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Brucella abortus d’origine bovine au Sénégal : 
identification et typage 

par J. M. VERGER (*), M. GRAYON (*), M. P. DOUTRE (**) et F. SAGNA (**) 

Cent quatre-vingt une souches de Brucella d’origine bovine, isol&s au Sent 
gai, de 1976 a 1978. ont étt identifiées par l’ensemble des épreuves rccomman- 
dées par le sous-Comité de la Taxonomie de ce genre bacttrien. Leurs carat- 
tères sont. DOW Yessentiel. conformes à la détïnition de I’esoèce Bruce& abortus ..~~ 
au sein de laquelle 180 saiches appartiennent au biotype 3’et une au biotype 1. 

Deux caractères inhabituels pour cette espèce distinguent toutefois les 
souches sénégalaises : leur réponse négative ~ à une exception près ~ a 
l’épreuve de l’oxydase et leur profil moyen d’oxydation métabolique modifié 
au niveau de 4 des substrats conventionnels (L-asparagine, L-arabinore, D- 
galacrose el D-xylose). Ces deux caractères originaux sont discutto d’un double 
point de vue, épidémnlogique et taxonomique. 

Le genre Bruceila est subdivisé en 6 espèces 
(10). Cinq sont présentes en Afrique : B. aborrus, 
E. melifensis, B. suis, B. mis (18) et B. canis (21). 
La rareté des articles consacrés au typage limite 
malheureusement la connaissance de la nature 
et de la fréquence des biotypes correspondants. 

En ce qui concerne le Sénégal, les données 
publiées par CHAMBRON, en 1965 (3), por- 
tent sur un nombre trop restreint de souches et 
n’intègrent pas les propositions du Sous- 
Comité de la Taxonomie des Brucella, alors ré- 
cemment créé, sur la différenciation au sein des 
espkces de ce genre bactérien (15). 

L’application de ces propositions à l’étude de 
181 souches de B. nbortus d’origine bovine 
isolées dans ce pays, de 1976 à 1978, fait I‘objet 
du présent travail. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

gai (Sine-Saloum, Sénégal-Oriental, Haute, 
Moyenne et Basse-Casamance), de 1976 à 
1978, sont toutes d’origine bovine et proviennent 
chacune d’un animal différent (carte). Tous les 
troupeaux visités appartiennent à la race Ndama. 
Les isolements ont été obtenus à partir de liqui- 
des de ponction d’hygromas mis en culture sur 
milieu « Brucella agar modifié », additionné de 
polymyxine, bacitracine et cycloheximide 
(mélange P. B. C. lyophilisé) (*). 

Après 4 jours d’incubation à 37 “C, sous 
atmosphère convenable de CO, (GASPAC 
Anaerobic System (*)), l’examen morpholo- 
gique et microscopique permet de reconnaître, 
sur les boites de milieu sélectif, les colonies 
de BrurelIa. Celles-ci sont repiquées sur des 
pentes de « gélose trypticase soja » (*) supplé- 
mentée à 1 p. 1 000 d’extrait de levure et, après 
incubation, les tubes de culture sont envoyés à 
Nouzilly pour identification et typage. 

1. Souches bactériennes 2. ïW5thodes d’identification 

Les 181 souches isolées à la suite de dXé- ~ La détermination du genre Brucella repose 
rentes tournées accomplies dans le sud du Séné- surlesméthodes bactériologiques simples (tabl. 1) 

recommandées pour le diagnostic différentiel 
(*) Station de Pathologie de la Rcproductmn, Cen& avec les groupes de bactéries à Gram négatif 

de Recherches de Tours, 1. N. R. A., Nouzilly, 37380 
Monnaie, France. 

pouvant prêter à confusion (1, 10). 
II*\ T ̂ L -̂̂ < î.. ..̂ *î ..̂ J An l’rle.,age et de &&.her. 
I  ,  -““IaL”IIc II‘,LI”IIaI YC I  LICI 

ches vtttrinaires. 1. S. R. A.. B.P. 2 
République du &égal. 

057, Dakar-Hann, (‘j BIOMERIEUX : Marcy l’Etoile, 69260 Charbon- 
nières-les-Bains, France. 
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Fig. 1, - Origine géographique des 181 souches de flrucella obortus d’origine bovine isolées au Sénégal, 

Tableau 1. - Caractérisation de 181 souches de Brucella d’origine bovine isolées au Sénégal, par les épreuves 
courantes d’identification des bactéries à Gram négatif. 

Morphologie cellulaire Coccobaciles non sporulés, non encapsulés 
Coloration de Gram - 
Mobilité 
Fermentation du lactose sur Mac Conkey agar - 
Hémolysqsur gélose sang 
Aci4ci”tm du glucose en eau peptonée, rouge de phdnol - 

Oxydase 
Uréase 
Indole 
Réduction des nitrates 
Citrate (Simmons) 
Rouge de méthyle (R. M.) 
Voges-Proskauer (V. P.) 

L’épreuve de l’oxydase est pratiquée, pour 
chaque souche, suivant deux techniques : la 
première est celle classique de KOVACS ; la 
seconde utilisant, comme réactif, l’hydrochlo- 
rure de N-diméthyl-paraphé”ylè”e-diatine, per- 
met, en versant celui-ci à la surface du milieu 
solide de culture, de tester rapidement l’homo- 
généité de la réaction de l’oxydase a” sein d’une 
population de colonies bactériennes. Ces deux 
techniques sont décrites par LENNETTE, 
SPAULDING et TRUANT (6). 

- Les épreuves courantes d’identification 
des espèces de Brucella et de leurs biotypes sont 
présentées dans le tableau II. Ce sont celles 
recommandées par le Sous-Comité de la Taxo- 

nomie des Brucella (5, 15) et dt?crites par 
ALTON, JONES et PIETZ (1). 

- L’activité respiratoire vis-à-vis des 11 sub- 
strats indiqués sur le tableau III (métabolisme 
oxydatif) est déterminée pour 65 souches de 
l’échantillon. La méthode employée est décrite 
antérieurement (11, 19, 20) et l’expression 
graphique des résultats (fig. 2) est conforme à 
celle proposée dans un précédent travail (22). 

RÉSULTATS 

Les souches sénégalaises sont caractérisées 
par de nombreuses réponses négatives aux épreu- 
ves bactériologiques courantes d’identification 
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des bactéries à Gram négatif (tabl. 1). Ceci est 
conforme au comportement habituel des Bru- 
cella. Le test de l’oxydase, négatif pour toutes 
les souches sauf une, mérite attention. II sera 
discute plus loin. 

Les rkultats des épreuves courantes de diffé- 
renciation au sein du genre Brucella sont pré- 
sentés dans le tableau II. Toutes les souches, de 
type morphologique smooth, sont lysées, aux 

deux dilutions d’épreuve (DCE et 104 x DCE), 
par le bactériophage Tb spécifique de Brucella 
aborrus. Les autres caractères différencient les 
biotypes : 

- Cent quatre-vingt souches exigent I’addi- 
tion de CO, pour leur croissance, produisent 
de l’H,S, sont uniquement agglutinées par le 
sérum monospécifique atiti-abortus-suis (A) et 
poussent en présence de thionine aux 3 concen- 

B. abortusisrnisii 1 kabortus 

B. mélitensis 8. ovis 

B. suis 1 B.suis 3 B. canis 
Fig. 2. - Représentation graphique des résultats du mémbolisme oxydatif : Profi métabolique moyen des sou- 

ches de Brucella nborrus d’origine bovine isolées au SénCgal. 
Comparaison avec les profils métaboliques les plus probables pour les espkes et types de Bwc~llo dont la prkence a été 
signaaI& en Afrique. 

Niveau QOzN : 
1. Q&N moyen inférieur à 100 
2. Q02N moyen compris entre 100 et 300 
3. QOzN moyen supkieur a 300. 

substrats : 
A = Acide L-glutamique E = DLamithine 1 = D-ribose 
B = L-alamne F = L-lyrine J = D-xylosc 
c = Lasparagine 0 = L-arabinose K = M&&rythritol 
D = L-aginine H = D-galactose 

Surface pointik : profil le plus probable quelle que soit la souche. 
Surface claire : profil moyen de I’échantillon mais, en rason du grand intervalle entre les valeurs extrêmes obser- 

vêes, le substrat peut être oxydé & lkn ou I’autre des 3 niveaux. 
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trations indiquées. Ces caractères définissent 
B. abortus biotype 3. 

- Une souche identique par ailleurs aux 
précédentes s’en distingue par sa sensibilité 
aux mêmes concentrations de thionine. Elle est, 
de ce fait, classée dans le biotype 1 de l’espèce. 

Les résultats de l’épreuve de l’oxydase figurent 
aussi dans le tableau II. Une seule souche, appar- 

tenant au biotype 3, est positive. Toutes les 
autres, y compris la seule classée dans le bio- 
type 1, sont oxydase né@ives : ce comporte- 
ment est inhabituel pour l’espèce B. abortus. 

Les résultats de l’étude du métabolisme oxy- 
datif de l’unique souche du biotype 1 et de 64 
parmi celles du biotype 3 ~ dont la seule 
oxydase positive - sont présentés dans le 
tableau III. Il apparaît que, pour les 65 souches, 
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les valeurs d’oxygène consommé vis-à-vis des 
substrats indiqués sont homogènes et indépen- 
dantes du biotype et du caractère oxydase. 
L’expression graphique de ces résultats (fig. 2) 
montre que le profil métabolique moyen des 
souches sénégalaises ressemble au «profil le 
plus probable » défini pour l’espèce B. abortus. 
Ce profil spécifique est cependant altéré, chez 
les souches sénégalaises, au niveau de 4 sub- 
strats : 

- la L-asparagine, le L-arabinose et le D- 
galactose qui sont métabolisés au 1” niveau 
(QO,N moyen inférieur à 100) au lieu du deuxiè- 
me ; 

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

En dépit de ces variations, le profil d’oxyda- 
tion métabolique des souches sénégalaises ne 
peut être confondu avec celui des espèces de 
Brucella autres qu’abortus. 

DISCUSSION 

L’identification et le typage des 181 souches 
sénégalaises n’ont pas soulevé de difficulté. 
Les caractères morphologiques, culturaux et 
biochimiques, présentés dans les résultats, sont 
conformes à ceux décrits pour le genre Brucella 
(1, 10) et le classement dans les biotypes 1 et 3 
de B. abortus (tabl. II) ne souffre aucune ambi- 
guïté. Deux caractères inhabituels pour cette 
espèce méritent cependant discussion : la réponse 
négative à l’épreuve de l’oxydase et l’aspect 
original du profil d’oxydation métabolique (*). 

Caractère oxydase 

Le genre Brucella comprend 6 espèces. Quatre 
sont réputées oxydase positives : B. obortus, 
B. melitensis, B. suis et B. omis ; B. mis et 
B. neotomae sont caractérisées, au contraire, 
par des réactions négatives (1, 10). Toutes les 
souches de B. abortus, d’origines géographi- 
ques très diverses, que nous avons typées jus- 
qu’à présent ont effectivement toutes répondu 
positivement à l’épreuve de l’oxydase. Le com- 
portement négatif des souches sénégalaises - 

(*) Une inhabituelle lenteur de croissance est égale- 
ment manifestée par toutes les souches sur mdieu Tryp- 
ticase Soy Agar. Cette autre particularité, plus subtile 
mais régulièrement observée, vaut d’étre notée. 

sauf une (**)-est donc très inhabituel. 
STEEL, cependant, a observé que des souches 
de B. obortu~ (1 sur 12), B. melitensis (1 sur 6) 
et B. suis (4 sur 7) étaient oxydase négatives (17). 
II n’est donc pas impossible que, pour ces trois 
espèces, la réponse à l’épreuve dé l’oxydase soit 
négative plus souvent que ne le laissent supposer 
les articles d’identification et de typage de ces 
bactéries, où souvent d’ailleurs les résultats de ce 
test ne sont pas mentionnés. 

Ces faits soulignent donc l’intérêt taxono- 
mique et épidémiologique de la mise en euvre 
systématique de l’épreuve de l’oxydase pour 
l’étude bactériologique des Brucella. 

Le support biochimique de la différence de 
réponse des espèces ou souches de Brucella à 
l’épreuve de l’oxydase n’est pas connu. Cette 
méthode, basée sur l’aptitude de la chaîne res- 
piratoire à oxyder un certain nombre de colo- 
rants, ou systèmes redox, n’est pas spécifique et 
ne permet pas, à elle seule, de définir les bases 
biochimiques de la réaction de l’oxydase (14). 
Une corrélation entre la présence d’un cyto- 
chrome c dans la partie terminale de la chaîne 
respiratoire et une réponse positive à l’épreuve de 
l’oxydase a pu être avancée pour certams grou- 
pes bactériens (Pseudomonas, Moraxella) (16). 
Ce n’est pas le cas pour le genre Brucella dont 
toutes les espèces, y compris B. oui: et B. neo- 
romae oxydase négatives, contiennent du cyto- 
chrome c (12, 13, 23). 

Profil d’oxydation métabolique 

MEYER et CAMERON, sur une gamme défi- 
nie de substrats (acides aminés et glucides), 
ont établi que chaque espèce de Brucella est 
caractérisée par un schéma d’oxydation méta- 
bolique particulier (8, 9). Nous avons montré 
(22) que les consommations d’oxygène (QO,N), 
vis-à-vis des substrats choisis, peuvent être 
schématiquement ramenées à 3 niveaux : 

- Le niveau I réunit les substrats vis-à-vis 
desquels la consommation d’oxygène est régu- 
lièrement faible : QO,N moyen inférieur à 100 ; 

- Le niveau 2 correspond à une consorn- 
mation modérée d’oxygène : QO,N moyen 
compris entre 100 et 300 ; 

- Le niveau 3, enfin, groupe les substrats 
pour lesquels la consommation d’oxygène est 

(**) Isolée au village de Ndoumbouthie, près de 
Sokone (Sine-Saloum). Onze autres souches oxydase 
négatives ont été aolécs dans le méme village. 
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constamment élevée : QO,N moyen supérieur à 
300. 

La représentation graphique de cette distri- 
bution des substrats matérialise un profil méta- 
bolique caractéristique de chaque espèce de 
Brucella (fig. 2). Le choix des valeurs limites 
(100 et 300):tient compte à la fois des consom- 
mations moyennes (X) et de la dispersion des 
valeurs individuelles (W), de telle sorte que le 
profil métabolique moyen, ainsi défini, est le 
plus probable pour n’importe quelle souche de 
l’espèce considérée. 

L’espèce B. abortus est donc caractérisée 
(fig. 2) par l’oxydation probable des substrats : 

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

- acide L-glutamique, L-alanine, L-aspa- 
ragine. Lambinose, et D-galactose au niveau 2 : 

- D-ribose et méso-érythritol au niveau 3. 

Les souches sénégalaises différent donc de ce 
profil type au niveau de 4 substrats : la L-aspa- 
ragine, le L-arabinose, le D-galactose et le D- 
xylose qui sont oxydés à un niveau inhabituel. 
Leur profil métabolique ressemble cependant à 
celui de B. abortus plus qu’à aucun des autres 
espèces du genre (fig. 2). 

Les souches sénégalaises ne sont pas les seules, 
au sein de l’espèce B. abortus, à présenter une 
fluctuation de QO,N habituel, au niveau d’un ou 
même de plusieurs substrats. 

- La souche vaccinale ‘B 19 oxyde de façon 
caractéristique l’acide L-glutamique et le méso- 
érythritol, respectivement aux niveaux 3 et 1 
(2, 22). 

- Nous avons également rapporté l’isole- 
ment de 4 souches de B. abortus biotype 1 - 
isolées chez une vache et 3 mulots (Apodemus 
syl0aticus) originaires d’une exploitation agri- 
cole massivement infectée de brucellose bovine 
- qui, comme les souches du Sénégal, mani- 
festaient une consommation d’oxygène inha- 
bituellement faible (niveau 1) vis-à-vis de la L- 
asparagine (20). Ce caractère original avait 
permis en l’occurrence de mettre en évidence un 
lien épidémiologique certain entre les souches 
isolées des mulots et celle d’origine bovine. 

L’intérêt du marquage épidémiologique de 
souches de B. aborrus biotype 1 par un carac- 
tère métabolique inhabituel a été également 
rapporté, dans l’Etat du Minnesota (U. S. A.), 
par LUCHSINGER et collab. (7). 

Des variations du profil métabolique type ont 
également été observées chez les autres espèces 
de Brucda. C’est le cas, en particulier, de sou- 

ches de B. suis biotype 3 isolées par COOK et 
collab. chez des rongeurs dans le North Queens- 
land (Australie) (4). 

Ces exemples, parmi d’autres, ont le mérite 
de souligner le double intérêt du métabolisme 
oxydatif chez les Brucella. 

1) Les variations rapportées jusqu’à présent, 
au niveau d’un ou plusieurs substrats, n’altè- 
rent pas fondamentalement l’aspect général du 
profil métabolique spécifique. Celui-ci est donc 
un bon critk de détermination de l’espèce au 
sein du genre Brucella. 

2) Ces variations représentent des marqueurs 
épidémiologiques d’autant plus précieux que 
l’absence d’outils de marquage suffisamment 
fins (lysotypes, facteurs de résistance...) carat- 
térise les Brucella. 

CONCLUSION 

L’analyse épidémiologique repose essentiel- 
lement sur des observations liées à des méthodes 
d’investigation propres au Laboratoire. Pour 
être efficace, elle doit faire appel à toutes les 
méthodes disponibles, y compris celles qui relè- 
vent de l’identification et du typage bactériolo- 
giques. Vaine, en effet, serait la prktention de 
maîtriser une maladie infectieuse en ignorant 
l’agent responsable, en tant que tel, sous ses 
différents aspects que sont les espèces et leurs 
divers types. 

C’est dans cet esprit que nous avons entrepris 
l’étude bactériologique des souches de Bruceila 
isolées au Sénégal. La mise zen évidence, sur 
celles-ci, de deux caractères inhabituels ayant 
valeur de marqueurs, illustre bien l’intérêt 
épidémiologique et taxonomique de l’identifi- 
cation et du typage des Brucella pour lesquelles, 
tant en Afrique que dans le reste du monde, la 
connaissance de la nature et la fréquence des 
différents types responsables de l’infection est 
encore trop fragmentaire. 

Pour se limiter au continent africain, il serait 
souhaitable que l’ensemble des souches isolées 
par les chercheurs des différents laboratoires 
soient centralisées afin de parvenir à une con- 
naissance taxonomique plus complète. 
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SUMMARY 

One hundred and eighty one strains of Brvce/la isolated from cattle in 
varions areas of Senegal, during a two-year penod from 1976 to 1978, were 
cxamind by dl metbods recommended by the subcommittee on Taxonomy of 
the genus Brucella. All were found to bave the same main characteristics that 
identify and deflne the species Brucello oborlus. Of the 181 strains, all but ooe 
were biotype 3 ; the single different strain was blotype 1. 

However two unosual charactcrs distinguish the senegalese strains from the 
main group of Bnrcella abortus : the oxidase test negative for a11 bot one strains 
and the specific oxidative profile altcred on four of the conventional substrates 
(L-asparagine, L-arabinose, D-galactose and D-xylose). These two original 
characters are discussed from an epidemiological and taxonomical point of 
view. 

RFSUMEN 

Se identiiîcaron 181 cepas de Bruce/& de ongen bovino, aisladas en Sene 
8al de 1976 a 1978, mediante el coojunto de las pruebas recomendadas par la 
subcomisirjn de la taxonomfa de dicho pénero bacteriano. Sus caracteristicas 
son, en 10 eseocial, formadas con la dtinici6n de la especie Brucella aborlus 
en el seno de las cualer 180 cepas pertenecen a1 biotipo 3 y  1 a1 biotipo 1. 

Sin embargo, las cepas senegalesas tienen dos camcteristicas inhabi- 
tuaks : su reaccibn negativa, con excepcibn de una, a la prueha de la oxidasa 
y  su perfrl media de oxidacion metabolica modificado a1 nivel de 4 de 10s substra- 
tas conveocionales (L-asparagina, L-arabinosa, D-galactosa y  D-xylosa). 
Se discuten estas dos caracteristicas desde 10s dos puntos de vista : epidemio- 
logko y  taxonbmico. 
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