 

souris nées de parents immunisés sont plus résistantes à un challenge d’un sérotype 

homologue ou hétérologue. Les nouveau-nés sont alors résistants et immunisés contre une 

infection. Les nouveau-nés peuvent se faire infecter par la voie in utero lorsque la mère est 

elle-même infectée. Dans ce cas, la protection contre le choléra n’est pas observée. Par contre, 

des souris descendantes de parents sains peuvent être protégées en se nourrissant du lait d’une  

souris infectée et ayant développé des anticorps contre le choléra, ce qui suggère que  le lait 

est le moyen de transmission des anticorps contre le choléra (Pitkin and Actor, 1972).  

 

Le Streptococcus de groupe B (GBS) peut également être transmis in utero ou lors du passage 

dans le tractus génital. Les nouveau-nés peuvent développer des infections néonatales sévères 

telles que des septicémies, des méningites, des pneumonies et des infections urinaires dus à un 

manque de protection. Cependant, lors de l’administration transplacentaire d’anticorps 

provenant d’une mère immunisée dans une mère gestante, les nouveau-nés descendants de 

cette dernière présentent alors des anticorps au stade embryonnaire et postnatal et développent 

aussi une réponse Th1. Ils synthétisent de l’IFN-γ et un taux élevé d’IgG2a. Un transfert 

d’anticorps de la mère à l’embryon permet alors une protection de la progéniture contre une 

infection par les GBS. La distribution des sous-classes d’IgG dans les sérums de la 

descendance mime la distribution maternelle. L’étude a démontré que les anticorps persistent 

longtemps car ils étaient toujours présents 7 mois après la vaccination (Bernardini et al, 

2017). Kempe et son équipe ont obtenu en 1952 des résultats de dosage d'anticorps qui étaient 

plus élevés dans le sang des nouveau-nés par rapport au sang de leurs mères. Différentes 

hypothèses ont été émises pour expliquer ce taux d’anticorps. Une forte concentration dans le 

placenta de ces anticorps et un transfert à travers le placenta sont deux raisons qui 

permettraient d’expliquer la quantité d’anticorps supérieure dans le sang du nouveau-né par 

rapport au sang de sa maman (Kempe, 1952). 

 

5.2 Réponse de type Th1 chez le nouveau-né 

 

Le groupe de O. Levy a montré en 2007 qu’une exposition prénatale ou postnatale à un agent 

pathogène peut mener à une accélération de la maturation du système immunitaire du 

nouveau-né. L’utérus de la mère, étant un site de privilège immun, se fait facilement infecter. 

Pour protéger le fœtus, il possède un système de détection des pathogènes qui engendre 

l’induction de l’expression de médiateurs qui accélèreront la maturation des poumons du 

nouveau-né. Il y a probablement un lien entre le développement du système respiratoire et le 

système immunitaire inné du fœtus (Levy, 2007). 

De nombreuses études ont démontré que le système immunitaire fœtal a une tendance à se 

développer vers une réponse de type Th2 face aux infections. Celle-ci semble essentielle pour  
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assurer la survie du fœtus (Levy, 2007). Elles sont parvenues à la conclusion que les 

lymphocytes T CD4 sanguins des nouveau-nés développent une réponse de type Th2 à 

l’inverse des lymphocytes T CD4 adultes (Hebel  et al, 2014). Cependant, les nouveau-nés 

peuvent développer une protection antivirale Th1 grâce à des lymphocytes T CD8
 
actifs. Ces 

cellules produisent de l’IFN-γ et de la perforine qui a une activité cytolytique (Chen et al, 

2004 ; Hermann et al, 2002). Les nouveau-nés possèdent également dans leur sang des 

lymphocytes T CD4 ayant un phénotype de mémoire effectrice qui possèdent des 

caractéristiques semblables aux lymphocytes T mémoires adultes (Zhang et al, 2014). Lors 

d’expériences précédentes de vaccination in utero et néonatale avec le Bacillus Calmette-

Guérin (vaccin BCG), des cellules fœtales développant une réponse de type Th1 ont été 

découvertes. Ces découvertes ont permis de démontrer que les réponses de type Th2 ne sont 

pas les seules à exister chez les fœtus (Zhang et al, 2014). Par exemple, lors d’une infection 

par l’agent pathogène causant la maladie de Chagas, les nouveau-nés produisent plus d’IFN-γ 

par rapport à des nouveau-nés sains, ce qui indique qu’ils sont capables de développer une 

réponse de type Th1. L’environnement immunitaire dans l’utérus associé à la présence d’un 

pathogène entraîne donc un changement précoce de la réponse immunitaire (Dauby et al, 

2009). 

Les différents exemples cités indiquent que certains stimuli permettent de surmonter 

l’immaturité du système immunitaire du nouveau-né. Ils permettent d'induire une production 

de cytokines qui polarisent une réponse de type Th1 permettant aux nouveau-nés d’avoir une 

protection en cas d’infection (Levy, 2007).  

En conclusion, même s’ils montrent une tendance à se différencier en cellules produisant une 

réponse de type Th2, les lymphocytes T précoces peuvent générer une réponse de type Th1 en 

fonction des conditions environnementales.  

 

5.3 Développement d'une mémoire immune chez le nouveau-né 

 

Parler de « mémoire » pour le système immunitaire du nouveau-né peut sembler surprenant. 

Pourtant, il semble capable dans certaines circonstances de développer une mémoire 

immunitaire adaptative dès son plus jeune âge. 

Levy et Levy ont récemment démontré chez la souris que dans certaines conditions 

l'immunité innée possède une capacité de mémoire. Ce phénomène est réalisé par des 

modifications de l’expression génique de cellules immunitaires, comme les monocytes, grâce 

à des changements épigénétiques. Ce phénomène est appelé immunité entraînée (trained 

immunity). La reprogrammation épigénétique des monocytes peut être induite par 

l’administration de bacilles Calmette-Guérin (BCG), qui est une souche atténuée de la 

bactérie Mycobacterium bovis. La reprogrammation permet d’assurer une fonction plus 

grande mais aussi d’apporter une protection contre une large gamme d'infections d'une 

manière dépendante des macrophages tissulaires et des cellules T (Levy and Levy, 2015). 

Malhotra et al, ont réalisé une sensibilisation in utero aux helminthes chez l’humain qui a 

permis le développement d’une mémoire immunologique maintenue durant l’enfance. Cette 

sensibilisation prénatale a été plus efficace qu’une exposition directe à ces pathogènes durant 

l’enfance. Elle a aidé à la mise en place d’une réponse immunitaire plus rapide en cas d’une  
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infection naturelle. En comparant les cytokines sécrétées chez le nourrisson et chez l’enfant 

de 10-14 mois, ils ont pu conclure que le nourrisson qui a été sensibilisé in utero produit des 

cytokines majoritairement de la réponse de type 2 (Malhotra et al, 1999). 

Une expérience avec Babesia microti a démontré que des souris provenant d’une mère 

infectée durant la grossesse développe une réponse plus rapidement contre le pathogène à 

l’âge adulte que les adultes provenant d’une mère saine pour le pathogène. Il y a donc une 

résistance à la maladie pour la génération suivante qui pourrait être due à l’environnement 

maternel et qui permettrait une adaptation du phénotype de la progéniture. Ce phénomène est 

la programmation fœtale et résulte d’une exposition maternelle à des infections, des maladies, 

de la malnutrition (Curno et al, 2011). 

Afin de protéger au mieux les fœtus des agents pathogènes tels que le streptocoque du groupe 

B et le virus syncytial (VRS), des vaccinations maternelles peuvent avoir lieu. Elles consistent 

en l’induction d’anticorps chez les femelles gestantes ainsi que sur le transfert passif d’IgG de 

la mère au fœtus. Ce principe permet d’exposer les lymphocytes T fœtaux aux antigènes in 

utero. Ces lymphocytes T peuvent également être activés par contact avec des antigènes 

provenant de la mère ou par contact avec des médiateurs inflammatoires maternels qui 

peuvent traverser la barrière placentaire (Zhang et al, 2017). 

Les interactions avec la mère peuvent mener à des modulations du système immunitaire des 

nouveau-nés. Par exemple, lorsqu’un vaccin est administré à un nouveau-né, les réponses 

immunitaires sont influencées par les potentielles infections de la mère. Les bébés nés de 

mères infectées par des helminthes ont développé une réponse biaisée Th2 face à la 

vaccination par le BCG. Les nouveau-nés infectés de manière congénitale par le Trypanosoma 

cruzi développent une activation des lymphocytes T spécifiques (réponse de type Th1) lors 

d’une réponse immunitaire. Par contre, si une mère infectée ne transmet pas le pathogène, les 

nouveau-nés sont plus susceptibles de développer des cytokines proinflammatoires 

(Odorizzi and Feeney, 2016). 

 

5.4 Transmission verticale des pathogènes 

 

 

Une étude chez les bovins et les souris a montré que le placenta n'est pas une barrière efficace 

pour protéger le fœtus de certaines infections dont Brucella (Tobias et al, 1993). Le cordon 

ombilical peut aussi être une porte d’entrée de l’agent infectieux chez le fœtus, comme c’est 

le cas avec le Streptococcus de groupe B (Nakstad et al, 2016). Par conséquent, une 

transmission verticale des bactéries est possible. 

 

5.4.1 Infection par Listeria monocytogenes 

 

L’infection d’un animal gestant avec Listeria monocytogenes, bactérie Gram positive et 

intracellulaire facultative, provoque des avortements, des fœtus morts à la naissance et des 

méningoencéphalites néonatales (Benshushan et al, 2002). Une fois les souris infectées à 14  
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jours de gestation, les bactéries se propagent rapidement dans le placenta (6h) et la charge 

bactérienne augmente avec la durée (Le Monnier et al, 2006). Les syncytiotrophoblastes sont 

des cellules placentaires qui sont en contact direct avec le sang maternel. Ces cellules peuvent 

être infectées et mener à l’infection du nouveau-né. (Lamond and Freitag, 2018). Cette 

infection peut engendrer une perte rapide des fœtus (Abram et al, 2003). Une diminution de 

l’IFN-γ et une augmentation de la cytokine IL-10 sont observées chez les souris gestantes et 

infectées par Listeria monocytogenes ce qui suggère une plus faible réponse Th1 (Abram et 

al, 2003 ; Krishnan et al, 2013). 

 

5.4.2 Infection par Salmonella  

 

Lorsqu’un animal gestant est infecté par Salmonella, une bactérie Gram négative 

intracellulaire facultative, cela peut également causer des avortements, des morts néonatales et 

des transmissions verticales (Sethi et al, 2017). Les taux d’expression placentaire d’IFN- γ, de 

TNF, d’IL-6 et d’IL-18 sont augmentés lors d’une infection par Salmonella typhimurium. Les 

ligands des TLR4 des trophoblastes interagissent avec les LPS de la bactérie ce qui engendre 

une inflammation locale et le déclenchement de l’apoptose des trophoblastes. Suite à 

l’infection, il y a une diminution du recrutement et d’activation des neutrophiles, des cellules 

NK et des cellules dendritiques (Pejcic-Karapetrovic et al, 2007).  

Une protection des nourrissons peut être développée après une exposition aux organismes 

pathogènes ou lors d’une vaccination. Cette protection permet d’induire une augmentation de 

l’efficacité du système immunitaire inné par l’intermédiaire d’un processus appelé immunité 

entraînée comme déjà mentionné au point 5.3  (Hong et al, 2015). Lorsqu’une souris vaccinée 

(présentant déjà des anticorps contre un pathogène spécifique) est challengée, ce qui signifie 

que le pathogène lui est à nouveau injecté, les chercheurs ont pu observer une infection 

beaucoup plus faible que l’infection initiale (ou le vaccin) est au niveau du placenta et de la 

rate (Bosseray, 1983).  

 

5.4.3 Infection par des virus 

 

Dans le monde viral, certains agents pathogènes peuvent aussi être transmis à la descendance 

durant la gestation. Par exemple, Rubella, qui est un virus à ARN, peut se transmettre in utero 

bien que des dommages ne sont pas engendrés systématiquement dans tous les cas 

d’infections fœtales (Santis et al, 2006). L’infection transplacentaire des fœtus par Rubella 

peut se faire par la circulation sanguine. Cette maladie se caractérise par des problèmes de 

vue, des anomalies squelettiques, des problèmes cardiaques, des retards de croissance et peut 

également engendrer la mort des fœtus (Dudgeon, 1967).  

Concernant le virus de l’hépatite B (HBV), le risque que l’infection se développe en une 

infection chronique est augmenté si elle se déroule à la naissance ou durant la période 

périnatale. L’infection chronique est caractérisée par un défaut de la réponse des cellules T 

spécifiques du HBV. Le taux de lymphocytes T circulants de type CD4 et CD8 spécifiques au  
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virus de l’hépatite B est très faible ainsi que le taux en intrahépatique. Ce faible taux de 

lymphocytes T entraîne une faible production d’anticorps spécifiques au HBV (Hong and 

Bertoletti, 2017). Les nourrissons ou les jeunes enfants atteints par le HBV ne présentent 

généralement pas de symptôme contrairement aux adultes qui développent des cirrhoses, des 

pathologies hépatiques (Hong and Bertoletti, 2017). Contrairement aux recherches menées 

dans le passé sur l’immunité des fœtus, leur système immunitaire n’est pas immature. Ils sont 

capables de développer une réponse avec des lymphocytes T pour combattre les infections 

virales (Marchant et al, 2003). 

 

Dans le cas du VIH, le nouveau-né dont la mère est séropositive peut développer une 

protection contre le virus. Il va produire des lymphocytes T ayant une réponse spécifique au 

VIH in utero, et ce même sans transmission du virus (Dauby et al, 2012). Dans le cas de la 

grippe, qui est un virus, les fœtus ont un retard de croissance et naissent avant le terme (Pazos 

et al, 2012). 

 

6. L'infection maternelle par Brucella 

 

L'infection par Brucella des animaux gestants peut entraîner un avortement. Chez les souris, 

la dose infectieuse et le jour de l'infection pendant la gestation influencent l'induction de 

l'avortement. Plus l’infection par Brucella abortus se fait tôt pendant la gestation, plus le 

risque d’avortement est élevé. En effet, au jour 4.5 de la gestation, un taux élevé 

d'avortements est observé tandis qu'au jour 9.5, le taux est plus faible pour finalement être nul 

au jour 14. 

Durant l'infection maternelle par Brucella, on sait que la quantité d'IFN-γ augmente dans le 

sérum et qu'il est déterminant pour le maintien du fœtus. Un niveau trop élevé d'IFN-γ peut 

induire l'avortement (Kim et al, 2005).  

Le système de sécrétion de type IV contribue à l’avortement de manière indirecte car il 

contrôle l’internalisation et la réplication intracellulaire de Brucella (Kim et al, 2005). 

Brucella melitensis induit également des avortements chez les souris gestantes. Comme pour 

Brucella abortus, le déclenchement de l’avortement dépend des périodes d'infection pendant 

la gestation (Wang et al, 2014). Il a été reporté que l'infection des fœtus par Brucella abortus 

provoque leur mauvaise croissance (Hashino et al, 2012).  

Une croissance bactérienne peut être observée au sein du fœtus ainsi qu’au niveau de la rate et 

du placenta de la mère (Kim et al, 2005), mais le taux d’infection, la réponse immunitaire 

ainsi que le développement d’une mémoire contre Brucella chez le nouveau-né sont autant de 

choses encore inconnues et très peu étudiées après une infection de souris gestante par 

Brucella.  
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Objectifs 
 

Le système immunitaire des nouveau-nés est très différent de celui de l'adulte, notamment par 

sa composition cellulaire et sa capacité à réagir aux infections. Entre autre, il est peu apte à 

développer une réponse immunitaire de type Th1, régulée par l'IFN-, pour contrer les 

infections par les pathogènes intracellulaires tels que virus et bactéries. Dans certaines 

circonstances, il a cependant été reporté qu'il était à même de développer une réponse 

immunitaire protectrice contre ces agents. Les mécanismes impliqués sont encore très mal 

compris. Leur identification pourrait aider à l'amélioration des vaccins destinés à la protection 

des nouveau-nés. 

 

Durant ce mémoire, nous nous sommes fixés comme objectif de développer chez la souris un 

modèle expérimental original d'infection maternelle induisant une transmission congénitale de 

l'agent infectieux. 

 

Nous avons choisi comme pathogène la bactérie Brucella melitensis, responsable de l'une des 

principales zoonoses mondiales. Brucella melitensis est une bactérie Gram négative 

intracellulaire appartenant aux α-protéobactéries. Chez les animaux, en condition naturelle, 

l'infection entraîne principalement l'avortement chez les femelles gestantes et la stérilité chez 

les mâles. L’Homme est un hôte accidentel qui peut être infecté de manière chronique avec 

des conséquences graves en absence de détection et de traitement antibiotique. Il n'existe 

aucun vaccin efficace contre la brucellose humaine. 

 

Chez les souris adultes, le contrôle de l'infection par Brucella implique une réponse de type 

Th1, régulée par les lymphocytes T CD4 producteurs d’IFN-γ. Il a été reporté que l'infection à 

haute dose de femelles gestantes peut induire l'avortement de celles-ci, mais que des doses 

modérées sont tolérées et permettent une gestation normale. Le placenta constitue un site 

privilégié de multiplication pour Brucella et l'infection des nouveau-nés de mères infectées a 

été documentée par plusieurs auteurs. Le mode de transmission de Brucella aux nouveau-nés 

est cependant peu clair. Sont-ils infectés in utero ou durant l'allaitement? L'impact de cette 

infection sur le système immunitaire du nouveau-né est totalement inconnu. La présence de la 

bactérie durant la maturation du système immunitaire induit-elle une tolérance à cet agent 

pathogène ou au contraire une meilleure résistance? En cas de résistance, quels sont les 

mécanismes de défense impliqués? Autant de questions auxquelles nous voulions répondre au 

cours de ce mémoire. 
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Matériel et méthodes 

 

1. Animaux, souches bactériennes et solutions 

 

1.1 Souris 

 

Des souris C57BL/6 et BALB/c de type sauvage (wild-type) et des souris C57BL/6 MuMT-

déficientes ont été fournies par Harlan (Bicester, Royaume-Unis). Toutes les souris utilisées 

dans cette étude ont été élevées et reproduites dans l’animalerie de Gosselies (Campus de  

l'Université Libre de Bruxelles (ULB, Bruxelles, Belgique)). Pour les expériences, les souris 

reproductrices (les parents) étaient âgées de 10 semaines minimum et les souris issues des 

croisements expérimentaux ont été utilisées soit au stade de fœtus, à 10 jours, à 2 semaines, à 

4 semaines, à 6 semaines ou à 7 semaines suivant les expériences. 

 

1.2 Comité éthique 

 

Les procédures utilisées dans cette étude sont conformes à la législation européenne en 

vigueur (directive 86/609/CEE) et à la loi belge correspondante « Arrêté royal relatif à la 

protection des animaux d'expérience du 6 avril 2010 publié le 14 mai 2010 ». Le Comité du 

bien-être animal de l'Université de Namur (UNamur, Belgique) a examiné et approuvé le 

protocole complet décrivant nos expériences (numéro de permis: 18-316). 

 

1.3 Bactéries 

 

Une souche de Brucella melitensis 16M de type sauvage (WT) a été utilisée. Cette souche est 

résistante à l'acide nalidixique. Nous avons également utilisé une souche de Brucella 

melitensis 16M exprimant de manière stable et constitutive le gène du fluorochrome mCherry. 

La construction de la souche Brucella melitensis 16M mCherry a été décrite précédemment 

(Copin et al, 2012). Lors de la construction de celle-ci, un gène de résistance à l'antibiotique 

kanamycine a été introduit au génome de Brucella. Les souches de Brucella sont conservées 

dans des congélateurs à -80 °C et manipulées dans les laboratoires de biosécurité de niveau 

III. 

 

1.4 Milieu de culture bactérien 2YT agar 

 

- 44 g de 2YT agar (20 g/L de milieu de culture LB, 5 g/L d’extrait de levure, 6 g/L de 

peptone et 13 g/L d’agar) par litre d’eau déminéralisée ; 
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- Autoclaver la solution.  

 

Si un antibiotique est utilisé dans le milieu : l’ajouter à concentration finale voulue (1 mL/L 

de milieu) lorsque le milieu est tiédi et homogénéiser. 

Acide nalidixique 

Mettre l’acide nalidixique à une concentration de 25 mg/mL de NaOH 0,2 M et filtrer 

la solution sous hotte. Aliquoter dans des Eppendofs. 

Kanamycine 

Mettre la kanamycine à une concentration de 50 mg/mL d’eau déionisée et filtrer la 

solution sous hotte. Aliquoter dans des Eppendofs. 

 

1.5 Milieu de culture bactérien 2YT liquide 

 

- Mettre 31 g de 2YT (20 g/L de milieu de culture LB, 5 g/L d’extrait de levure et 6 g/L 

de peptone) dans 1 L d’eau déminéralisée ; 

- Autoclaver la solution. 

 

1.6 Solution saline tamponnée au phosphate (PBS 10X) 

 

- Ajouter 80 g/L de NaCl, 2 g/L de KCl, 11,5 g/L de Na2HPO4 et 2,4 g/L de 

KH2PO4 dans 1 L d’eau bidistillée ; 

- Mélanger à l’agitateur magnétique ; 

- Mettre à pH (7-7,4) ; 

- Conserver à température ambiante. 

 

1.7 Milieu de lyse Triton X-100 

 

- Mettre 1 mL de triton dans 1 L de PBS 1X ; 

Pour prélever le triton, couper le bout d’un tips car la solution est très visqueuse ; 

- Autoclaver et conserver à température ambiante. 

 

1.8 Milieu de fixation, paraformaldéhyde (PFA – 4 %) 

 

- Ajouter  80 g/L de paraformaldéhyde dans de l’eau bidistillée ; 

- Mélanger à l’agitateur magnétique ; 

- Chauffer la solution à maximum 70 °C ; 

- Ajouter quelques gouttes de NaOH à 1 M pour faciliter la dissolution ; 

- Refroidir la solution sur glace ; 

- Ajouter 10 mL de PBS 10X ; 
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- Mettre à pH (7-7,4) ; 

- Mettre à volume final de 100 mL. ; 

- Filtrer à travers des pores de 0,22 µM ; 

- Aliquoter ; 

- Conserver la solution à -20 °C. 

La PFA est un composé toxique. Il est important de la manipuler sous une hotte chimique 

avec des gants et un masque. 

 

1.9 Tampon pour le FACS (FACS buffer) 

 

- Ajouter 2 g/L de BSA, 0,2 g/L de NaN3 dans 500 mL de PBS 1X ; 

- Mélanger à l’agitateur magnétique. 

 

2. Méthodes 

  

2.1 Réveil d’une souche de Brucella 

 

- Récupérer la souche de Brucella se trouvant dans le congélateur à -80 °C du BL3 

(laboratoire de niveau de sécurité 3) nécessaire pour réaliser la manipulation (Brucella 

melitensis 16M WT, Brucella melitensis 16M mCherry) ; 

- Déposer le tube contenant les bactéries sur un portoir de refroidissement pour 

maintenir la souche congelée ; 

- Utiliser une anse pour récupérer des bactéries et les étaler sur une boîte de Pétri 

contenant du 2YT agar. ; 

- Placer la boite à l’incubateur à 37 °C 

 

Cette manipulation doit être réalisée environ 4 jours avant l’utilisation des colonies qui 

auront proliféré. Le réveil peut être conservé 1 semaine et demie.  

 

2.2 Culture liquide de Brucella  

 

Utiliser un réveil réalisé au minimum 4 jours avant l’utilisation.  

- Utiliser une anse pour récupérer les colonies bactériennes. ; 

- Mélanger les bactéries dans 10 mL de 2YT liquide dans un tube falcon de 50 mL ; 

- Utiliser un contrôle négatif composé uniquement du 2YT liquide pour s’assurer de la 

stérilité du 2YT liquide ; 

- Incuber overnight sous agitation à 37 °C dans l’incubateur du BL3. 

 

 

  



 
 

  

Figure 8 : Schéma d’injection en intrapéritonéal. Les points représentent 

les mamelles de la souris. La ligne rouge indique la ligne médiane qui 

représente la symétrie de la souris. La ligne bleue indique la zone sous 

laquelle il faut réaliser l’injection. Les cercles représentent les zones dans 

lesquelles les injections doivent être faites (UNC-IACUC(Basic MOUSE 

Handling and Technique Guide) UNC Chapel Hill Revised 2/2017). 
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2.3 Infection de souris par voie intrapéritonéale 

 

- Réaliser une culture liquide de Brucella environ 15 h avant l’expérience (la veille) ; 

- Mesurer la densité optique à 600 nm de la culture liquide avant la manipulation 

(utiliser comme blanc du 2YT liquide). Utiliser la culture liquide possédant une 

densité optique entre 0,7 et 1 (les bactéries sont en fin de phase de croissance) pour la 

suite de la manipulation ; 

- Centrifuger les tubes falcons 10 min à 3500 RPM à température ambiante (RT) ; 

- Réaliser 2 lavages au RPMI (10 mL) ; 

- Suspendre le culot dans les 10 mL de RPMI ; 

- Mesurer la densité optique à 600  nm avec du RPMI comme blanc ; 

Cette mesure permet de calculer la dose infectante.  

 

Facteur de dilution =  
                  

                  
 

 

Volume initial (à prélever de la suspension à diluer dans du RPMI) = 
                                                         

                   
 

 

Injection des souris gestantes par voie i.p. avec 5x10
3
, 5x10

4 
,
 
10

5
,
 
5x10

5 
ou

 
10

7 
CFU (Colonny 

Forming Units) de Brucella melitensis 16M WT dans 500 µL de milieu RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute-1640 medium) à environ 14 ou 18 jours (selon l’expérience) de gestation. 

Des souris témoins (M PBS) ont été inoculées avec le même volume de PBS. 

 

La dose infectante est contrôlée en étalant sur boîte de Pétri, contenant un milieu de 2YT agar, 

différentes dilutions. Le nombre de colonies est compté après 5 jours passé dans l’incubateur 

à 37 °C. 

 

La Figure 8 représente la position où sont injectées les bactéries ou le PBS. Nous réalisons les 

injections uniquement sur le côté droit (sens de la souris) du ventre car moins d’organes sont 

présents à cet endroit. 

 

2.4 Mesure de la charge bactérienne (CFU) des tissus 

 

- Sacrifier les souris par dislocation cervicale ; 

- Stériliser les souris à l’éthanol ; 

- Disséquer les souris et récupérer les différents organes en fonction des expériences 

(rate, foie, poumon, ganglion lymphatique poplité et thymus) ; 

- Si besoin, homogénéiser les tissus et transférer dans 500 µL ou 1 mL de PBS / 0,1% 

de Triton X-100 ; 

- Etaler la totalité ou des dilutions d’échantillons sur un milieu de 2YT agar ; 
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- Compter les CFU après 5 jours d’incubation à 37 °C pour évaluer la charge 

bactérienne. 

 

2.5 Détection de Brucella par PCR sur des colonies 

 

Pour confirmer la présence de Brucella dans les organes des souris F1 :  

- Récupérer une colonie provenant de l’inoculation d’un organe et la mettre dans 100 

μL de PBS dans un tube Eppendorf pour PCR ; 

- Immerger les tube Eppendorfs dans un bain-marie à 80 °C pendant 1 h pour tuer les 

bactéries Brucella ; 

- Effectuer une amplification de l'ADN des colonies (PCR de 30 cycles au cours de 

laquelle la phase d’élongation est réalisée à 55 °C) ; 

 

 

Pour 1 µL d’échantillon 

Elément Concentration 

Gotaq (ADN polymérase) 0,5 µL/µL 

Désoxyribonucléotides (dNTP) 1,2 μL/µL 

Amorce forward (diluée 10X dans eau) * 0,5 μL/µL 

Amorce reverse (diluée 10X dans eau) * 0,5 μL/µL 

Tampon ** 6 μL/µL 

Eau 20,3 μL/µL 

ADNg (provenant de la solution de 100 µL de 

PBS) 

1 µL/µL 

 

* Amorce forward : RT_EryD_F : 5’-CGAAATCGAACATGGCGATCAAGAG-3’ 

 Amorce reverse : RT_DeoR_R : 5’-CGCGCCAATGCTTCTTCC-3’ 

** Tampon contenant le cofacteur nécessaire à l'activité polymérase 

 

- Déposer 10 μL d'échantillons amplifiés dans les puits d’un gel d'agarose 1 % 

contenant 5 µL de bromure d’éthidium. Le marqueur moléculaire utilisé est Quick-

Load Purple 2-Log DNA Ladder (0,1 - 10,0 kb). La bande désirée indiquant la 

présence d'un gène pour le catabolisme de l'érythritol spécifique de Brucella se situe à 

1,2 kb. 

 

2.6 Récupération du plasma des souris  

 

Réaliser une saignée : 

- Chauffer la queue de la souris sous une lampe infrarouge afin de dilater sa veine 

caudale durant environ 3 minutes ; 

- Couper moins de 2 mm de l’extrémité de la queue à l'aide de ciseaux ; 
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- Récupérer le sang dans un capillaire hépariné au sodium de 75 μL (Hirschmann, REF 

9100275). Lorsque les souris sont âgées de 4 semaines, un demi-capillaire est rempli 

tandis qu’à l’âge de 7 semaines, 2 capillaires sont remplis ; 

- Vider les capillaires dans des tubes Eppendorfs ; 

- Centrifuger à 10.000 g durant 10 min à RT.  

Si les échantillons ne sont pas utilisés directement, ils peuvent être conservés au congélateur. 

2.7 Euthanasie de souris gestantes et de fœtus 

 

- Les souris femelles gestantes sont anesthésiées avec de l'isoflurane (Zoetis) ; 

- Elles sont euthanasiées par dislocation cervicale ; 

- Les fœtus ont été retirés des cornes utérines maternelles ; 

- Ils sont posés pendant 15 min dans des boîtes de Pétri disposées sur de la glace  pour 

les euthanasier (Barbier et al, 2017 ; Kato et al, 2013). 

 

2.8 Dosage des anticorps anti-Brucella dans le plasma de souris par ELISA  

(Enzyme-linked immunosorbent assay) 

 

JOUR 1  Coating des plaques 96 puits NUNC 69620 : 

- Déposer 50 l/puits de solution de Brucella melitensis heat-killed (HK) 

(solution initialement à 10
9
/mL diluée dans PBS pour obtenir 10

7
/mL) 

(tapoter la plaque pour évacuer les bulles d’air et pour recouvrir 

entièrement la surface des puits) ; 

- Incuber overnight à 4 °C (recouvrir la plaque avec du Parafilm M afin de 

protéger car elle est fournie sans couvercle). 

 

JOUR 2  Saturation des sites non spécifiques :  

- Vider la boîte (« flikker » : la retourner d’un seul coup, d’une manière 

vive) ; 

- Déposer 200 l/puits d’une solution d’hydrolysat de caséine et de PBS 1x 

(3,65 g d’hydrolysat de caséine/100 mL de PBS) ;                  

- Incuber 2 h à RT. 

 

              Test ELISA :  

- Flikker ; 

- Déposer 50 l/puits des plasmas à tester, de tests positifs (IgG3 Brucella : 

12B12 ou 12F12) et de tests négatifs (plasma de souris naïve dilué 30x et 

du PBS) ; 

 4 dilutions (10 x, 30 x, 90 x, 270 x) dans de l’hydrolysat de caséine 

(préparer les dilutions à part, dans plaque 96 puits avec des puits 

coniques) ; 

- Incuber 1 h à RT. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ctrl + : 

12B12 

ou 

12F12 

Ctrl - : 

Plasma 

souris 

naïve 

Ctrl - : 

PBS 

Echantillons 

Figure 9 : Schéma d’un exemple d’une plaque 96 puits NUNC 69620 pour un test 

ELISA avec les dilutions réalisées. 

Dil 10X Dil 30X Dil 90X Dil 270X 
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Révélation :  

- Laver 4 x avec du PBS ; 

- Déposer 50 l/puits d’anticorps IgM, IgG3, IgG1 ou IgG2a dilués 

dans de l’hydrolysat de caséine. Ces anticorps sont en solution dans du 

glycérol ; 

- Incuber 1 h à RT ; 

- Laver 4 x avec du PBS ; 

- Ajouter 100 l/puits de TMB (3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin) 

- Placer dans le noir à RT durant 10 à 15 min ; 

- Stopper la réaction avec 50 l/puits d’H2SO4 2N ; 

Tapoter la boîte pour homogénéiser la solution. 

- Lecture de la DO à 450 nm. 

 

La Figure 9 schématise un exemple de la position des échantillons sur la plaque 96 puits. 

 

2.9 Mesure de la fréquence des cellules exprimant l'IFN-γ dans la cavité 

péritonéale 

 

- Challenger des souris de 7 semaines (souris F1) par voie intrapéritonéale avec 10
5 

CFU de Brucella melitensis 16M mCherry dans 500 µL de RPMI.  

Reprendre les cellules de la cavité péritonéale à 12 h post challenge 

- Sacrifier les souris ; 

- Les passer dans l’alcool pour désinfecter ; 

- Injecter 10 mL de PBS froid (sur glace) dans la cavité péritonéale avec une aiguille       

fine (25 G) ; 

- Laisser reposer 5 min ; 

- Piquer la cavité péritonéale des souris avec une large aiguille (18 G) ; 

- Recueillir le liquide dans un tube falcon de 15 mL. 

 

Anticorps Concentration 

Anti-Mouse IgG-Peroxydase antibody (A2554, Sigma-aldrich) 1/4000 

Anti-Mouse IgM-Peroxydase antibody (18786, Sigma-aldrich) 1/4000 (ex : 1,25 l pr 5ml) 

LO MG1-13 (IgG1) -  perox (chez LO-IMEX) 1/2000 

LO MG2b-2 (IgG2b) – perox 1/2000 

LO MG2a-9 (IgG2a et 2c) – perox 1/2000 

LO MG3-13 (IgG3) – perox 1/2000 



 
 

  

Figure 10 : Principe du cytomètre en flux. Les cellules passent individuellement 

devant un laser et les faisceaux lumineux sont diffractés, reflétés et réfractés 

lorsqu’ils croisent les cellules. La diffraction fournit des informations sur la taille 

et la réflexion et la réfraction informent sur la granularité des cellules. Des 

programmes informatiques permettent ensuite d’analyser les résultats. 
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2.10 Cytométrie en flux intracellulaire 

 

- Centrifuger les tubes falcons contenant le liquide de la cavité péritonéale pendant 7 

min à 1400 RPM à 4 °C ; 

- Jeter le surnageant ; 

- Resuspendre les cellules dans 1 mL de milieu complet (500 mL de RPMI, 100 µL de 

FBS /mL de RPMI, 10 µL/mL d’acides aminés non essentiels, 10 µL/mL de pyruvate 

sodium et 10 µL/mL de L-glutamine) avec 1 µl/mL de Golgi Stop (BD Pharmingen) ; 

- Incuber les tubes falcons durant 5 h à 37 °C, sous 5 % de CO2 (faire attention à ne pas  

serrer trop fort le bouchon, pour permettre une oxygénation des cellules) ; 

- Centrifuger les tubes falcons à 1400 RPM durant 7 min à 4°C ; 

- Jeter le surnageant ; 

- Resuspendre les cellules dans 1 mL de milieu complet ; 

- Incuber les tubes falcons overnight à 4 °C (faire attention à ne pas serrer trop fort le 

bouchon pour permettre une oxygénation des cellules).  

Le lendemain: 

- Centrifuger les tubes falcons à 1400 RPM durant 7 min à 4 °C ; 

- Jeter le surnageant ; 

- Ajouter 150 µL de FACS buffer dans chaque tube falcon ; 

- Transférer le contenu de chaque tube falcon dans les puits d’une plaque 96 puits ; 

- Laver les cellules deux fois avec du FACS buffer (centrifuger à 2000 RPM durant 2 

min à 4 °C) ; 

- Incuber les cellules avec des doses saturantes de 2.4G2 (anti-mouse FcR; American 

Type Culture Collection  - dilution 1/ 200) dans 200 µL de FACS buffer/puits (20 min 

à 4 °C) pour bloquer les sites aspécifiques ; 

- Laver les cellules avec du FACS buffer (centrifugation à 2000 RPM durant 2 min à 4 

°C) ; 

- Incuber les cellules 30 min dans les anticorps souhaités (de surface seulement CD3 

FITC 1/100 et CD4 PE 1/200) dans 200 µL de FACS buffer ;  

- Laver avec du FACS buffer (centrifugation à 2000 RPM durant 2 min à 4 °C) ; 

- Fixer les cellules dans 200 µL de FACS buffer/2 % PFA durant 40 min à 4 °C ;  

- Laver 2 fois au FACS buffer (centrifugation à 2000 RPM durant 2 min à 4 °C) ; 

- Perméabiliser les cellules durant 30 min à 4 °C avec un tampon à base de saponine 

(10x Perm/Wash dans du FACS Buffer) contenant les anticorps intracellulaires (IFN-γ 

APC 1/300) ; 

- 2 lavages au FACS buffer ; 

- Analyser à l’aide du BD FACSCalibur de la société BD Biosciences. 

 

La Figure 10 représente le principe général de la cytométrie en flux. 
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2.11 Analyses statistiques des résultats 

 

Nous avons utilisé des tests (Wilcoxon-) Mann-Whitney et des comparaisons multiples 

réalisés par le logiciel GraphPad Prism pour analyser statistiquement nos résultats. Chaque 

groupe de souris témoins (injectées avec du PBS) a été comparé aux souris infectées avec 

Brucella melitensis 16M WT ou Brucella melitensis 16M mCherry. Nous avons également 

comparé chaque groupe les uns avec les autres et affiché les résultats. Des valeurs de p value 

<0,05 ont été considérées comme représentant une différence significative. *, **, *** et **** 

désignent p value <0,05, p value <0,01, p value <0,001 et p value <0,0001, respectivement. 

Les valeurs de p value > 0,05 indiquent qu'il n'y a pas de différence significative. 
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Résultats 



 
 

  

Figure 11 : Evaluation de l’infection des souris F1. Les souris gestantes ont été 

infectées à 14 jours de gestation en i.p. avec la bactérie Brucella melitensis 

mCherry. 3 doses infectieuses ont été testées : 5x10
3
, 5x10

4
 et 5x10

5  
CFU. Les 

souris nées des mères infectées (F1 Br-M) ont été euthanasiées à l’âge de 10 jours. 

Leur foie et leur rate ont été récupérés pour des analyses en CFU. Les souris F1 

d’une même portée sont représentées par la même couleur.  

B 

A 
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Résultats 
 

1. Détermination de la dose infectieuse optimale 
 

Afin d'identifier une dose infectieuse optimale de Brucella melitensis pour l’infection des 

femelles gestantes, c'est à dire une dose permettant l'infection d'un nombre maximum de 

souriceaux (que nous nommerons F1) sans occasionner d'avortement, nous avons comparé 

l'impact de différentes doses infectantes. Sachant qu’une infection de 10
6
-10

7
 CFU de 

Brucella melitensis est critique pour les souris gestantes (Wang et al, 2014), nous avons fixé 

la dose maximale à 5x10
5 

CFU. Sur cette base, nous avons testé une dose "intermédiaire" de 

5x10
4
 CFU et une "faible" dose de 5x10

3
 CFU. 

 

Des groupes de souris C57BL/6 femelles à 14 jours de gestation ont été infectés en i.p. avec 

5x10
3
, 5x10

4
 ou 5x10

5
 CFU de Brucella melitensis mCherry. Ce temps a été contrôlé en 

comptant le nombre de jours entre l'injection et la naissance de F1, tout en sachant que la 

gestation complète d’une souris est de 21 jours. Dix jours après la naissance, les F1 ont été 

euthanasiés. Leur rate et leur foie ont été analysés en CFU. Nous avons également sacrifié les 

mères et vérifié que celles-ci étaient bien infectées. Toutes les mères présentaient entre 10
3
-

10
4
 CFU dans la rate. Le taux d'infection dans le foie augmentait avec la dose infectante 

(données non montrées).  

 

Comme attendu, nous avons observé que le taux moyen de CFU dans la rate (Figure 11.A) et 

dans le foie (Figure 11.B) des F1 de mères infectées (F1 Br-M) augmente 

proportionnellement à la dose infectieuse administrée. La fréquence d'infection des F1 

augmente également de manière très importante en fonction de la dose infectante. A basse 

dose, 33% (7/21) des F1 sont infectés, à dose intermédiaire 50% (6/12) et à haute dose 91% 

(10/11). On peut aussi noter que le nombre de F1 infectés au sein d’une portée est dépendant 

de la dose. 28 % de F1 infectés dans les portées lorsque les mères sont infectées avec 5x10
3
 

CFU, 58 % pour la dose 5x10
4
 et 87,5 % pour la dose 5x10

5
. Il est également important de 

noter qu’il y a un fort taux d'infanticide chez les portées provenant de mères infectées avec 

une haute dose. Ce taux d'infanticide décroit avec la dose. Aucun infanticide n'a été observé à 

basse dose. En se basant sur ces résultats, nous avons choisi de ne pas utiliser la dose 5x10
5
 

CFU dans la suite de notre étude car elle entraînait trop d’infanticides. La dose 5x10
4
 CFU de 

Brucella melitensis a été sélectionnée comme dose infectieuse optimale dans notre modèle 

car elle permet d’infecter un maximum de F1 tout en limitant les risques de pertes à la 

naissance. 

  A 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 : Représentation schématique d'un chapelet de fœtus d’environs 18 jours. 

Le chapelet d’une mère gestante a été récupéré à environ 18 jours de gestation. Les fœtus 

sont répartis sur un chapelet séparé en deux branches. 

F1-a1 Br-M 

F1-a2 Br-M 
F1 -a3 Br-M F1 -a4 Br-M F1-a5 Br-M 

F1-a6 Br-M 

F1-a7 Br-M 

F1-a8 Br-M 

Chapelet contenant plusieurs fœtus 
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2. Identification du mode d’infection des F1: oral versus in utero 
 

Suite à l'infection maternelle, les F1 peuvent être infectés durant la gestion, in utero, ou au 

contact de la mère après la naissance. Deux types d'expériences ont été réalisés afin de 

déterminer le mode d'infection des F1. 

 

Des souris C57BL/6 femelles, gestantes d’environ 18 jours, ont été infectées en i.p. avec 

5x10
4
 CFU de Brucella melitensis. A 12 h post infection (p.i.), elles ont été euthanasiées. Les 

chapelets de fœtus et les rates des mères ont été récupérés. Comme le représente la Figure 12, 

les souriceaux sont répartis dans un chapelet qui se sépare en deux branches: trois fœtus dans 

la branche de droite, et 5 dans celle de gauche. La position des fœtus a été notée lors de la 

dissection pour permettre une potentielle corrélation avec le niveau d'infection. Pour chaque 

fœtus, une analyse CFU a été réalisée sur les enveloppes (membrane vitelline et membrane 

amniotique), le placenta, les poumons et le foie (Figure 13). Au total, les fœtus de deux mères 

infectées (a et b) ont été analysés. Les données de chaque mère sont présentées séparément. 

Le taux d’infection dans la rate des mères est semblable. Cependant l’infection des placentas 

et des enveloppes varie, entre les deux mères, d’un facteur 10 et d’un facteur 100, 

respectivement. Plusieurs foies et poumons des fœtus de la mère(-a) (Figure 14 A) sont 

infectés tandis que les fœtus de la mère(-b) (Figure 14 B) ne sont pas infectés. Ces résultats 

démontrent que la transmission de Brucella melitensis de la mère aux F1 peut s'effectuer 

in utero. Ils suggèrent également que celle-ci peut présenter une grande variabilité, (tout 

comme on l’avait déjà remarqué sur la Figure 11). Les infections de la mère et du placenta 

ne garantissent donc pas nécessairement celle des fœtus. 

 

Afin d'évaluer une possible transmission de Brucella après la naissance, par exemple via le 

lait maternel, nous avons également réalisé des échanges de portées entre des mères infectées 

par 5x10
4
 CFU de Brucella melitensis (M Br) et des mères contrôles, injectées avec du PBS 

(M PBS). Les portées ont été échangées dès la naissance pour éviter les premières tétées. Les 

F1 ont été sacrifiés à l’âge de 4 semaines et le foie et la rate récupérés. Les graphiques de la 

Figure 15 représentent les taux de CFU dans le foie (A) et la rate (B) des F1 Br-M (rouge) et 

F1 PBS-M (bleu). Les mères infectées présentent des résultats positifs pour les CFU dans le 

foie et dans la rate tandis que les mères injectées avec du PBS ne possèdent aucune bactérie 

dans leurs organes (données non montrées). Les F1 Br-M nourris avec du lait de M PBS sont 

infectés. Par contre, les F1 PBS-M allaitées avec du lait de M Br ne présentent pas de 

bactéries dans leur rate et leur foie. Ces résultats suggèrent que le lait n’est pas un moyen de 

transmission de l’infection chez la souris, du moins dans ce cas-ci.  

 

Ensemble, ces deux expériences confirment que les F1 peuvent être infectés in utero. 

 

  



 
 

  

Figure 13 : Images d'organes de fœtus d’environs 18 jours. Chaque fœtus est entouré 

de deux enveloppes,  une extérieure appelée membrane vitelline et une intérieure  appelée 

membrane amniotique. Le fœtus baigne dans du liquide amniotique se trouvant dans 

l’enveloppe intérieure. Chaque fœtus est relié à un placenta personnel par le cordon 

ombilical.  On distingue dans les fœtus âgés d’environ 18 jours le foie et les poumons. 
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Fœtus 
 

Placenta 

Cordon ombilical 
 
 

Liquide amniotique 
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Figure 14 : Taux de bactéries Brucella dans les organes des embryons âgés de 18 

jours et des mères gestantes infectées. Des souris C57BL/6 gestantes d’environ 18 

jours ont été infectées en i.p. avec 5x10
4 

CFU de Brucella melitensis. A 12 h post 

infection, les souris ont été euthanasiées. Les rates des mères (rond rouge plein) ont été 

récupérées. Le placenta, les enveloppes, le foie et les poumons ont été analysés pour 

chaque fœtus. Les lettres a et b correspondent aux deux mères, le chiffre associé indique 

la position du fœtus au sein du chapelet.  

B 

A 



 
 

Figure 15 : Echanges de portées entre des mères infectées avec la bactérie Brucella 

melitensis et des mères injectées avec du PBS. Les souris gestantes BALB/c ont été 

infectées à 14 jours de gestation en i.p. avec 5x10
4
 CFU de Brucella melitensis mCherry 

ou avec du PBS. Les portées ont été échangées dès la naissance entre une mère infectée 

et une mère injectée avec du PBS. A l’âge de 4 semaines, le foie (A) et la rate (B) des 

souris F1 ont été récupérés. La couleur rouge représente les F1 Br-M et le bleu 

représente les F1 PBS-M. 

Les barres grises représentent les médianes. Non significatif (ns) si p> 0,05 ; *, p <0,05. 

 

A 

B 



  44 

3. Développement d'un modèle expérimental afin de mesurer l'impact 

d'une infection in utero par Brucella melitensis sur la croissance des 

F1 et leur résistance à une nouvelle infection par Brucella 
 

Sur base des résultats obtenus lors de notre première expérience de variation de dose, nous 

avons sélectionné une dose infectante de 5x10
4
 CFU de Brucella melitensis 16M pour les 

souris gestantes d’environ 14 jours. Pour rappel, la dose de 5x10
4
 CFU permet d’infecter une 

majorité des F1, tout en évitant l'avortement et le taux élevé d’infanticide observé avec 5x10
5 

CFU. 

 

Afin d'évaluer l'impact de l'infection maternelle par Brucella sur le développement des F1, 

ceux-ci ont été pesés individuellement tous les 15 jours à partir de 2 semaines jusqu'à l'âge de 

6 semaines. 

 

Dans le but d'établir la résistance des F1 Br-M à une réinfection par Brucella melitensis, nous 

avons effectué plusieurs tests. 

 

Comme indiqué sur la Figure 16, à 4 semaines, la présence d’IgG3 spécifiques à Brucella 

dans le plasma a été évaluée par la technique ELISA. À 7 semaines, nous avons évalué la 

présence des IgM, IgG3 et IgG2a spécifiques à Brucella. 

 

Après les 7 premières semaines, les souris F1 Br-M et F1 PBS-M ont été séparées en deux 

groupes sur lesquels des expériences distinctes ont été effectuées (voir Figure 16). 

 

Sur le premier groupe, nous avons injecté en i.p. toutes les F1 avec 10
7
 CFU de 

Brucella melitensis mCherry. A 2 heures post injection (p.i.), du sang a été prélevé et 

étalé sur des boîtes de Pétri contenant un milieu riche propice au développement de 

Brucella melitensis. A 6 jours p.i., les F1 ont été euthanasiés, les rates ont été recueillies 

et étalées sur boîtes. Cette expérience nous a permis de déterminer la capacité des souris 

F1 adultes à contrôler une nouvelle infection à Brucella. 

 

Sur le second groupe, un challenge différent a été réalisé. Les souris ont été injectées 

en i.p. avec 10
5
 CFU de Brucella melitensis mCherry. A 12h p.i., les cellules se trouvant 

dans la cavité péritonéale des souris ont été récupérées par lavage. Le taux d’IFN-γ 

synthétisé par ces cellules a ensuite été évalué en cytométrie en flux. Cette expérience 

nous a permis de déterminer la capacité des souris F1 adultes à produire de l’IFN-γ 

lorsqu’elles doivent faire face à une nouvelle infection à Brucella ainsi que le phénotype 

des cellules productrices d'IFN-. 
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Figure 16 : Représentation schématique du modèle expérimental d'étude de 

l’infection in utero par Brucella melitensis chez les souris. 
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4. L’infection maternelle ne semble pas affecter la croissance des F1  
 

Comme indiqué précédemment, afin d’évaluer l’impact de l’infection maternelle sur la 

croissance des F1, les F1 PBS-M et F1 Br-M ont été pesés individuellement toutes les deux 

semaines depuis leur naissance. La première pesée est une moyenne car les souriceaux sont 

trop petits pour être identifiés individuellement.  

Sur la Figure 17, les moyennes des courbes de croissance sont représentées en fonction de la 

lignée et du sexe des souris: souris BALB/c femelles (A) et mâles (B), souris C57BL/6 

femelles (C) et mâles (D). 

Nous n'observons pas de différences significatives entre les courbes de croissance des souris 

F1 PBS-M et F1 Br-M, qu’elles soient de lignée C57BL/6 ou de souris BALB/c. Les 

résultats obtenus suggèrent que l'infection maternelle par Brucella n’a pas d’impact 

détectable sur la croissance des F1 durant les 6 premières semaines. 

 

5. L’infection maternelle induit chez certains F1 une réponse 

humorale dominée par les IgG3 
 

Pour déterminer si les souris F1 Br-M ont développé une réponse humorale suite à l'infection 

maternelle par Brucella melitensis, la présence d'anticorps spécifiques de Brucella dans le 

plasma des F1 Br-M et des F1 PBS-M (en tant que contrôle) âgés de 4 et 7 semaines a été 

évaluée: la présence  d’IgG3 a été évaluée à 4 semaines et celle des IgG3, IgM et IgG2a à 7 

semaines.  

 

Nous n'avons pas détecté d'IgM et d'IgG2a chez les souris F1 Br-M et PBS-M. Ces données 

ne sont donc pas présentées.  

A 4 semaines, on peut remarquer sur la Figure 18 que certains F1 Br-M C57BL/6 

développent déjà des IgG3 mais qu'elles ne sont par contre pas détectables pour les F1 Br-M 

BALB/c. A 7 semaines, les IgG3 sont détectées chez les F1 Br-M des deux lignées de souris. 

 

Il existe une nette corrélation entre une infection maternelle et la présence d’IgG3 détectables 

spécifiques de Brucella. Cependant toutes les souris F1 Br-M ne développent pas d’IgG3 

détectables.  

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figure 17 : Moyenne des courbes de croissance des souris F1 Br-M et F1 PBS-M. Les 

souris gestantes ont été infectées en i.p. avec 5x10
4 

CFU de Brucella melitensis. De 2 

semaines à 6 semaines après leur naissance, les souris F1 ont été pesées toutes les deux 

semaines. Les moyennes des courbes de croissance sont représentées en fonction du sexe 

des souris F1 (les souris  F1 Br-M en rouge et les souris F1 PBS-M en bleu). Les données 

représentent la moyenne des croissances de souris BALB/c femelles F1 par gramme (A) et 

de souris BALB/c mâles F1 (B). La moyenne des souris C57BL/6 femelles F1 est 

représentée sur le graphique C et celle des souris C57BL/6 mâles F1 est représentée sur le 

graphique D. n indique le nombre de souris F1 représentées sur les graphiques. Non 

significatif (ns) si p> 0,05. 

 

A B 

C D 
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Figure 18 : Développement d’Ig spécifiques de Brucella suite à l’infection maternelle. 

Les souris gestantes ont été infectées en i.p. avec 5x10
4 

CFU de Brucella melitensis. La 

présence d’IgG3 a été analysée par la technique ELISA dans le plasma de souris F1 Br-M 

à 4 et 7 semaines. La densité optique (DO) à 450 nm est exprimée en fonction de la 

dilution du plasma. La couleur rouge indique les souris descendant d’une mère infectée 

par la bactérie durant la gestation (F1 Br-M). Lorsque les souris gestantes ont été injectées 

avec du PBS, les résultats sont représentés en bleu (F1 PBS-M). Chaque courbe sur les 

graphiques A, B, C et D représente une souris F1. Les données représentent la détection 

d’IgG3 spécifiques de Brucella à 4 semaines pour les souris F1 C57BL/6 WT (A), d’IgG3 

spécifiques de Brucella à 7 semaines pour les souris F1 C57BL/6 (B), d’IgG3 spécifiques 

de Brucella à 4 semaines pour les souris F1 BALB/c (C) et d’IgG3 spécifiques de 

Brucella à 7 semaines pour les souris F1 BALB/c WT (D). n indique le nombre de souris 

F1 représentées sur les graphiques.  
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Figure 19 : Challenge haute dose avec Brucella: infection en i.p. avec 10
7
 CFU de 

Brucella melitensis mCherry chez les F1 Br-M ou chez des F1 PBS-M. Les CFU ont 

été comptées dans 100 µL de sang 2 heures après le challenge (p.c.) et dans la rate 6 

jours p.c.. Chaque point représente une souris F1. Les données représentent les CFU 

par mL de sang pour les souris F1 BALB/c WT 2 heures p.i. (A), les CFU par rate 

pour les souris F1 BALB/c WT 6 jours p.i. (B), les CFU par ml de sang pour les souris 

F1 C57BL/6 WT et µMT (MuMT) 2 heures p.i. (C), les CFU par rate pour les souris 

F1 C57BL/6 WT et MuMT 6 jours p.i. (D). Les barres grises représentent les 

médianes. *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p <0,001; ****, p<0.0001. 

 

B 

C 
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6. L’infection maternelle par Brucella induit chez les F1 une meilleure 

résistance à une seconde infection par Brucella, dépendante de la 

réponse humorale 
 

La présence d'IgG3 spécifiques de Brucella chez les F1 Br-M suggère que ceux-ci ont 

développé une mémoire immunitaire spécifique de Brucella. Nous avons donc tenté de 

corréler la présence d'Ig spécifiques avec une meilleure résistance à une nouvelle infection par 

Brucella (challenge). 

 

Sur le premier groupe de F1 Br-M et F1 PBS-M de lignée C57BL/6 et BALB/c, le plasma a 

été récupéré à l'âge de 7 semaines et analysé pour déterminer la présence d'IgG3 anti-

Brucella. Les mêmes F1 ont ensuite été infectés en i.p. avec 10
7
 CFU (haute dose) de Brucella 

melitensis mCherry comme décrit par Vitry et al, 2014a. A 2 heures post infection, le sang a 

été récupéré afin d’évaluer le nombre de CFU. A 6 jours post infection, les F1 ont été sacrifiés 

et leur rate prélevée pour analyse des CFU. 

 

La Figure 19 montre que les F1 Br-M présentent une résistance plus élevée à une nouvelle 

infection par Brucella que les F1 PBS-M. Le taux de CFU dans le sang (A et C) et la rate (B 

et D) des F1 Br-M est significativement plus bas que celui des F1 PBS-M. De manière 

surprenante, le niveau de CFU, et donc le contrôle de l'infection, ne semble pas corrélé avec la 

détection d'Ig anti-Brucella chez les F1 puisque les souris F1 Br-M qui sont négatives pour la 

détection des IgG3 semblent contrôler l’infection tout comme les F1 Br-M positifs pour les 

IgG3. 

 

Afin de déterminer le rôle des anticorps anti-Brucella dans le contrôle de l'infection par les F1 

Br-M, nous avons utilisé des souris C57BL/6 µMT-déficientes. Ces souris possèdent une 

mutation au niveau du gène codant pour la chaine µ des anticorps. Cette mutation entraîne une 

incapacité à produire des anticorps fonctionnels, ce qui bloque le développement des 

lymphocytes B dans ces souris. Celles-ci ne présentent donc pas de réponse humorale. Nous 

observons sur la Figure 19 C-D que les F1 Br-M de souris µMT ne contrôlent pas le 

challenge Brucella. Le taux de CFU dans ces F1 est similaire à celui des F1 PBS-M. 

 

Les résultats obtenus en souris C57BL/6 µMT suggèrent que la présence d'anticorps est 

indispensable au contrôle de l'infection par Brucella dans les F1 Br-M, en dépit de 

l'absence de corrélation entre anticorps détectables et protection dans les souris 

C57BL/6 WT. 

  



 
 

 

 

  

Figure 20 : Analyse par cytométrie en flux de la production d’IFN-γ par les cellules de 

la cavité péritonéale lors d'un challenge Brucella. Les souris gestantes C57BL/6 et 

BALB/c ont été injectées en i.p. avec 5x10
4
 CFU de Brucella melitensis 16M WT ou avec 

du PBS (témoin négatif). Les mères et les souris F1 âgées de 7 semaines ont été injectées en 

i.p. avec 10
5
 CFU de Brucella melitensis mCherry. A 12h post infection, les souris ont été 

euthanasiées et les cellules de la cavité péritonéale ont été récupérées. Le taux d’IFN-γ 

synthétisé par les cellules a ensuite été évalué en cytométrie en flux. 

Chaque graphique représente l’analyse pour une souris. 

Les pourcentages indiquent le pourcentage de cellules IFN-γ+
 en fonction de l'expression du 

CD4. 

(A) M PBS injectées avec du PBS. (B) M Br avec challenge. (C) F1 PBS-M injectées avec 

du PBS. (D) F1 Br-M injectées avec du PBS. (E) F1 PBS-M avec challenge. (F) F1 Br-M 

avec challenge. 

Le cadre rouge représente le gate sur lequel les analyses des prochaines figures en 

cytométrie en flux se sont basées. 
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7. L’infection maternelle par Brucella augmente la capacité des F1 à 

produire une réponse Th1 lors d'une nouvelle infection par Brucella 
 

L’IFN-γ est généré lors d’une réponse immunitaire de type Th1. Celle-ci est indispensable au 

contrôle de l'infection par Brucella chez la souris (Vitry et al, 2014a). Afin de caractériser la 

mémoire protective chez les souris F1 Br-M, nous avons mesuré la production d’IFN-γ par les 

cellules de la cavité péritonéale lors d'un challenge Brucella par voie i.p.. 

 

En pratique, les F1 Br-M et les F1 PBS-M du groupe 2 ont été challengés i.p. avec 10
5
 CFU 

de Brucella melitensis mCherry. A 12h post infection, les souris ont été euthanasiées et les 

cellules se trouvant dans la cavité péritonéale récupérées par lavage. Le taux d’IFN-γ 

synthétisé par les cellules exprimant les marqueurs de surface CD3
 
et CD4 a ensuite été 

évalué en cytométrie en flux. Ce marquage permet d'identifier les cellules T CD4 (CD3
+
 

CD4
+
), les cellules T CD8 (CD3

+
 CD4

-
) et les cellules non T (CD3

-
 CD4

-
), telles que les 

lymphocytes NK. 

 

La Figure 20 représente les contrôles sur lesquels les analyses des expériences suivantes se 

sont basées pour déterminer si la souris présente une réponse IFN-γ, Les cellules provenant 

des M Br et des F1 Br-M avec challenge produisent plus d’IFN-γ que les cellules de souris M 

PBS ou F1 PBS-M non infectées (C) ou avec challenge (A, D et E). Ce phénomène est 

observé à la fois chez les C57BL/6 (Figure 22) et les BALB/c (Figure supplémentaire 1). 

 

La Figure 21 reprend les résultats par individu pour les souris de l’expérience. Chez les M Br 

avec challenge, l’IFN-γ est majoritairement produit par les cellules CD3
+
 CD4

+
 et par 

conséquence par des lymphocytes T CD4 (Figure 22). A l'inverse, chez les F1 Br-M avec 

challenge, l’IFN-γ est majoritairement produit par les cellules CD3
-
 CD4

-
, ce qui suggère qu'il 

pourrait provenir de lymphocytes NK. 

 

Il est important de noter que seules certaines F1 Br-M présentent une réponse IFN-γ 

détectable (Figure 21). Dans notre expérience, une F1 PBS-M C57BL/6 avec challenge 

présentait une forte production d'IFN-γ, ce qui est anormal. Nous n'avons pas d'explication à 

ce résultat si ce n'est une erreur de manipulation ou une contamination de l'animal par 

Brucella ou un autre pathogène.  

 

Les Ig anti-Brucella mesurées chez les F1 avant le challenge ont été répertoriés (résultats non 

montrés). On observe une corrélation (non significative vu le trop petit nombre d'individus 

analysés) entre la présence des Ig et la capacité des souris F1 à produire de l’IFN-γ (Figure 

22). 

 

En conclusion, certaines souris F1 Br-M après un challenge sont capables de produire de 

l'IFN-γ, mais sa source cellulaire semble différente de celle des F1 Br-M avec challenge.  
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Figure 21 : Phénotype des cellules productrices d’IFN-γ.  Même expérience que la 

Figure 20.  Le pourcentage de cellules IFN-
+
 exprimant les marqueurs CD3 et CD4 a été 

évalué chez des souris F1 C57BL/6 et BALB/c. Les résultats représentés correspondent à 

des mères infectées et challengées avec Brucella melitensis mCherry (M Br avec 

challenge) et des souris F1 Br-M avec challenge (F1 Br-M avec challenge). 
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Figure 22 : Pourcentage de cellules IFN-γ+
 parmi les cellules T CD4.

 
Même 

expérience que la Figure 20. Le pourcentage de cellules IFN-γ+
 est exprimé en 

logarithme. Le graphique A reprend l'ensemble des résultats obtenus pour les souris 

C57BL/6. Sur le graphique B, les souris F1 Br-M sont séparées en fonction de la 

présence d'IgG3 anti-Brucella à 7 semaines.  Le pourcentage de cellules IFN-γ+
 est 

mesuré pour des M PBS injectée avec PBS (vert), des M Br avec challenge Brucella 

(violet), des F1 PBS-M injectées avec du PBS (rose), des F1 Br-M injectées avec du 

PBS (bleu), des F1 Br-M avec challenge Brucella (rouge), des F1 PBS-M avec 

challenge Brucella (gris). La ligne horizontale en pointillé (A) représente la moyenne 

des contrôles négatifs (M PBS injectées avec PBS). Sur le graphique B, les souris F1 Br-

M qui possèdent des IgG3 sont représentées en noir et les souris F1 Br-M qui ne 

présentent pas d’IgG3 sont représentées en gris. La médiane est représentée par une 

ligne pleine grise. Non significatif (ns) si p> 0,05. 
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A B 

Figure 23 : Challenge: infection en i.p. avec 10
7
 CFU de Brucella melitensis mCherry. 

Les souris gestantes C57BL/6 ont été injectées en i.p. avec 5x10
3
 CFU de Brucella 

melitensis 16M WT ou avec du PBS (témoin négatif). Les souris F1 âgées de 7 semaines 

ont été injectées i.p. avec 10
7
 CFU de Brucella melitensis mCherry. Les CFU ont été 

comptées dans 1 mL de sang 2 heures après le challenge (p.c.) et dans la rate 6 jours p.c.. 

Les cercles gris indiquent les individus qui ont un nombre faible de CFU dans la rate et 

dans le sang. Chaque point représente une souris F1. Les données représentent les CFU par 

mL de sang pour les souris C57BL/6 F1 2 heures p.i. (A), les CFU par rate pour les souris 

C57BL/6 F1 6 jours p.i. (B). En gris sont représentées les souris F1 PBS-M et en rouge les 

souris F1 Br-M. 

Les barres noires représentent les médianes. Non significatif (ns) si p> 0,05 ; *, p <0,05 
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8. L’infection maternelle à basse dose induit également une 

augmentation de la résistance à Brucella 
 

Afin de déterminer l'importance de la dose de Brucella infectant la mère gestante sur la 

capacité des F1 à résister à une nouvelle infection par Brucella, nous avons réalisé une 

expérience d'infection maternelle avec une faible dose: 5x10
3
 CFU de Brucella melitensis. 

 

Cette dose semble n'avoir que peu d'impact sur la croissance des souris C57BL/6 ou BALB/c 

(Figure supplémentaire 2). A cette dose, nous observons la présence d'anticorps IgG3 anti-

Brucella dans le plasma de certains F1 Br-M (Figure supplémentaire 3). Ces anticorps 

peuvent être partiellement corrélés avec un contrôle accru de l'infection dans le sang lors d'un 

challenge avec 10
7 

CFU de Brucella (Tableau supplémentaire 1).  

 

Les F1 Br-M et les F1 PBS-M (en tant que contrôles) ont été infectées en i.p. avec 10
7
 CFU 

(haute dose) de Brucella melitensis mCherry, comme décrit par Vitry et al, 2014a. Deux 

heures après le challenge, le sang a été récupéré et après six jours, les souris ont été sacrifiées 

et leur rate a été prélevée. Le sang a été étalé et la rate homogénéisée et étalée pour réaliser 

une analyse par CFU. Les CFU dans le sang 2h p.i. (A) et les CFU dans la rate 6 jours p.i. (B) 

sont représentées sur la Figure 23. 

 

On peut noter que les souris F1 Br-M, provenant de mères infectées par une faible dose de 

Brucella, sont capables de contrôler l’infection par Brucella melitensis mCherry en réduisant 

le nombre de CFU dans le sang (A) et la rate (B).  
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Discussion 
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Discussion 

1. Etablissement d'un modèle d'infection in utero par la bactérie 

Brucella melitensis chez la souris 
 

Durant ce travail de mémoire, nous avons développé un modèle d'infection in utero 

par la bactérie Brucella melitensis chez la souris. Différentes doses de Brucella melitensis ont 

été injectées en i.p. à des souris C57BL/6 gestantes afin de déterminer la dose optimale pour 

nos expériences. Idéalement, nous recherchions une dose permettant l'infection d'un 

maximum de fœtus tout en limitant les avortements. Ceux-ci ont été décrits suite à l'injection 

intrapéritonéale de 10
6
-10

7 
CFU de Brucella melitensis (Wang et al, 2014). La dose 5x10

3
 n’a 

pas été sélectionnée car nous avons constaté qu’elle ne permettait l’infection que d’un faible 

pourcentage de fœtus. La dose 5x10
4
 nous a permis d’obtenir en moyenne 50% de fœtus 

infectés. La dose 5x10
5
, bien qu'elle permette un taux d'infection des fœtus de quasi 90%, n'a 

pas été sélectionnée car nous avons observé qu'elle était corrélée à un fort taux de 

cannibalisme des portées.
 
Cette dose n’a donc pas été choisie pour poursuivre les expériences. 

En conséquence, la dose 5x10
3 

n’assurant pas un taux d’infection suffisant et la dose
 

5x10
5
 induisant trop de pertes, nous avons décidé d’utiliser pour l’ensemble de nos 

expériences d’infection maternelle la dose 5x10
4 

CFU. 

Dans la littérature, différents articles discutent de l’infanticide induit par le stress chez 

les rongeurs. Chez les rats, les mères peuvent manger leur portée lorsqu’elles estiment 

l’environnement trop hostile pour sa survie. Une étude publiée en 2018 démontre qu’un 

simple changement de la température ambiante durant les premières 36 h suivant 

l’accouchement des souris peut les amener à développer un comportement d’infanticide et de 

cannibalisme (Zafar et al, 2018). La température ambiante ne peut cependant être une cause 

de cannibalisme dans notre modèle, celle-ci étant stable.  

A la dose 5x10
4
 CFU, le placenta et la membrane vitelline de tous les fœtus de mères 

infectées présentent un taux élevé de bactéries. Cependant, 50% des fœtus de mères infectées 

n’ont pas d’infection détectable dans la rate et dans les poumons. Lorsque l’infection du fœtus 

est détectée, on peut remarquer que le taux de CFU évalué dans les organes est 10 à 100 x 

plus faible qu’au niveau du placenta. Ces résultats suggèrent que le placenta et la membrane 

vitelline jouent un rôle important en tant que barrières pour limiter l’infection in utero des 

fœtus par Brucella melitensis.  Le professeur Bosseray et son équipe ont observé une 

distribution des placentas infectés par Brucella abortus en fonction des sites d’implantation 

dans l’utérus (Bosseray, 1980). Dans cette étude, la colonisation du placenta par Brucella 

varie à la fois en nombre de placentas chez la souris et en taux d’infection. En raison des 

problèmes inattendus d'infanticide, nous n'avons pas pu analyser un grand nombre de portées. 

Les résultats obtenus dans notre modèle ne mettent pas en évidence une distribution 

particulière des fœtus infectés au sein des cornes utérines des mères.  L’infection in utero des 

fœtus est très variable d’une mère à une autre. Chez certaines mères infectées, tous les fœtus 

sont infectés tandis que dans d’autres portées, aucun fœtus n’est infecté. Enfin, nous avons 

aussi observé des mères infectées chez lesquelles seuls certains fœtus étaient infectés. 
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En réalisant des échanges de portées juste après l’accouchement entre des mères 

infectées par Brucella durant la gestation (M Br) et des mères injectées PBS (M PBS), nous 

n’avons pas observé de transfert d’infection des M Br aux souris provenant de M PBS, ce qui 

suggère que l'allaitement n’est pas un mode de transmission de Brucella chez la souris, bien 

que Brucella soit présente dans le lait de souris en allaitement (W. Jansen, données non 

publiées). 

 A la dose 5x10
4
, nous n'avons pas observé d'impact significatif sur la croissance des 

nouveau-nés provenant de mères infectées entre 2 et 6 semaines après la naissance.  

 

2. Les souris provenant de mères infectées par Brucella durant la 

gestation acquièrent une résistance face à une nouvelle infection par 

Brucella. 

 

 A notre connaissance, l'impact de l'infection in utero par Brucella sur les capacités du 

système immunitaire des nouveau-nés n'a jamais été étudié. 

Dans notre modèle expérimental, nous avons observé que les souris provenant de 

mères BALB/c ou C57BL/6 infectées par Brucella, que nous nommerons F1 Br-M, 

présentent, à l'âge adulte, une résistance accrue face à une nouvelle infection par Brucella 

melitensis. Les F1 Br-M qui ont été challengés par une haute dose (10
7
CFU) de Brucella 

melitensis présentent une réduction du nombre (10 à 100x moins) de CFU dans le sang à 2h 

post infection ainsi que 6 jours post infection dans la rate contrairement aux souris provenant 

de mère injectées PBS (F1 PBS-M). Cette résistance observée chez plus de 80% des F1 Br-M 

suggère qu’une partie des F1 Br-M non infectés in utero auraient quand même développé une 

résistance face à l’infection par Brucella. Les expériences réalisées durant ce mémoire ne 

nous ont pas permis de corréler l’infection in utero à la résistance à une réinfection à l'âge 

adulte. 

Chez des souris adultes vaccinées par voie i.p. contre Brucella, notre groupe a 

démontré que le contrôle d'une infection secondaire i.p. nécessitait à la fois une immunité 

humorale et une immunité cellulaire produisant de l'IFN-γ (Vitry et al, 2014a). Afin de 

déterminer si les F1 Br-M développent une immunité adaptative similaire à celle des souris 

vaccinées à l'âge adulte avec Brucella, nous avons tenté de mettre en évidence chez celles-ci 

la présence d'anticorps spécifiques de Brucella et une capacité accrue à produire de l'IFN- 

lors d'un challenge i.p. Brucella. 

Chez certains F1 Br-M C57BL/6 et BALB/c, des IgG3 ont pu être détectées à 7 

semaines par ELISA, ce qui indique qu’ils sont capables de produire une réponse humorale 

spécifique à Brucella. Nous ne sommes pas parvenus à effectuer une corrélation entre la 

présence d’IgG3 et une résistante à l’infection par Brucella. Néanmoins, nous avons observé 

que les F1 Br-M provenant de mères C57BL/6 déficientes en lymphocytes B (µMT
-/-

) 

infectées présentent un niveau de résistance semblable aux F1 PBS-M lors d'un challenge 

Brucella. Ce résultat suggère que la production d'anticorps est indispensable au 

développement d'une résistance à Brucella chez les F1 Br-M. 
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L’absence de détection d’IgG3 à 7 semaines chez les F1 Br-M qui présentent par la suite une 

résistance à l’infection pourrait provenir d’un manque de sensibilité de nos ELISA et donc du 

seuil de détection des anticorps. Les ELISA sont réalisés à l'aide de bactéries Brucella tuées 

par la chaleur et adsorbées sur plastique. Il est possible que le niveau d'anticorps dans le 

plasma des F1 Br-M soit trop faible pour être détecté de cette manière ou que ces anticorps 

reconnaissent des antigènes cryptiques dans les bactéries tuées. 

 

Un challenge en i.p. avec 10
5
 CFU de Brucella melitensis a été réalisé sur des F1 PBS-

M et des F1 Br-M dans les lignées C57BL/6 et BALB/c. Une analyse en cytométrie en flux a 

permis de détecter des taux élevés d’IFN-γ dans les cellules de la cavité péritonéale de 

certains F1 Br-M. Certaines associations ont pu être faites entre les plus hauts taux d’IFN-γ et 

les niveaux d’IgG3 détectables. Cependant, le groupe de souris avec un taux élevé d’IFN-γ 

étant faible, il nous est impossible d’établir des corrélations statistiquement significatives à ce 

stade. Chez les souris vaccinées et challengées à l’âge adulte contre Brucella, l’IFN-γ est 

majoritairement produit par les lymphocytes T CD4
 
(Vitry et al, 2014a). A l’inverse, chez les 

F1 Br-M, l’IFN-γ est majoritairement produit par des cellules n'exprimant pas les marqueurs 

CD3 et CD4. L'origine inhabituelle de l'IFN- dans les F1 Br-M suggère que ceux-ci n'ont pas 

développé une mémoire conventionnelle contre Brucella. Des études récentes ont démontré 

chez la souris et l'humain que lors d'infections virales, certaines cellules de l'immunité innée, 

comme les lymphocytes Natural Killer qui sont connus pour produire de l'IFN-, étaient 

capables de se multiplier et de constituer une mémoire immunitaire innée (Peng and Tian, 

2017). Il n'est donc pas exclus, à priori, que la mémoire protectrice des F1 Br-M soit 

constituée en partie de Natural Killer. Une analyse par cytométrie en flux en utilisant des 

marqueurs spécifiques aux NK de mémoire, comme les marqueurs DX5 et NK 1.1., 

permettrait de valider cette hypothèse. Au vu de ce profil atypique, il serait également 

important que nous établissions si la résistance accrue des F1 Br-M est limitée à Brucella, et 

donc spécifique de celle-ci, ou si elle peut concerner d'autres bactéries. 

Globalement, notre étude suggère que les souris infectées in utero par Brucella sont 

capables de développer une résistance à Brucella. Ce résultat est original et surprenant. En 

effet, le système immunitaire des nouveau-nés est considéré comme immature et peu apte à 

développer des réponses immunitaires de type Th1 régulées par l'IFN- (Levy, 2007). Une 

caractérisation approfondie de notre modèle expérimental pourrait nous permettre de mieux 

comprendre le système immunitaire des nouveau-nés et l'impact des infections in utero sur 

celui-ci, ce qui pourrait aider à améliorer la conception de vaccins pour le nouveau-né. 

  

http://www.frontiersin.org/people/u/287522
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gestation 

i.p. 5x10
4
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Brucella 

melitensis 

contrôle d’un challenge par 

Brucella melitensis :  

• développement d’une 
résistance face à 
l’infection +++ 

• réponse immunitaire 
humorale (IgG3) + 

• réponse IFN-γ ++  
F1 Br-M 

≈50% infectés 

in utero rate 
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Figure 24 : Synthèse des résultats: Approximativement 50% des F1 provenant de souris 

gestantes infectées à 14 jours de gestation en i.p. avec 5x10
4
 CFU de la bactérie Brucella 

melitensis présentent une infection détectable de la rate et du foie. Une partie de ces F1 

Br-M développent une résistance accrue à un challenge Brucella. Certaines F1 Br-M 

présentent également une réponse humorale spécifique de Brucella ainsi qu’une réponse 

IFN- lors du challenge Brucella.  

Le symbole « + » représente la fréquence des résultats positifs parmi la population de 

souris F1 Br-M. 
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Perspectives 
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Perspectives 
 

1. Reproduction des résultats 
 

Les expériences de ce mémoire étant particulièrement longues et laborieuses, la plupart n'ont 

été réalisées qu'une seule fois. En conséquence, toutes les expériences réalisées au cours du 

mémoire sont à reproduire pour obtenir des réplicas et confirmer les résultats obtenus. 

 

2. Injection de souris gestantes avec Brucella melitensis WT HK 
 

Pour induire une réponse immunitaire chez les nouveau-nés et leurs permettre de développer 

une protection spécifique contre Brucella, une infection est-elle indispensable ? Les bactéries 

vivantes sont-elles nécessaires ou les signatures moléculaires de la bactérie pourraient-elles 

suffirent ? Une comparaison de la protection induite par l'injection de la mère avec des 

bactéries tuées par la chaleur (bactéries heat-killed (HK)) ou vivantes permettrait de répondre 

à ces questions.  

 

3. Injection de souris gestantes avec Brucella melitensis virB 
 

Si l'injection d'une bactérie vivante est indispensable à l'induction d'une protection spécifique, 

une prolifération bactérienne soutenue est-elle indispensable pour induire une réponse 

immunitaire de mémoire chez les nouveau-nés ? La présence de bactéries vivantes mais 

faiblement virulentes est-elle suffisante pour obtenir une protection spécifique ? Pour y 

répondre, les expériences seront répétées avec une souche de Brucella melitensis mutante 

pour l’opéron virB. Lorsque la bactérie est déficiente pour le système de sécrétion de type IV, 

Brucella est incapable de persister chez la souris adulte (Delrue et al, 2001). La bactérie 

infecte les cellules mais ne peut échapper à la fusion lysosome-endosome, de sorte que la 

bactérie est éliminée par le système immunitaire. 

 

4. Infection par voie intranasale 
 

La voie intrapéritonéale a été exclusivement utilisée pour infecter les mères gestantes dans ce 

mémoire. Etant proche de son système reproducteur, l’infection du fœtus est peut être 

favorisée. Il serait intéressant de tester une autre voie d’infection, plus physiologique, qui 

permettrait de déterminer si notre modèle est valable peu importe la voie empruntée. Au sein 

de notre équipe, la voie intranasale d'infection par Brucella a été bien caractérisée et 

représente l'un des modes le plus probable d’infection naturelle. C’est pourquoi il serait 

intéressant de caractériser le modèle expérimental d’une infection in utero des fœtus par 

Brucella melitensis chez la souris après une infection intranasale des mères gestantes. 
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5. F1 hétérozygotes pour la production d’Ig 

 

Lors de l’analyse des ELISA réalisés sur le plasma des F1, il nous est difficile de 

complétement exclure que la présence d'Ig anti-Brucella n’est pas due à la présence d’Ig 

transmises par la mère. Les souris dont le gène codant pour la chaîne µ des Ig est muté (µMT) 

sont incapables de produire des lymphocytes B et ne produisent donc pas d'anticorps. En 

utilisant des croisements entre des mères homozygotes µMT et des pères WT, les F1 seront 

hétérozygotes. Les F1 seront donc capables de produire des Ig mais n'en recevront pas de la 

mère. Si des Ig sont détectées lors de la réponse immunitaire des F1, il ne pourrait s’agir que 

d'Ig produites par les F1.  

 

6. Détermination de l’importance de l'IL-12 produit par les F1 pour 

contrôler l’infection 

 

L’IL-12 est une cytokine indispensable au développement de la réponse Th1 permettant de 

lutter contre les pathogènes (virus, bactéries, protozoaires) intracellulaires. Les nouveau-nés 

sont capables de produire une réponse de type Th1 en réponse à un pathogène, mais celle-ci 

est généralement plus faible que celle des adultes. Lors de l'infection in utero, les F1 n’ont pas 

un système immunitaire mature et leur capacité à faire de l'IL-12 est considérée comme faible. 

L’IL-12 est-elle essentielle pour les nouveau-nés pour développer une réponse anti-Brucella ? 

En croisant des femelles hétérozygotes pour la mutation IL-12p35 et des mâles homozygotes 

pour la même mutation, dans la génération F1, 50% des F1 seront hétérozygotes et auront la 

capacité de produire de l’IL-12 et 50% seront homozygotes négatifs, c’est-à-dire qu’ils ne 

sauront pas produire de l’IL-12. En comparant ces deux groupes de souris F1 et la manière 

dont ils contrôlent l’infection, nous pourrons déterminer si le rôle de l’IL-12 est essentiel chez 

les nouveau-nés dans notre modèle.  

 

7. Corrélation entre infection in utero (CFU), présence d'Ig 

spécifiques anti-Brucella et détection de l’IFN-γ 

 

Nos expériences ne nous ont pas encore permis de déterminer si l'infection in utero des F1 

était corrélée à la production d'IFN- par ceux-ci. Afin d'établir ce lien, nous proposons de 

tester à 7 semaines par la méthode ELISA la présence d'Ig dans le sang de F1 de mères 

infectées et d’ensuite de sacrifier ceux-ci et de prélever la rate. Nous pourrions mesurer la 

présence de CFU de Brucella dans la rate et en parallèle restimuler in vitro une partie de ces 

cellules avec des bactéries tuées pour mesurer par FACS la production d'IFN-. De cette 

manière, nous pourrions établir formellement la fréquence de F1 infectés capables de 

développer à la fois une réponse humorale (Ig spécifiques) et cellulaire (IFN-).   
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8. Evaluation de l'importance de la persistance de Brucella chez les 

F1 infectés in utero dans le développement d'une mémoire protectrice 

contre Brucella 
 

Afin d'évaluer la protection contre Brucella de souris F1 sans persistance de bactéries 

endogènes, nous pourrions administrer à des souris F1 âgées de 4 semaines une association de 

deux antibiotiques (par voie orale) efficaces durant 2 semaines contre Brucella. La protection 

de ces F1 serait évaluée par un challenge après une phase de repos permettant l'élimination de 

l'antibiotique.  

 

9. Evaluation du taux d’infanticide en fonction de l’injection 
 

Au cours du mémoire, nous avons pu observer que les souris ayant été infectées durant la 

gestation semblaient manger leur portée en plus grand nombre que les souris ayant été 

injectées avec du PBS. Nous avons aussi eu l’impression que la dose infectante influence le 

taux d’infanticide. Cette observation demande à être confirmée. Pour cela, les différentes 

doses infectantes, 5x10
3
, 5x10

4
 et 5x10

5  
CFU,  seront injectées aux souris. Le même nombre 

de souris sera injecté avec du PBS. Le taux d’infanticide et de mortalité sera relevé et 

l’infection vérifiée par l’évaluation de la charge bactérienne dans la rate chez les mères 

infectées et leur descendance.   

 

10.  Identification des cellules productrices d’IFN-γ chez les souris F1 

âgées de 9 semaines 

 

Nous avons observé que la production d'IFN- dans la cavité péritonéale après le challenge de 

souris F1 provenant de mères infectées était en grande partie due à des cellules CD3
-
 CD4

-
, 

qui ne seraient donc pas des cellules T. Il serait intéressant de déterminer si ces cellules sont 

des Natural Killer, NK1.1 positives. Nous prévoyons donc de reproduire cette expérience 

mais en réalisant des marquages de surface supplémentaires pour pouvoir identifier avec plus 

de précision les cellules productrice d'IFN-γ. Nous utiliserons au minimum les anticorps 

spécifiques des marqueurs membranaires suivants: CD3, CD4, CD8, NK1.1..  
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Figure supplémentaire 1 : Pourcentage de cellules IFN-γ
+

 parmi les cellules T 

CD4. Même expérience que la Figure 20. Le pourcentage de cellules IFN-γ
+

 est 

exprimé en logarithme. Le graphique reprend l'ensemble des résultats obtenus pour 

les souris BALB/c.  Le pourcentage de cellules IFN-γ
+

 est mesuré pour des M PBS 

injectée avec PBS (vert), des M Br avec challenge Brucella (violet), des F1 PBS-M 

injectées avec du PBS (rose), des F1 Br-M injectées avec du PBS (bleu), des F1 Br-M 

avec challenge Brucella (rouge), des F1 PBS-M avec challenge Brucella (gris). La 

ligne horizontale en pointillé représente la moyenne des contrôles négatifs (M PBS 

injectée avec du PBS).  
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Figure supplémentaire 2 : Moyenne des courbes de croissance des souris F1 Br-M et F1 

PBS-M. Les souris gestantes ont été infectées en i.p. avec 5x10
3 

CFU de Brucella melitensis 

16M WT. De 2 semaines à 6 semaines, les souris F1 ont été pesées toutes les deux semaines. 

Les moyennes des courbes de croissance ont été représentées en fonction du sexe des souris 

F1 (les souris  F1 Br-M en rouge et les souris F1 PBS-M en bleu). Les données représentent la 

moyenne des croissances de souris BALB/c femelles F1 par gramme (A) et de souris BALB/c 

mâles F1 (B). La moyenne des souris C57BL/6 femelles F1 est représentée sur le graphique C 

et celle des souris C57BL/6 mâles F1 est représentée sur le graphique D.  n indique le nombre 

de souris F1 représentées sur les graphiques. Non significatif (ns) si p> 0,05; *, p <0,05; ****, 

p<0.0001. 
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Figure supplémentaire 3 : Corrélation entre les Ig anti-Brucella chez les F1 et 

l’infection maternelle. Les souris gestantes ont été infectées en i.p. avec 5x10
3 

CFU de 

Brucella melitensis. La présence d’IgM a été analysée par la technique ELISA dans le 

plasma de souris F1 Br-M à 4 et les IgM, IgG3 à 7 semaines. La densité optique (DO) à 

450 nm est exprimée en fonction de la dilution du plasma. La couleur rouge indique les 

souris F1 qui sont positives pour les CFU et/ou PCR. Lorsque les résultats des CFU 

et/ou des PCR sont négatifs, ils sont représentés en bleu. La couleur grise correspond aux 

Ig des souris provenant d’une mère ayant reçu une injection de PBS (souris F1 PBS-M). 

Chaque courbe sur les graphiques A, B, C représente une souris F1, mais sur les 

graphiques D, E, F, les courbes représentent la moyenne des souris F1. Les moyennes 

des détections des Ig représentées en noir correspondent aux Ig des mères. Les données 

représentent la détection pour chaque souris F1 d’IgM spécifiques de Brucella à 4 

semaines (A), d’IgM à 7 semaines. (B), IgG3 à 7 semaines (C) et moyenne de détection 

des IgM spécifiques de Brucella chez la souris F1 à 4 semaines (D), IgM à 7 semaines 

(E), IgG3 à 7 semaines (F). n indique le nombre de souris F1 représentées sur les 

graphiques. Non significatif (ns) si p> 0,05. 
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F1 IgM 7 semaines IgG3 7 semaines Rate 6jours p.i. Sang 2h p.i.
C1 94400 16356

C2 166400 31040

C3 73600 9174

D1 376000 20622

D2 159200 82464

D3 132800 5440

D4 332800 27093

D5 139200 95000

D6 219200 106666

G4 XX 144800 40

G6 X 127200 373

H2 XX 204800 334

H3 XX 245600 71

I1 XX XX 0 35

I2 XX 6 0

I3 XX 14 54

F1 IgM 7 semaines IgG3 7 semaines Rate 6jours p.i. Sang 2h p.i.

a1 601600 27520

a2 420800 15253

b1 96000 73760

b2 58400 450000

b3 108800 46506

b4 88000 400000

e2 XX 654400 32214

e3 XX X 784000 N/A

e5 XX 704000 16000
e7 X 428800 181394

f2 XX 523200 198613

f4 XX 648000 33280

f7 395200 90000

f8 XX X 213600 178880

g2 305600 135253

g4 340000 48000

g6 X 298000 90026

h4 X 351000 199680

h5 XX 350000 358400
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Tableau supplémentaire 1 : Challenge haute dose avec Brucella : corrélation entre la 

résistance face à la bactérie et la détection d’Ig avant le challenge. Les souris gestantes 

ont été infectées en i.p. avec 5x10
3 

CFU de Brucella melitensis. La présence d’IgM a été 

détectée dans le plasma des souris F1 Br-M et F1 PBS-M à 4 semaines et à 7 semaines et 

celle des IgG3 chez les mêmes souris à 7 semaines. Les souris F1 Br-M et PBS-M ont été 

infectées en i.p. avec 10
7
 CFU de Brucella melitensis mCherry. Les CFU ont été comptées 

dans 100 µL de sang 2 heures après le challenge (p.c.) et dans la rate 6 jours post challenge. 

Le tableau est séparé en deux groupes: les souris C57BL/6 WT (représentées par une lettre 

majuscule) et les souris BALB/c WT (représentées par une lettre minuscule). La lettre 

indique la correspondance avec la mère et le numéro correspond à une identification 

individuelle. Chaque groupe est ensuite séparé en deux sous-groupes: les souris F1 Br-M en 

rouge dans le tableau et les souris F1 PBS-M représentées en gris. Les CFU indiquées en 

vert sont celles pour lesquelles il y a eu une protection et en bleu sont celles pour lesquelles 

il n’y a pas de corrélation avec les Ig. Les résultats de détection des Ig sont représentés par 

une croix si la DO à 450 nm est entre 0,1-0,2 et par deux croix si elle est > 0,2. Quand aucun 

symbole n’est représenté cela indique que le résultat est négatif. 



  



 


