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INTRODUCTION

La brucellose, aussi connue en tant que fievre de Malte ou fievre ondulante chez
I'hnomme, et comme maladie de Bang ou avortement contagieux chez les bovins, est une
infection hautement contagieuse causée par des bactéries du genre Brucella. Malgré les
nombreux efforts déployés pour contréler et éradiquer cette maladie, elle est toujours
considérée comme l'une des zoonoses les plus répandues dans le monde. La prévalence
est élevée dans les pays ou les régions ou les conditions sanitaires sont mauvaises, ou
les systemes d'exploitation des animaux sont traditionnels, et lorsqu’aucun systéme
adéquat de surveillance épidémiologique de la maladie n’est mis en place. Son
importance est liée a I’'impact désastreux en matiere de santé publique, ainsi qu’aux

pertes économiques qu’elle peut générer.

En santé publique, les pertes économiques sont associées au colt des diagnostics
clinique et de laboratoire, aux frais thérapeutiques et aux compensations versées aux
patients; en effet, cette affection est reconnue comme maladie professionnelle dans de
nombreuses régions du monde. Chez les bovins, I'avortement, la stérilité, la chute de
production laitiére, les retards dans les programmes d’amélioration génétique et la
naissance de veaux faibles sont les causes les plus courantes de pertes économiques. Les
restrictions en termes d’échanges commerciaux internationaux des animaux et de

produits alimentaires dérivés de ceux-ci ont également un impact économique majeur.

L'homme et les animaux s’infectent, soit par contact direct avec des animaux ou du
matériel infecté (feetus, membranes fcetales ou sécrétions vaginales), soit apres

consommation de produits laitiers non pasteurises.

L'une des options les plus frequemment utilisées pour contrdler la brucellose bovine
repose sur la vaccination du bétail avec une souche atténuée de B. abortus Buck 19
(B19). Malheureusement, la stratégie de vaccination ne peut éradiquer a elle seule la
maladie. En effet, il est indispensable d'identifier les animaux infectés et de les éliminer
de maniere adéquate. De gros problémes se posent suite a la vaccination car ce type de
vaccin présente l'inconvénient d’engendrer la production d’anticorps qui interfeérent
avec les tests diagnostiques tels que 1’agglutination, I’ELISA et le test cutané. Cette

caractéristique complique la confirmation d’un diagnostic, interfére avec Ia



compréhension réelle du probleme et avec les moyens permettant d’identifier des

options de gestion adaptées aux particularités d'une région ou d'un pays.

La présence de la brucellose dans le cheptel bovin équatorien a été mise en évidence par
Salvestroni en 1926. Néanmoins, malgré les efforts consacrés a la recherche sur la
brucellose animale en Equateur, le manque de techniques diagnostiques standardisées
(présentant une sensibilité et une spécificité élevées), l'insuffisance d'interprétation des
résultats et le faible nombre d'isolements et caractérisations de Brucella spp. n’ont pas

permis de réellement cerner I’ampleur du probléme.

Ce travail visait a générer des informations fiables sur la situation épidémiologique
réelle de la brucellose bovine et son impact en santé publique dans le nord-ouest de
I'Equateur, et a investiguer les potentiels facteurs de risque d’infection. En effet, ces
informations revétent une importance primordiale pour les organismes officiels en
charge de la surveillance de cette zoonose. Quatre objectifs spécifiques ont été définis et

sont précisés ci-dessous.

Ce manuscrit est divisé en deux sections principales: d’une part, 1’introduction, sous la
forme d’une revue de littérature sur Brucella spp. et la brucellose, et d’autre part, la
section expérimentale, dans laquelle sont présentées les études réalisées en Equateur

chez ’homme et plusieurs espéces animales (travaux de terrain et de laboratoire).

L’introduction résume les informations générales sur I'agent infectieux, I'épidémiologie
de la maladie et la réponse immunitaire de I'h6te, ainsi que sur les différentes méthodes
de diagnostic direct et indirect. De plus, les systéemes d'élevage pratiqués en Equateur

sont décrits afin de mieux cerner le contexte épidémiologique (Objectif 1).

La section expérimentale présente les résultats d’études réalisées chez les especes
animales afin de caractériser I'agent causal, de déterminer la prévalence réelle de
I'infection, et d'estimer les parameétres de sensibilité et spécificité des tests diagnostiques
utilisés (Objectif 2). Par ailleurs, I’importance zoonotique de la brucellose en Equateur

a été investiguée (Objectif 3).



Dans un premier temps, les résultats de I'étude réalisée chez les bovins dans le nord-
ouest de I'Equateur, ainsi que les résultats de I'étude de la brucellose chez les chévres

dans deux régions d’Equateur sont développés.

Concernant I’aspect santé publique, les études visaient (i) a déterminer la prévalence
réelle de la maladie et les facteurs de risque et & caractériser l'agent causal, (ii) a évaluer
la sensibilité et la spécificité des tests diagnostiques utilises, et (iii) a présenter un

rapport de cas d’orchite avec son suivi clinique et sérologique.

Le travail se cléture par la présentation des lignes directrices servant de base a
I'élaboration d'une stratégie de surveillance épidémiologique des brucelloses bovine et

humaine, adaptée aux conditions du nord-ouest de I'Equateur (Objectif 4).

RESULTATS

1. Une révision de la bibliographie locale a démontré que la brucellose a toujours
été une preoccupation en Equateur

Sans aucun doute, la compréhension d'un probléme constitue la base de la formulation,
non seulement, des solutions correctes mais aussi et surtout viables. En ce sens, et dans
le cadre de ce travail visant a mieux comprendre, et de maniére correcte, la situation
épidémiologique de cette zoonose chez I'nomme et ses différents hoétes, une revue

compléte de la littérature s’avérait nécessaire comme point de départ.

La brucellose a toujours €té un centre d’intérét en Equateur, car suite aux premicres
notifications chez les bovins par Salvestroni en 1926 et chez I’homme par Valenzuela
en 1934, de nombreuses études ont été réalisées, principalement chez les especes
animales réservoirs. Le rble du vétérinaire de terrain vis-a-vis de cette zoonose a

d’ailleurs été mis en avant.

La situation réelle de la brucellose humaine en Equateur, telle que rapportée au niveau
international, est erronée. En effet, selon les rapports officiels, soit la maladie ne serait
pas présente, soit il n’existerait aucune information fiable sur la situation, soit elle serait

contrblée. Cela s’explique par le peu d’études menées chez I’homme. La plupart de ces
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derniéres ont été réalisées dans le but de rechercher la maladie uniquement chez les
groupes a risque. En effet, dans le contexte équatorien, la surveillance de la maladie
humaine est uniquement passive et repose sur les déclarations des cas hospitalisés. De
plus, les professionnels de la santé publique ne lui accordent que peu d’importance, ce
qui est confirmé par la faible place qu’elle occupe tout au long de la formation
médicale. Ce manque de sensibilisation des professionnels de la santé représente un
frein au dépistage correct de la maladie dans la patientéle de tous les jours, a tel point
que ce sont les vétérinaires qui conseillent aux personnes présentant un tableau clinique

suspect de se soumettre a des tests diagnostiques.

2.- Deétermination de la prévalence apparente et des facteurs de risque de
brucellose chez les bovins

Les nombreux tests existants permettant de confirmer le diagnostic de brucellose chez
I’animal, sont non seulement liés a I’importance zoonotique majeure de la maladie, mais
aussi aux problemes qui persistent quant a la fiabilité des résultats, principalement en
termes de sensibilité (Se) et de spécificité (Se). Afin d'obtenir des informations
épidémiologiques fiables sur la prévalence réelle de la brucellose bovine par zone
(zonel=Sierra et zone2=Costa) et par province, ainsi que sur la performance des tests
utilisés pour diagnostiquer la maladie en Equateur, une étude transversale a été menée

dans le nord-ouest du pays.

La prévalence estimée était de 2,1%, tandis que les Se et Sp étaient les suivantes, pour
chaque test: Se=84% et Sp=98% pour RB, Se=85% et Sp=99% pour SAT-EDTA et
Se=89% et Sp=97 pour iELISA. Les facteurs de risque tels que le sexe (OR=3,91 pour
les femelles), I'age (OR=3,14 pour la classe des 25 a 60 mois), la zone (OR=4,19 pour la
zone 1) et la province (OR=6,62 dans la province de Pichincha) ont été identifiés grace
a une enquéte épidémiologique et un échantillonnage représentatif. L'étude a mis en
évidence que la différence de prévalence entre zones d'échantillonnage ne se situait pas
au niveau des fermes (21,89% dans la zone 1 et 25,17% dans la zone 2), mais étaient
surtout liées a la prévalence intra-troupeau (12,46% dans la zone 1 et 3,28% dans la
zone 2). Brucella abortus biovar 4 a été isolée a partir du lait d'animaux ayant présenté

des résultats sérologiques fortement positifs (n=13). Elle a présenté des caractéristiques



particuliéres, & savoir l'inhibition de croissance en milieu coloré avec de la fuchsine (20

mg/ml) et de la safranine (100 pg/ml).

3.- La découverte de la souche vaccinale B-19 chez les chévres pourrait-elle
confirmer la situation anarchique de la vaccination chez les bovins ?

Dans le cas des maladies zoonotiques, 1’élevage en zone péri-urbaine ou urbaine
augmente le risque de transmission suite a la production de déchets tels que urines,
matiéres fécales, sécrétions diverses et avortons qui peuvent contaminer

I’environnement.

A ce jour, tres peu d’études sérologiques ont ciblé la brucellose caprine en Equateur, la
plupart sont d’ailleurs relativement anciennes. Afin d'évaluer la situation
épidémiologique actuelle, une étude sérologique transversale a été menée parmi les
populations caprines des provinces de Carchi (n = 160 animaux), Pichincha (n = 224
animaux) et Loja (n = 2.024 animaux). L’étude a seulement permis d’identifier deux
animaux faiblement positifs, ce qui va a I’encontre d’un rapport qui avait estimé une

prévalence de 17,8% chez cette espece.

Vingt-cing échantillons de lait se sont révélés positifs au test de I’anneau (Milk Ring
Test - MRT) dans la province de Pichincha, ce qui représente une prévalence de
11,16%. Les echantillons positifs ont été mis en culture. Tous les résultats ont éte
négatifs, a I'exception d'un animal de la région de Quito. Ce dernier a présenté une
culture positive pour Brucella abortus souche 19 (B19). Plusieurs hypothéses peuvent
étre émises pour interpréter un tel résultat inattendu, la plus probable étant 1’utilisation
accidentelle chez cet animal d'une aiguille utilisée au préalable pour immuniser les
bovins avec le vaccin B19. Méme si cette observation a déja été rapportée
antérieurement, elle met en évidence la problématique liée a 1’utilisation d’un vaccin
vivant atténué. 1l est indispensable de former et sensibiliser les utilisateurs de vaccins
contre la brucellose aux normes relatives a leur transport, reconstitution, stockage,
dosage, administration et élimination des déchets, telles que précisées par les fabricants

et surtout selon les exigences de I’OIE.
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4.- Le roOle des chiens dans la transmission de la brucellose bovine en zone
endémique

Au cours de cette étude, la prévalence élevée au niveau des troupeaux bovins et des
animaux dans la Sierra équatorienne, ajouté a la forte prévalence des avortements chez
les bovins, et a la facilité¢ d’isolement de Brucella spp. a partir de leur lait, a rapidement
soulevé la question du role potentiel des chiens en tant que réservoir de I’infection. Une
étude réalisée dans plusieurs élevages bovins localisés dans le canton Mejia province de
Pichincha, une zone endémique d’Equateur a été menée dans le but de déterminer si les

chiens hebergeaient des Brucella spp.

La majorité des chiens (85,43%) avaient des contacts avec le bétail et ingéré du lait cru.
D’autre part, 64,24% d’entre eux mangeaient régulierement les produits d’avortement.
Au total, 43 chiens (30,46%) ont réagi positivement a au moins un test diagnostic. Pris
individuellement, les tests ont fourni les résultats suivants: (i) 15,89% des chiens étaient
positifs au test d'agglutination rapide au RB, (ii) 11,92% étaient positifs au SAT-EDTA
et (iii) 23,85% étaient positifs au test iELISA. Seuls 13 chiens (8,6%) avaient réagi
positivement aux trois tests. Quatre bovins (4,30%) étaient positifs aux tests RB et SAT-
EDTA. Brucella abortus biotype 4 a été identifié par essais microbiologiques et PCR-
711, a partir des prélévements de chiens (n=5) et de bovins (n= 1). Ces observations
confirment le r6le biologique que peuvent jouer les chiens dans les maladies ré-

émergentes telles que la brucellose.

Les résultats démontrent que le contréle de la brucellose ne devrait pas se limiter
uniquement a I’espéce bovine, chez qui les pertes économiques sont évidentes.
Davantage d’attention devrait étre portée aux autres especes animales comme par

exemple les chiens de ferme, en tant que réservoirs potentiels de la maladie.

5.- Détermination de la prévalence apparente et des facteurs de risque de
brucellose chez I’homme

L'évaluation du statut réel de la brucellose chez les réservoirs animaux est influencée
par la fiabilité des résultats des tests diagnostiques appliqués. De plus, chez les bovins,
I’existence de réactions croisées suite a la vaccination avec la souche vaccinale B19

complique encore I’interprétation des résultats. La prévalence d'anticorps contre I'agent
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causal, ainsi que l'isolement et la caractérisation des souches de Brucella sp. circulant
chez ’homme, pourraient non seulement fournir des informations épidémiologiques a
propos de cette zoonose, tant au niveau régional que national, mais également évaluer

son impact sur la santé publique, car il n’existe aucun vaccin commercial chez I'homme.

Une grande enquéte a été réalisee en Equateur, sur base de prélévements sanguins
réalisés chez 1I’homme dans la partic nord-ouest du territoire (n = 3.733) et
accompagnée d’une enquéte épidémiologique. Les résultats de trois tests de diagnostic
utilisés en parallele ont permis d’estimer une séroprévalence globale de 1,88%
(intervalle de confiance [IC] a 95%: 1,48-2,38). Une régression logistique multivariée a
permis d’identifier les principaux facteurs de risque associés a la séropositivité¢ chez
I’homme, a savoir : le contact avec un élevage (odds ratio [OR] = 3,0; IC 1,25-7,08), la
consommation de feetus et de placenta (OR = 2,5; IC 1,18 -5,22), et la participation a
des activités a risque (OR = 1,8; IC 1,00-3,35). La souche qui crculait était Brucella

abortus biotype 4.

Cette étude a souligné que, les contacts avec le bétail, la consommation de foetus et de
placenta et les activités professionnelles a risque, sont autant de facteurs jouant un role
important dans la contamination par Brucella sp. chez les individus dans le nord-ouest

de I'Equateur.

5.- Détermination des prévalences réelles de brucellose humaine et bovine et
performance des tests diagnostiques utilisés, au moyen du théoréme de Bayes

Une fois la prévalence apparente de la brucellose estimée chez I'homme et les bovins et
les facteurs de risque identifiés, les résultats des tests diagnostiques imparfaits ont été
combinés a une information "a priori" (avis d’experts), dans un modéle bayeésien, afin

d’estimer les performances (Se et Sp) du test utilisé chez I’homme.

La brucellose pourrait certainement étre la maladie pour laquelle un grand nombre de
tests diagnostiques a été développé pour le diagnostic indirect. Ceux-ci vont d’une
simple agglutination rapide sur plague comme le RB aux tests de polarisation de
fluorescence, en passant par I’ELISA (indirect et de compétition). Ils obéissent a la

complexité du diagnostic direct basé sur 1’isolement de Brucella sp., et au risque élevé
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de contamination lors des manipulations. La performance d’un test indirect basé sur la
détection d’Ac contre le LPS dépend non seulement de son principe mais aussi du type

d’échantillon sur lequel il est effectué (sang entier, sérum, plasma, lait ou lactosérum).

Dans ce contexte, un modéle Bayésien combinant 1’information collectée sur le terrain
avec I’information a priori (opinions d’experts) a permis d’estimer la prévalence réelle
de la brucellose chez I’homme et dans I’espéce bovine. Notre ¢tude a permis, a 1’aide
d’une approche bayésienne, d’estimer une prévalence réelle de 1% chez 1’homme
(intervalle de crédibilité: 0,4 a 1,6) et 2,1% chez les bovins, ainsi que la Se et la Sp des
tests utilisés (RB, SAT-EDTA et iELISA). Chez I’homme, les sensibilités des tests
IELISA et RBT étaient plus éleveées mais tres similaires (respectivement 95,1% et 95,0
%,) en comparaison a celle de la SAT-EDTA (60,8 %). Méme si tous les tests ont
présenté une spécificité élevée (> 99,0 %), celle du SAT-EDTA était la plus importante
(99,9 %). Chez les bovins, les Se et Sp étaient les suivantes, pour chaque test: Se=84%
et Sp=98% pour RB, Se=85% et Sp=99% pour SAT-EDTA et Se=89% et Sp=97 pour
IELISA.

Le modele a identifié¢ I'iELISA comme étant le meilleur test pour le diagnostic de la
brucellose chez I’homme et I’animal. Néanmoins, la Sp du test ELISA dépend du type
de conjugué utilisé. Le test RB ne devrait pas étre écarté: c’est un des tests les plus
utilisés dans le diagnostic de cette maladie car il est facile a réaliser, peu codteux, ses
résultats sont faciles a lire, et il présente une haute Se. Ce test permet d’obtenir une

appréciation sérologique rapide, tant au niveau individuel qu’a I’échelle du troupeau.

La stratégie proposée doit se baser sur des données factuelles, dont les décideurs doivent
tenir compte pour mettre en place des programmes appropriés de prévention et de

contréle de la brucellose dans le monde entier

6.- Isolement et typage des souches de Brucella abortus chez différents especes
réservoirs en Equateur

Des inquiétudes subsistent dans de nombreux pays, dans lesquels la brucellose a été
déclarée comme présente suite a la réalisation de méthodes sérologiques sans que les

souches de Brucella spp. circulantes n’aient encore pu étre identifiées. Comme le
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suggerent la FAO et ’OMS, chaque fois qu’il est possible de le faire, I’identification de
I’agent causal doit étre entreprise Yy inclus un biotypage car des souches présentent
fréquemment une distribution géographique particuliere. Malheureusement, 1’isolement
des germes n’est pas une tache aisée, requiert un laboratoire spécialisé et de haute
sécurité. C’est la raison pour laquelle le nombre d’isolements rapportés par pays est en
relation directe avec le degré de développement de ses laboratoires de références.
L’Equateur n’échappe pas a la régle. A I’heure actuelle il n’existe aucune information
officielle sur le nombre d’isolements réalisés ni sur la distribution des souches de

Brucella spp. circulant en Equateur.

Sur base des stratégies décrites ci-dessus, basées sur 1’optimisation des ressources et la
diminution des risques de contamination (fréquentes lorsqu’on travaille avec une
bactérie présentant un tel risque biologique) 26 souches ont été isolées: 17 chez des
bovins, 1 chez un caprin, 4 chez I’homme et 4 chez des chiens. Brucella abortus biotype
4 était majoritaire, une souche isolée chez une chévre s’est avérée étre B. abortus
biotype 1 souche vaccinale (B-19) et un isolement chez un cas humain a révélé une
souche de terrain B. abortus biotype 1. Quelques-unes de souches de B. abortus biotype
4 isolées chez les bovins et chez I’homme, ainsi que la souche de terrain B. abortus
biotype 1 isolée chez deux patients humains, ont présenté certaines particularités lors du
typage, notamment ’inhibition de croissance en milieu coloré avec la safranine (100

pg/ml) et la fuchsine (20 pg/ml).

La mise en place en Equateur de I’isolement et du typage microbien au travers des tests
bactériologiques, des tests biochimiques et du typage moléculaire ont permis de réaliser
50% des isolements et typages dans le pays d’origine. Le développement de ces
capacités permettrait d’éviter le transfert de matériel contaminant vers un pays indemne
de brucellose comme par exemple, la Belgique. Ce serait une valeur ajoutée au travail
réalisé durant cette these. L’utilisation de protocoles standardisés pour 1’isolement et le
typage de souches selon les procédures décrites et les controles d’ADN nous a permis

de garantir des résultats ce qui est un plus en terme de developpement.



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’appréciation erronée de la situation épidémiologique de la brucellose en Equateur,
tant chez I’homme que chez les animaux, n’a pas permis de comprendre et d’apprécier
I’ampleur du probléme représenté par cette zoonose, qui est un aspect fondamental si
des solutions adaptées a la réalité doivent étre développées. Ce travail de these a
éclairci, au travers de la revue de la littérature locale et de quatre sections
expérimentales, la situation épidémiologique réelle de la brucellose bovine et son
impact en santé publique, dans le nord-ouest de I’Equateur. Il a pu mettre en évidence
que les brucelloses humaine et animale sont des maladies négligées en Equateur, et

apporte I’information de base nécessaire afin de faire évoluer la situation.

La combinaison des résultats obtenus grace a 1’application de tests multiples dans un
modele statistique basé sur le théoréme de Bayes, a permis d’estimer les prévalences
réelles des brucelloses bovine et humaine et les paramétres (sensibilité et spécificité) de
chaque test inclus dans le modéle. Les résultats nous ont permis de conclure que
I’iELISA serait un test de choix pour diagnostiquer la maladie, mais que le test au Rose
Bengale de devrait pas étre mis de coté, au vu de sa réalisation aisée et de son faible

co(it.

L’information collectée répond a 1’appel de I’OIE sur la possible compartimentation
d’un territoire comme stratégie de controle et d’éradication d’une maladie. De plus, ce
travail de these déclenche la sonnette d’alarme sur les conséquences de la vaccination
anarchique des bovins et sur la circulation de Brucella spp. au sein des diverses especes

réservoirs potentielles.

Pour conclure, I’information récoltée met en évidence que les brucelloses humaine et
animale sont toujours un probléme en Equateur. Une stratégie contextualisee, adaptée a
la situation épidémiologique de chaque zone, devrait étre élaborée pour controler la

brucellose en Equateur.
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Brucellosis, also known as Malta fever or undulant fever in humans, and Bang disease
or contagious abortion in cattle is a highly contagious infection caused by bacteria
belonging to the genus Brucella. Despite the numerous efforts made to control and
eradicate the disease, it is still considered as one of the most widespread zoonoses
worldwide. Prevalence is elevated in countries or regions where sanitary conditions are
poor, where animals are still traditionally managed, and where no adequate system of
epidemiological surveillance is implemented. The relative importance of the disease is a
consequence of its disastrous impact on public health, and to the severe economic losses

associated.

In the public health sector, economic losses are associated with clinical and laboratory
diagnostic tests, with therapy costs and with compensations paid to patients; indeed, the
disease is recognised as a professional disease in numerous regions. In cattle, abortion,
sterility, decreased milk production, delays in programmes of genetic improvement and
birth of weak calves are the most frequent causes of economic losses. Furthermore,
restrictions on international trade of animals and animal products also have a major

economic impact.

Humans and animals get infected, either by direct contact with infected animals and
materials (foetuses, foetal membranes or vaginal secretions), or after consuming

unpasteurised milk products.

One of the most frequent control measures is vaccination with B19 strain (B-19).
Unfortunately, vaccination alone cannot eradicate the disease, because it is essential to
identify infected animals to eliminate them appropriately. Numerous problems arise
after vaccination, because the vaccine has the disadvantage of generating the production
of antibodies which interfere with diagnostic tests such as agglutination, ELISA or skin
test. That characteristic is a hindrance to a correct diagnosis; interfere with the real
comprehension of the problem and with the means to identify the most appropriate

management with regards to a specific regional or national context.

Brucellosis was first reported in Ecuadorian cattle by Salvestroni in 1926. Nevertheless,

despite all efforts devoted to research on animal brucellosis in the country, the lack of
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standardised diagnostic tests (combination of a high sensitivity with a high specificity),
the lack of interpretation of results and the low number of Brucella spp. isolations and

characterisations, did not allow understanding the magnitude of the problem.

The present work aimed at generating reliable information on real epidemiological
status of bovine brucellosis and on its impact on public health in north western Ecuador;
it also meant to identify potential risk factors. Indeed, this information is essential for
official institutions in charge of brucellosis surveillance in Ecuador. For this purpose,

four specific objectives were defined and described below.

The manuscript is subdivided in two main sections: on one hand, introduction, which
consists in a literature review over Brucella spp. and brucellosis, and on the other hand,
the experimental section, which presents all studies performed in Ecuador, both in
humans in animals (field and laboratory work).

The introduction summarises all general information on the pathogen, epidemiology of
the disease and immune response in hosts, as well as characteristics of all diagnostic
tests, either direct or indirect. Furthermore, farming systems as existing in Ecuador are

described in order to better understand the epidemiological context (Objective 1).

The experimental section summarises the results of studies performed in animals in
order to (i) characterise the causing agent, (ii) estimate the real prevalence of the
disease, and (iii) assess the sensitivity and specificity of diagnostic tests used in Ecuador
(Objective 2). In addition, the zoonotic importance of brucellosis in Ecuador was

investigated (Objective 3).

At first, the results of the study performed in cattle in north western Ecuador, as well as
the results of the study on brucellosis in goats, as carried out in two regions of Ecuador

will be presented

Regarding public health aspects, the results of several studies were presented. The first
study aimed at estimating the real prevalence, identifying the risk factors and

characterising the pathogen. The second study allowed assessing sensitivity and
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specificity of diagnostic tests used in the Ecuadorian context. An ultimate study
presented the clinical and serological follow up of a human case of orchitis .

The document concludes with the proposition of guidelines which could be seen as a

basis for developing a strategy of epidemiological surveillance of bovine and human
brucellosis, adapted to the context of north western Ecuador (Objective 4).

XV



RESUMEN

Version en espenol




INTRODUCCION

La brucelosis, también conocida como “Fiebre de Malta”, o “fiebre ondulante” en los
humanos, y como “enfermedad de Bang” o “aborto contagioso”, en los bovinos es una
enfermedad altamente contagiosa, causada por las bacterias del género Brucella. A
pesar de los grandes esfuerzos que se realizan para controlarla y/o erradicarla, siguie
siendo considerada como una de las zoonosis mas difundida en el mundo, con elevada
prevalencia en los paises o regiones donde las condiciones sanitarias son deficientes, los
sistemas de explotacion animal son de tipo tradicional, y no existen sistemas de
seguimiento epidemioldgico adecuado de la enfermedad. Su importancia, radica entre
otras, por las consecuencias nefastas que ocasiona en la salud publica, asi como por las

graves perdidas econdmicas asociadas a esta enfermedad

Las pérdidas econdmicas en humanos estan relacionadas al costo del diagndstico clinico
y de laboratorio, costo del tratamiento, indemnizaciones, y juicios laborales. En el caso
de los bovinos, el aborto, esterilidad, disminucion de la produccion de leche, retrasos en
los programas de mejoramiento genético, nacimiento de terneros débiles, son las causas
mas comunes de pérdidas econdmicas, pero a estas de deben sumar otras como la
restriccion en la comercializacion internacional de animales y productos alimenticios

derivados de estos, debido a las restricciones sanitarias existentes.

El hombre y los animales, adquieren esta infeccién, sea por el contacto directo con
animales o material infectado (fetos, membranas fetales, secreciones vaginales), o por la

ingestion de las bacterias contenidas en productos lacteos no pasteurizados.

Una de las opciones mas frecuentemente utilizadas para el control de la brucelosis
bovina, es la inmunizacion de los bovinos con la vacuna cepa-19 (B-19).
Lamentablemente la sola estrategia de vacunacion no podra erradicar el problema, para
ello es necesario la identificacion de los animales infectados y su correcta eliminacion.
Es alli cuando surgen los grandes problemas, pues este tipo de vacuna tiene la
desventaja de producir anticuerpos aglutinantes, que interfieren tanto en las pruebas de
aglutinacion, asi como en el iELISA y el "Skin test”, lo que dificulta el diagnostico
correcto, interfiriendo en la comprension real del problema y la basqueda de soluciones

adecuadas.



La presencia de la brucelosis en la ganaderia ecuatoriana fue evidenciada por
Salvestroni en 1926, posteriormente a pesar de los esfuerzos realizados en los trabajos
de investigacion relacionados a la brucelosis animal en Ecuador, la falta de técnicas de
diagndstico estandarizadas de alta sensibilidad y especificidad, inadecuada
interpretacion de resultados, asi como el bajo nimero de aislamientos y tipificaciones de

Brucella spp., ha impedido tener una apreciacion veraz del problema.

Este trabajo fue realizado con el objetivo de generar informacién confiable sobre la
situacion epidemiolégica de la brucelosis bovina y su impacto en la salud publica en la
region noroeste de Ecuador, y los factores de riesgo que se asocian; conocimiento que
ayude a tomar decisiones adecuadas por parte de los Organismos Oficiales responsables
de la vigilancia de esta zoonosis en Ecuador, basado en la contextualizacion de
problemas. Con este fin, se establecieron cuatro objetivos especificos.

Este manuscrito de tesis, esta dividio en dos grandes secciones: la introduccion
elaborada para proveer un acercamiento a la literatura existente sobre brucella sp. y la
brucellosis, y la seccidén experimental en la cual se presentan los estudios realizados en

humanos y animales en Ecuador, realiados durante las fases de campo y laboratorio.

En la seccion de introduccién, se abordan aspectos generales sobre el agente causal de
la enfermedad, aspectos epidemiol6gicos y de la respuesta inmunitaria de los
hospederos, asi como las particularidades de los diferentes métodos utilizados para su
diagnostico directo e indirecto, ademas se presenta un revision bibliografica sobre los
sistemas de crianza animal en Ecuador, a fin de establecer la situacion actual de la

brucelosis (Objetivo 1).

La seccion experimental presenta los estudios realizados en animales, con la finalidad
de caracterizar el agente causal, determinar la prevalencia real de la infeccion, y estimar
los parametros de sensibilidad y especificidad de los test de diagnostico utilizados
(Objetivo 2), y para establecer la importancia zoondtica de la brucelosis (Objetivo 3).



Primero, se presentan los resultados obtenidos del estudio realizado en bovinos de la
zona nor-oeste del Ecuador: y luego las observaciones realizadas durante el estudio de

la brucelosis en los caprinos de dos regiones de Ecuador.

En el caso de los humanos, son presentados los resultados de los estudios para
determinar la prevalencia real, factores de riesgo y caracterizacion de ahente causal,
determinacio de la sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas utilizadas, y

la presentacion del seguimiento clinico - seroldgico de un caso de orquitis.
La tesis finaliza con la presentacion de lineas directrices que podrian servir de base para

el desarrollo de una estrategia para la vigilancia epidemioldgica de la brucelosis bovina

y humana, adaptada a las condiciones de la region noroeste de Ecuador. (Objetivo 4).
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Préambule




La brucellose est une maladie infectieuse causée par des bactéries du genre Brucella, qui
peuvent affecter différentes especes animales telles que les bovins, les moutons, les
chévres, les porcs et les chevaux. Chez ces especes, des infections chroniques ont été
rapportées. Le premier isolement de l'agent causal chez les bovins a été realise au
Danemark en 1897, mais onze ans apres que Bruce Davis ait identifié l'infection chez
I’homme suite & ’isolement de Micrococcus mellitensis, caractérisant ainsi cette infection

comme étant une zoonose.

La prévalence et I’incidence de la brucellose chez I'homme sont directement li¢es a la
présence de l'infection au sein des réservoirs animaux. Chez ces derniers, des troubles de la
reproduction tels que 1’avortement, la rétention du placenta, I’orchite - épididymite et la
stérilité sont rapportés. Les pertes économiques causées par la brucellose ne sont pas
seulement liées aux effets directs sur la santé humaine et animale, mais aussi & des

restrictions en termes de commercialisation des animaux et de leurs produits.

La brucellose bovine est apparue en Equateur suite a I’introduction d’animaux infectés au
moment de la conquéte espagnole, bien que sa présence n’ait été confirmée officiellement
qu’en 1955. La prévalence réelle et la distribution de Brucella sp. chez les bovins sont
inconnues en Equateur. Seule une enquéte nationale sérologique menée en 1979 a permis

de mettre en évidence la présence d'anticorps contre I'agent causal.

Les actions mises en ceuvre pour le controle et 1'éradication de la brucellose dans le monde
entier reposent principalement sur la vaccination des animaux et l'abattage des animaux
infectés. En raison des réactions croisées liées a la vaccination, et au vu des particularités
des tests de laboratoire, la fiabilité¢ du diagnostic de l'infection chez ’homme et les animaux

a toujours porte a discussion.

L Ultérieurement dénommée Brucella melitensis.



Actuellement, la brucellose est considérée comme une maladie ré-émergente, en raison de
la recrudescence des cas humains liés aux voyages et a l'ingestion de produits laitiers, dans

les zones ou l'infection est toujours présente parmi les réservoirs animaux.

L'introduction de cette these vise, dans un premier temps, a donner une appréciation sur les
aspects généraux de l'agent causal et de l'infection chez I'homme et chez les différents
réservoirs animaux, ainsi que sur 1’épidémiologie de la maladie. Dans la seconde partie, les
caractéristiques du systéme d'élevage en Equateur ainsi qu’une revue de littérature ciblant

les études sur les brucelloses humaine et animale en Equateur seront développés.
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Partie 1: Brucelloses: généralités, épidémiologie, réponse
Immunitaire, signes cliniques, diagnostic et vaccination.




1.- Genéralités
1.1.- Historique
La brucellose serait apparemment connue depuis 1'époque d’Hippocrate, c’est-a-dire 400
ans avant Jésus Christ, bien que les premieres descriptions détaillées sur cette maladie
n’aient été réalisées qu’en 1751 par Cleghorn (Ruiz Castafieda, 1954; Suéarez, 2001). La
premiére description clinique fiable de la maladie remonte a 1859 et est attribuée a Marston
(Nicoletti, 2002).

Jusqu'en 1875, le mode de transmission de cette infection était toujours inconnu, et
représentait une source de polémique entre médecins, vétérinaires et producteurs. En 1870,
Franck, et ensuite Lehnert et Brauel, ont provoqué un avortement aprés avoir placé dans le
vagin de vaches saines des fragments de placentas provenant de vaches avortées. En 1875,
Saint et Cyr conclurent que 1’avortement épizootique des bovins était causé par un agent
non encore déterminé. En 1886, Woodhead provogua lI'avortement de vaches et de chevres
en placant des sécrétions vaginales provenant de vaches infectées dans leurs voies génitales
(OIE, 2000; Young, 1997).

Cette maladie fut d’abord étudiée chez I’homme, et aprés seulement chez les animaux
domestiques. C’est en 1886 que Bruce isola l'agent causal a partir de la rate de soldats
morts apres avoir contracté cette infection, caractérisée par une fiévre ondulante; il a alors
baptisé cet agent Micrococcus melitensis (Nicoletti, 2002). Ce n’est qu’onze ans apres, en
1897, que le vétérinaire danois Bang isola lI'agent responsable d’avortement infectieux chez

le bovin et le surnomma «Bacille de Bang».

En 1897, Wright & Smith mirent au point une methode de diagnostic sérologique basée sur
la propriét¢ d’agglutination des sérums sanguins de patients envers des cultures de
Micrococcus melitensis. Wright se fit vacciner avec ces bactéries mortes mais contracta
ensuite la maladie (OIE, 2000; Young, 1997).



En 1905, 19 ans aprés le premier isolement du Micrococcus melitensis, Zammit &
Horrocks isolerent le micro-organisme dans le lait des chevres, mettant en évidence pour la
premiére fois I'importance épidémiologique que représente les mammiferes domestiques
dans le cycle de transmission. Cette découverte a permis d’instaurer la premic¢re mesure de

contrdle, a savoir interdire aux soldats anglais de consommer du lait de chevre.

En 1911, Schroeder et Cotton, mais aussi Moudre et Traum, isolérent I'agent causal
respectivement dans le lait de vache et a partir d’amygdales d'enfants qui consommaient ce
lait. 1ls ont ainsi déterminé le rdle épidémiologique que jouent les bovins dans la

transmission de cette zoonose (Godfroid et al., 2010; Saegerman et al., 2010).

En 1914, Traum rapporta l'existence d’un troisiéme membre de l'actuel genre Brucella, a
savoir Brucella suis, isolé a partir de feetus avortés de truies. Néanmoins, ce n’est que dix
ans plus tard que Keefer rapporta l'infection chez I'homme (Godfroid et al., 2010;

Saegerman et al., 2010).

La relation entre lI'agent causal de la fievre de Malte et la maladie de Bang a été mise en
évidence en 1920, au travers des travaux d’Alice Evans. C’est elle-méme qui suggera de

baptiser I'agent causal «Brucella» en hommage a David Bruce.

En 1929, Huddleson développa des techniques permettant de différencier B. abortus, B.
melitensis et B. suis (Bowden, 1996). La souche vaccinale de B. abortus 19 (B19 ou S19) a
été isolée en 1923 par Buck, qui démontra son pouvoir protecteur chez les bovins des 1930.
Les vaccins vivants atténués ont fait leur apparition en 1945 avec la souche Brucella
abortus 45/20 mise au point par Mc Ewwen et Priestly et c’est Elberg qui a créé la premiere

souche mutante de Brucella melitensis Rev-1.

Mc Farlane et ses collaborateurs furent les premiers a isoler Brucella ovis en Nouvelle
Zélande en 1950. En 1968, Carmichael et Bruner isolerent pour la premiéere fois Brucella
canis (Bowden, 1996).



Depuis la création du genre Brucella, réalisée en 1920 par Meyer et Shaw, jusqu'a 1963
uniquement l'espéce Brucella suis a été ajoutée dans ce genre. Au cours des 30 derniéres
anneées, trois nouvelles especes de Brucella (B. canis, B. ovis, et B. neotomae) ont été
officiellement ajoutées a ce groupe. Brucella neotomae, qui, comme toutes les espéces
classiques est lisse, ce qui ne fut pas le cas pour les espéces naturellement rugueuses (B.
ovis et B. canis) dont le rattachement au genre Brucella fut plus difficile (Saegerman et al.,
2010; Suérez, 2001).

Plus récemment, de nouvelles espéces sont venues s’ajouter: Brucella ceti et Brucella
pinnipedialis chez les mammiféres marins (Maquart et al., 2009), Brucella inopinata isolée
d’un implant humain (Scholz et al., 2010) et enfin Brucella papionis (Whatmore et al.,
2014).

1.2.- Synonymes

Au fil des années, la brucellose humaine a acquis plusieurs synonymes, tels que: fiévre
ondulante, septicémie de Bruce, fievre Méditerranéenne, fievre de Malte, fievre du Rio
Grande (Lopez, 2002), fievre gastrique, (Mammerickx, 1990), fievre du Gibraltar, fievre de
Chypre, fievre sudorale, fievre caprine, fievre de Traum ou encore fiévre du Pefion (Kelser
& Schoening, 1946). Chez les animaux, elle est connue comme maladie de Bang,
avortement contagieux et avortement épizootique. Ces expressions font référence, tantot

aux signes cliniques de la maladie, tant6t a sa localisation géographique.

1.3.- Importance en santé publique et impact économique
Malgré les efforts de controle et/ou d’éradication, la brucellose est considérée par les
organismes internationaux comme la zoonose la plus répandue dans le monde (Gil &
Samartino, 2001; OIE, 2016a). Elle est toujours présente a 1’état endémique dans de
nombreux pays d’Amérique du Sud, dans les pays du bassin méditerranéen, au Moyen-
Orient, en Afrique et en Asie occidentale (Lucero et al., 2008).

Cinq des espéces traditionnellement reconnues (B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis et

B. canis) peuvent causer une infection chez I'homme (M. Corbel, 2006; Doganay et al.,



2003). Les especes isolées de mammiferes marins présentent aussi un caractére zoonotique
(Corbel, 2006; Godfroid et al., 2005).

On estime, qu'au niveau mondial, entre 400 000 et 500 000 nouveaux cas de brucellose
humaine sont rapportés annuellement (Alvarez, 2001). Son importance est liée aux
consequences nefastes qu'elle provoque en santé publique et aux importantes pertes

économiques associées (Halling et Boyle, 2002; Spinu et al., 1966).

Vu le caractére chronique de la maladie chez I’homme, les pertes économiques sont
consecutives aux incapacités liées a la maladie, a une diminution des heures de travail ainsi
qu’aux colts engendrés par le traitement (Bowden, 1996). Une étude réalisée au Pérou a
estimé le codt minimal associé au traitement de la brucellose a 255 USD par patient, tandis
qu’une étude plus récente a évalué ce chiffre a 1.000 USD voire 4.000 USD pour les cas
graves (Gil et Samartino, 2001).

Les pertes économiques engendrées par cette infection varient d'un pays a un autre, selon la
prévalence réelle de la maladie et les espéces animales concernées. Ainsi Acha et Szyfres
(2003) ont précisé qu'en Amérique latine, la brucellose causait une perte annuelle proche
des 600 millions de dollars, et ce, rien que pour ses conséquences sur le cheptel bovin. Elles
sont principalement liées aux avortements, a la naissances de veaux faibles, a la stérilité des
animaux adultes, aux traitements des infections secondaires dus aux métrites et aux
mammites, aux diminutions de production laitiére et a I'augmentation de I’intervalle entre

les vélages (Acha et Szyfres, 2003; Blood et al., 1987; Corbel, 2006).

Au Mexique, une perte annuelle de 200 millions d'USD a été estimée (Luna-Martinez et
Mejia-Teran, 2002), tandis que les pertes économiques générees par la brucellose animale
en Amérique Centrale s'élévent a 25 millions d'USD par an (Moreno, 2002).

La nécessité de certifier que les animaux destinés a ’exportation sont indemnes de

plusieurs maladies, parmi lesquelles on retrouve la brucellose, empéche Ia



commercialisation d'animaux vers 1’Amérique du Nord et les pays de 1'Union Européenne

(UE), dont les exigences sanitaires sont tres strictes.

Il a été suggéré que l'aide, tant scientifique que financiére, soit dirigée vers les zones

endémiques (Pappas et al., 2006).

1.4.- Brucella et le bioterrorisme
Les Brucella spp. sont également des agents potentiels du bioterrorisme qui sont repris dans

la catégorie B des agents pathogenes des Centres de prévention et de contréle d’Atlanta.

2.- Legenre Brucella

2.1.- Généralités

Les bactéries du genre Brucella sont de petits coccobacilles, immobiles et sans capsule, qui
croissent dans des conditions d’anaérobioe, a 37°C. Certains biotypes ont besoin d’une
concentration en CO, comprise entre 5% et 10% (Alton et al., 1988). Sur base du
séquengage de I’ADN ribosomique 168S, le genre Brucella appartient a la subdivision a des
Protéobactéries (Mantur et al. 2007), laquelle regroupe des organismes caractérisés par leur
pouvoir pathogene intracellulaire affectant les plantes (Agrobacterium et Rhizobiaceae) et
les animaux (Brucella, Bartonella ou Rickettsia). Ce sont des bactéries dont la longueur

varie entre 0.5 et 1.5 pm et leur diamétre de 0.5 a 0.7 um (Alton et al., 1988).

Les tests classiques, a savoir le besoin en CO,, la sensibilité aux colorants, la production de
H,S, I’activité uréasique, et les réactions d'agglutination avec des serums mono-spécifiques
(ciblant les épitopes A et M), permettent de confirmer I'identité de ces bactéries et sont
également utiles dans la différenciation du biotype des principales sous-especes de Brucella
(FAO & OMS, 1986). Le tableau 1.1 résume les tests permettant de différencier les
biotypes de Brucella (Alton et al., 1988; Marin et Blasco, 2001).



Tableau 1.1 Tests permettant de différencier les biotypes de Brucella (Alton et al.,
1988; Marin & Blasco, 2001).

Agglutination

Croissance en présence de ? )
avec serums

Exigence Production

Espéce Biotype

en CO, de H,S Thionine Fuchsme Safranine A M
basique
B. melitensis 1 - - + + + - +
2 - - + + + + -
3 - - + + + + +
B. abortus 1 +¢ + - + + + -
2 +¢ + - - _ + _
3 +° + + + + + -
4 + + - +d + - +
5 - - + + + - +
6 - - + + + + -
9 +0- + + + + - +
B. suis 1 - + + e - + -
2 - - + - - + -
3 - - + + - + -
4 - - + s - + +
5 - - + - - - +
B. neotomae - + -9 - - + -
B. ovis + - + f - - -
B. canis - - + f - - -
B. cetaceae - - + + + + R
B. pinnipediae + - + + + + -
B. abortus 19 - + - + + " N
B. abortus RB51 + + - + + -
B. abortus Rev.1 - - - - + - +

& Concentration de 20 pg/ml de thionine et de fuchsine basique et 100 pg/ml de safranine ajoutées au milieu
sérum dextrose agar

P A= sérum mono-spécifique anti-A, B = sérum mono-spécifique anti-B

¢ Positif pour le majorité des souches

4 Quelque souches isolées au Canada, en Grande-Bretagne et aux USA sont inhibées par la fuchsine basique

¢ Quelque souches résistantes a la fuchsine basique ont été isolées en Amérique du Sud et dans le Sud-Est
Asiatique

" Négatif pour la majorité des souches

9 Croissance a une concentration en thionine de 10 pg/ml

L'étude des acides nucléiques a permis de démontrer le faible degré de différence entre les
especes de ce genre (Mellado, 1996). Brucella melitensis, B. abortus, B. suis et B.
neotomae présentent presque 100% d'homologie au niveau de leur séquence en poly
nucléotides. Brucella ovis, quant a elle, présente 94% d'’homologie avec les autres especes,
la différence étant due au fait que 6% des bases du génome sont manquantes chez cette
espece (Moriyon & LoOpez-Gofii, 2001; Vizcaino, Cloeckaert, Verger, Grayon, &
Fernandez-Lago, 2000). Pour cette raison, il a été proposé de réduire le genre a une seule

espece, a savoir B. melitensis, avec multiples biotypes, mais cette proposition n'a pas encore
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été acceptée (Acha & Szyfres, 2003). La nomenclature actuelle reste en vigueur, au vu des
différences en matiére de préférences d’hotes selon les espéces, de leur distribution
géographique et de leurs caractéristiques métaboliques (Mellado, 1996; Moriyon & Lopez-

Gofii, 2001). En conséquence, les deux systemes taxonomiques sont utilises.

Les souches de Brucella isolées de mammiféres marins semblent ne pas pouvoir s'adapter
complétement aux especes classiques; la création de nouvelles espéces a donc été suggeérée
(Marin & Blasco, 2001).

2.2.- Structure

Parmi les onze especes de Brucella existantes, neuf d'entre elles (B. melitensis, B. abortus,
B. suis, B. neotomae, B. pinnipedialis, B. ceti, B. microti, B. inopinata and B. papionis) se
présentent en phase lisse (s), tandis que deux (B. ovis et B. canis) se présentent en phase
rugueuse (r) (Acha & Szyfres, 2003; Alton et al., 1988; Jacques Godfroid et al., 2010;
Saegerman et al., 2010) Les espéces de Brucella sont classées comme lisses ou rugueuses
en fonction de l'aspect de leurs colonies en culture sur milieu solide. Celui-ci est lié a
I'expression particuliere de lipopolysaccharides (LPS) de surface par les bactéries. Chez les
espéces telles que B. abortus, les LPS-s (lipopolysaccharides lisses) ont une structure en
polysaccharide exposant la "chaine O" (polysaccharide O, PSO), qui est absente chez les

especes rugueuses.

Dans le cytoplasme des bactéries, il existe aussi des antigénes qui semblent jouer un certain

role dans la réaction d'hypersensibilité retardée (protéines intra-cytoplasmiques).

2.3.- Le Lipopolysaccharide

Le LPS, est constitué de trois régions: (1) le lipide A (2) l'oligosaccharide, appelé noyau et
(3) le polysaccharide O ou chaine O (PSO). Ce PSO est responsable du déclenchement de

la réponse immunitaire humorale chez les hotes réservoirs.



La similitude de cette chaine O est responsable des réactions croisées avec d'autres
bactéries Gram negatives; Yersinia enterocolitica O:9, par exemple, présente une chaine O
identique a celle trouvée chez B. abortus biotype 1. D'autres bactéries telles que Salmonella
spp, Vibrio cholerae et Escherichia coli montrent aussi des réactions croisées (Bowden,
1996; M. Corbel, 2006; Doganay et al., 2003).

Les antigenes A et M, définis par Wilson et Mille en 1932, sont des structures présentes

dans la chaine O du LPS-s et dont la distribution quantitative varie d'un biotype a un autre.

3.- Epidémiologie

3.1.- Résistance dans I’environnement

Bien que les Brucella soient sensibles au rayonnement solaire direct ainsi qu'aux
désinfectants et a la pasteurisation (Davis & Casey, 1973, cités par Bercovich, 2000), leur
durée de survie dans I’environnement varie selon le milieu dans lequel elles se trouvent;
elle sera de 60 a 140 jours dans le sol humide, 30 jours dans I’urine, 75 jours dans des foetus
avortés, plus de 200 jours dans des sécrétions utérines et 30 a 210 jours dans les matiéres
fécales (Kerimov, 1983, cité par Bercovich, 2000; Carter, 1985).

3.2.- Modes de transmission
Les animaux infectés peuvent excréter les bactéries dans l'urine, le lait, les sécrétions
vaginales ou le sperme, qui peuvent a leur tour contaminer d'autres animaux du troupeau et

I'environnement (patures, eau et locaux) (Roux, 1979).

Une vache infectée peut commencer a excréter la bactérie dés le 39éme jour post-infection.
Bien que la plus forte excrétion de germes se produise au moment du vélage ou de
I’avortement, les animaux peuvent continuer a excréter les micro-organismes de maniere
intermittente au cours de longues périodes (Herr et al. et 1990; Philippon et al., 1970, cités
par Bercovich, 2000). Selon certaines estimations, 10** & 10 bactéries peuvent étre
¢liminées dans I’environnement par gramme de tissu cotylédonaire, principalement au

moment du vélage ou de I’avortement (Saegerman et al., 2010; Godfroid et al., 2010).



Les voies de contamination chez I'homme et les animaux sont:

e Contacts directs avec des animaux ou carcasses infectés, des avortons ou lors

d’accidents dans des laboratoires (Doganay et al., 2003; Gavazzi, Prigent, Baudet,
Banoita, & Daoud, 1997) ;

e Ingestion de liguides ou tissus contaminés, tels que membranes foetales et

sécrétions utérines, généralement en cas d’avortement (Kang, Gunaseelan, &
Abbas, 2014; Saegerman et al., 2010) ;

e Paturage dans un environnement contaminé ou ingestion d'eau contaminée
(Saegerman et al., 2010; Godfroid et al., 2010; Kang et al., 2014) ;

e Ingestion de matériel contaminé tel le lait ou les produits laitier non pasteurisés, ou

encore ingestion d'aliments inhabituels comme du sang ;

e Inhalation d'aérosols contaminés, a la ferme ; a 1’abattoir ou en laboratoire ;

e Voie conjonctivale, suite a un contact direct avec une main ou un gant contamine,

ou via des aérosols contenant des micro-organismes (Nicoletti, 1980) ;

e Auto-inoculation accidentelle, en travaillant de maniére inadéquate avec des vaccins

vivants ;

e Voie sexuelle, lors de monte naturelle ou d’insémination artificielle, via le sperme

contaminé (Acha & Szyfres, 2003; Carter, 1985; Nicoletti, 1980).

3.3.- Espéces animales sensibles

Les différentes especes du genre Brucella ont une prédilection pour I'une ou l'autre espece-
hote animale: B. abortus chez les bovins, B. melitensis chez les caprins et B. suis chez les
suidés (Tableau 1.2). Toutefois, il n'est pas rare de rencontrer des brebis, chévres, chiens,
chevaux, camélideés (dont les sud-américains), buffles et animaux sauvage infectés par B.
abortus; ils peuvent alors jouer le réle de réservoir et disséminer la maladie (Manthei &
Deyoe, 1970, cités par Bercovich, 2000; Corbel, 2006; Robinson, 2003; Roux, 1979;
Saegerman et al., 2010).

3.4.- Distribution géographique
A T’heure actuelle, la brucellose est distribuée au niveau mondial (Suérez, 2001). Certains

pays ont réussi a éradiquer la brucellose bovine grace a la mise en place de programmes de
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surveillance épidémiologique et de controle; c'est le cas, par exemple, de la Finlande, du
Royaume-Uni, de la Norvége, de la Suede, de la Belgique et du Danemark (Godfroid et
Késbohrer, 2002). D’autres pays ont réussi a réduire considérablement I’incidence de la
brucellose bovine comme, par exemple, le Japon, la Nouvelle-Zélande, I'Australie ou

encore I'Allemagne (Suarez, 2001).

Tableau 1.2 Hotes accidentels de Brucella spp. (Alton et al., 1988; Godfroid et al., 2010;
Saegerman et al., 2010)
Morphologie de la

Pathogénicité

Espéce colonie* Biotype  Hotes préférentiels chez I’homme

B melitensis lisse 1-3  ovins, caprin haute
B. abortus lisse 1-6,9 bovins haute
B. suis lisse 1-3  porcs, liévres, rennes haute
B. neotomae lisse - néotomas modérée
B. ovis rugueux - ovins haute
B. canis rugueux - canidés modérée
B. pinnipedialis lisse - pinnipédes oui

B. ceti lisse - cétaces oui

B. microti lisse - rongeurs non
B. inopinata lisse - homme ?

B. papionis lisse - babouin ?

3.5.- Vecteurs mécaniques

Il existe des vecteurs mécaniques, parmi lesquels des animaux domestiques et sauvages
ainsi que I'nomme, qui peuvent propager la maladie (Roux, 1979). Il est difficile de
déterminer jusqu'a quel degré le passage d'animaux dans les zones urbaines ou dans les
parcs peut s’accompagner d’une contamination de ces lieux, mais le risque existe

néanmaoins.

3.6.- Groupes humains a risque

La prévalence de la maladie est influencée par les conditions socio-économiques de chaque
pays, région ou localité. Dans les pays en voie de développement, ou prédominent les
systémes d’élevage traditionnels et ou les infrastructures sanitaires sont déficientes voire
inexistantes, cette maladie affecte la population en général, tandis que dans les pays
développés, cette maladie présente plutdt un caractere professionnel (Corbel, 2006;
Doganay et al., 2003).
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Parmi les professions a risque, ce sont les métiers liés a I’agriculture et a 1’élevage qui
présentent le risque le plus élevé, a savoir les médecins vétérinaires, les ingénieurs
agronomes, les travailleurs agricoles, les ouvriers d’abattoirs et de boucherie ainsi que le
personnel de laboratoire. Les infections causées par B. abortus et B. suis sont souvent des
maladies professionnelles, tandis que B. melitensis affecte la population en général (Acha &
Szyfres, 2003).

4.- Reéponse immunitaire

Brucella spp. entraine le déclenchement d’une réponse cellulaire (activée par les protéines
intra-cytoplasmiques) et humorale (activée par le LPS). L’ampleur et la durée de la réponse
dépendent de plusieurs facteurs, parmi lesquels: la virulence de l'agent causal, la dose
infectieuse, et les facteurs propres a 1’hote tels que 1'age, le sexe, I’état de grossesse ou le

degré d’exposition (Nicoletti, 2001).

4.1.- Pathogénie

Brucella spp. est un pathogene intracellulaire facultatif. L’infection de 1’h6te par Brucella
spp. se déroule en deux étapes au minimum. L’infection initiale voit le nombre de germes
augmenter, puis I'étape latente se caractérise par leur survie intracellulaire (Halling &
Boyle, 2002).

Aprées avoir pénétré I’organisme au niveau d’une des voies d’entrée possibles, les bactéries
sont phagocytées et véhiculées par voie lymphatique jusqu’aux ganglions régionaux (le
plus souvent, rétro-mammaires et sous-maxillaires). Elles sont ensuite distribuées vers les
différents organes suite a une bactériémie (Mellado, 1996). Ces bactéries sont phagocytées
par les macrophages, mais une fois a l'intérieur des cellules, elles restent pendant plusieurs
heures dans des endosomes formés lors de la phase G1 du cycle cellulaire (en fonction du

type de cellule-héte); il s’agit du premier stade de 1'infection (De Bolle et al. 2015).

Cette espéce de bactéries dispose de plusieurs mécanismes de défense pour lutter contre les
réponses bactéricides de I'hote. Les espéces avec lipopolysaccharide lisse (LPS-S) sont plus
résistantes a la réponse immunitaire, ce qui influence leur survie intracellulaire. Les

11



mécanismes d'évasion consistent en la production d'adénine et de guanine monophosphate,
qui vont inhiber la fusion phagosome - lysosome, la production de Cu-Zn superoxyde-
dismutase, utilisée lors de la premiére phase de I'infection intracellulaire et I'activation du

systéeme myéloperoxydase (de Bagues et al., 2005).

Chez les animaux non gestants, les germes se localisent dans les ganglions rétro-
mammaires, et pendant la gestation, les Brucella envahissent I'utérus, ou elles se multiplient
a la faveur de la présence en grandes quantités d'érythritol, un hydrate de carbone présent

dans le placenta des vaches (De Bolle et al., 2015).

4.2.- Réponse immunitaire de type humoral

42.1.- Géneralités

Le contrdle de I'infection est assuré par les cellules T spécifiques, qui, grace a la sécrétion
de lymphokines, activent les mécanismes bactéricides des macrophages. En méme temps
que I'immunité cellulaire, une hypersensibilité retardée dirigée contre des antigenes (Ag)
protéiques de Brucella spp est déclenchée. La réponse humorale est caractérisée par une
augmentation initiale d'immunoglobulines (1g) de type M (IgM), suivie d'une augmentation
des titres en immunoglobulines G (IgG). Cette augmentation se produit dans les 7 a 14
jours suivant l'infection. Deés cet instant, une augmentation des deux types d’Ig peut étre
observée (MacMillan, 1990 cité par Bercovich, 2000). Chez les bovins, l'infection
chronique est caractérisée par une synthese prolongée d'lgG et des concentrations faibles en
IgM (Alton et al., 1988; Bowden, 1996). Les concentrations en anticorps (Ac) de type 19G2
varient d'un bovin a I’autre, alors que celles en IgG1 restent généralement faibles, suite au
passage des Ig sériques dans le colostrum. Les IgG1, IgM et IgA se retrouvent dans le lait
des animaux infectés (Bowden, 1996). Les Ac sont principalement dirigés contre la chaine
du LPS de Brucella abortus, qui joue ainsi le role d’Ag. Les Ac induisent la lyse
bactérienne par la voie classique d’activation du complément, ainsi que par phagocytose.
Une réaction légérement retardée est également développée contre les protéines de la
membrane externe. Chez les bovins pubéres, les Ac sont détectables dés 30 jours et jusqu’a

3-6 mois apres ’infection, parfois méme durant toute la vie de I’animal.
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4.2.2.- Réponse immunitaire humorale apreés vaccination

Apres I'administration d'un vaccin chez un animal, la séroconversion est observée 1 a 2
semaines apres la vaccination, principalement du type IgM pendant environ 2 semaines. En
général, les anticorps apres la vaccination, diminuent a des niveaux indétectables apres une
période de 3 a 8 mois aprés la vaccination chez les veaux femelles pré-pubéres (Olizki
1970, cité par Bercovich, 2000; Bowden, 1996). Du fait que Brucella spp. est un pathogéne
intracellulaire facultatif, il ne convient pas de se fier uniqguement sur les niveaux de
circulation des anticorps comme seul indicateur de I'immunité d'un animal. Les animaux
vaccinés ou infectés par une souche virulente développent également une réaction
d'hypersensibilité plus lente si un extrait de Brucella (protéines intra-cytoplasmiques) est

administré (Saegerman et al., 1999).

4.3.- Réponse immunitaire de type cellulaire

4.3.1.- Généralités

La réponse immunitaire de type cellulaire est dirigée exclusivement contre des protéines
bactériennes.

Elle se déroule en quatre étapes : 1) les macrophages infectés produisent des cytokines; 2)
les lymphocytes précurseurs se différentient en lymphocytes de type 1; 3) ces lymphocytes
de type 1 se différentient en lymphocytes T «helpers» CD4+ et cytotoxiques CD8+ et 4)
I’interféron gamma sécrété par ces deux types de lymphocytes induit la lyse bactérienne.

Le délai d’installation de I’hypersensibilité¢ retardée spécifique est identique a celui

nécessaire au déclenchement de la réponse humorale.

5.- Tableau clinique

5.1.- Chez I’homme

Parmi les six principaux biovars, quatre sont frequemment associés a des manifestations
cliniques chez I’lhomme : B. melitensis, B. suis, B. abortus et B. canis. Ces manifestations
clinigues incluent: fievre, maux de téte, arthralgie, myalgie, douleur dorsale, toux, malaise,
anorexie, fatigue et perte de poids. Chez quelques patients, la brucellose peut conduire a
des complications de type ostéo-articulaires, voire des désordres gastro-intestinaux,

cardiovasculaires, neurologiques, genito-urinaires, pulmonaires ou cutanés. Ces signes
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cliniques seront plus sévéres et frequents chez des patients infectés par B. melitensis, en
raison de sa plus grande pathogénicité.

La majorité des cas de brucellose chronique sont consécutifs a un traitement inadapté, soit a
cause de I’utilisation d’antibiotiques inadéquats, soit & cause d'un dosage insuffisant. La
forme clinique de la brucellose chronique est caractérisée par des infections localisees; les
principaux signes sont: fatigue persistante, malaise et dépression, sans évidence clinique,

microbiologique ou sérologique d’une infection active.

5.2.- Chez les animaux
Certains facteurs peuvent influencer le tableau clinique, parmi lesquels: I'état immunitaire

de I’animal, I'dge, I’existence d’une gestation ainsi que la dose infectante (Blood et al.,

1987).

Chez les bovins, la maladie passe souvent inapercue (Ragan, 2002), le seul signe clinique
étant ’avortement au cours de la premiére gestation, généralement pendant le dernier
trimestre (Crawford, Huber, & Adams, 1990; England, Kelly, Jones, MacMillan, &
Wooldridge, 2004). Ont également été rapportés: naissance des veaux faibles, rétention
placentaire, métrite, orchite (uni - ou bilatérale), synovite (surtout au niveau des membres

postérieurs), diminution de la fertilité et de la production laitiére.

52.1.- L'avortement

L'affinité de Brucella spp. pour le placenta a été attribuée a la production en grande
quantité d’erythritol, un hydrate de carbone produit par le placenta de la vache, mais que
’on ne retrouve pas chez I’homme (Carter, 1985). Il est notamment capable de stimuler la

croissance de ces germes (Mellado, 1996).

Le colt engendré par des avortements a Brucella spp. fluctuerait entre 1.000 et 2.000 USD
par animal (Luna-Martinez et Mejia-Teran, 2002). Ceci peut représenter un poste important

de pertes économiques a 1’échelle d’une ferme (Samartino et Enright, 1993).

14



6.- Diagnostic

6.1.- Diagnostic chez les animaux

6.1.1.- Diagnostic bactériologique

Bien que I'analyse bactériologique reste la seule méthode diagnostique la plus fiable, son
codt élevé, sa mise au point difficile et le risque important lié aux manipulations pour
I’opérateur, ne permettent pas son utilisation en routine. Son usage est actuellement

restreint a des laboratoires de niveau de biosécurité 3 (OIE, 2016a).

I1 est important de noter que les résultats de I'examen bactériologique peuvent s’avérer étre
des faux négatifs, surtout si les échantillons sont contaminés par d'autres bactéries, ou s'ils

ont été mal conservés (Alton et al., 1988).

Des Brucella peuvent étre isolées a partir du placenta ainsi que du contenu pulmonaire et
stomacal des feetus avortés. Les vaches cessent généralement d'excréter des germes au
niveau du tractus utérin aprés son involution, mais ceux-ci sont néanmoins stockés dans la
mamelle. C’est la raison pour laquelle le micro-organisme peut étre isolé dans le lait et les
sécrétions mammaires d'une vache en production laitiere. Le colostrum est également un

prélevement d’intérét.

6.1.1.1.- Isolement de Brucella
L'isolement des bactéries peut étre réalisé sur plusieurs milieux de culture ou sur des
milieux sélectifs simples, tels que le milieu Farrell (Farrell, 1974) ou le milieu de Thayer-

Martin modifié.

Brucella peut étre isolée a partir des échantillons suivants: ganglions lymphatiques rétro-
pharyngiens, sous-maxillaires et supra-mammaires, ainsi que contenu stomacal du feetus
avorté, tissus feetaux, placenta ou sécrétions vaginales et mammaires.

Les échantillons sont mis en culture aprés inoculation d'un milieu solide Farrell, et incubés
a une température de 37° C dans une atmosphere dont la concentration en CO; varie entre 5
et 10%.
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6.1.1.2.- Typage de Brucella

Les colonies suspectes sont identifiées par observation macroscopique et microscopique, et
par analyse biochimique (tests a 1’oxydase, la catalase et 1’uréase). Les espéces et biotypes
sont déterminés grace a leur déependance en CO,, leur croissance en milieu coloré (fuchsine,

thionine et safranine) et leur agglutination avec des sérums mono-spécifiques A et M.

6.1.2.- Diagnostic moléculaire

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique basée sur la détection
moléculaire des séquences specifiques de Brucella spp., telles que 16S - 23S, ou du géne
bcsp31 codant pour la protéine de 31-kDa présent chez cette espece. Cette méthode est
utilisée pour détecter et identifier ’ADN dans les cultures et échantillons cliniques.
Cependant, la technique PCR permettant de diagnostiquer la brucellose présente une faible
sensibilité par rapport aux méthodes de culture, alors que sa spécificité est proche des 100%
(Godfroid et al., 2010).

6.1.3.- Méthode diagnostique reposant sur la détection de la réponse humorale
6.1.3.1.- Aspects généraux

Quand Evans a pu mettre en évidence la relation antigénique entre B. abortus et B.
melitensis, en 1918, I'utilisation de B. abortus a été généralisée dans le cadre des tests
sérologiques. En effet, B. abortus est plus sensible aux agglutinines, et moins exposée aux

dissociations pouvant altérer leur réactivité (Ruiz Castafieda, 1954).

Les tests sérologiques utilisés en routine présentent plusieurs avantages, tels leur mise au
point relativement aisée ou leur colt acceptable. Néanmoins, des inconvénients sont
rapportés, liés principalement a la grande variabilité des résultats qui dépend: (1) du
caractére endémique ou non de la zone dont proviennent les échantillons, (2) du seuil de
positivité (cut-off) au-dela duquel un résultat est considére comme positif, et (3), de la

standardisation correcte des réactifs et procédures.
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6.1.3.2.- Réactions croisees

Les Brucella sont des pathogenes qui, de par leur caractére intracellulaire facultatif, sont
capables de déclencher une réponse immunitaire humorale et cellulaire. Les tests
sérologiques classiques, basés sur la détection d’Ac dirigés contre le LPS lisse (Garin-
Bastuji, 1993), présentent des réactions faussement positives avec des bactéries Gram
négatives, parce que celles-ci partagent un épitope du LPS (FAO et OMS, 1986; Pouillot et
al., 1997).

Plusieurs recherches ont mis en évidence des problemes dans I'éradication de la maladie
suite aux réactions croisées avec, par exemple, Yersinia enterocolitica O:9 et Escherichia
coli 0:157 (M.J. Corbel, 1985; Saegerman et al., 1999), mais aussi aux infections croisees
de bovins par d’autres espéces de Brucella, comme par exemple, B. melitensis (Halling &
Boyle, 2002). Un systeme permettant de discriminer les vrais des faux positifs consiste a
évaluer la réponse cellulaire sur base des protéines intra-cytoplasmiques de la bactérie
(Pouillot et al., 1997; Saegerman et al., 1999).

6.1.3.3.- Tests de diagnostic sur sérum

6.1.3.3.1.- Test d'agglutination rapide sur plaque “Rose de Bengale” (RB)

Le test au rose Bengale (RB) est une réaction d'agglutination sur lame, qui met en contact,
d'une part un Ag constitué d'une suspension de B. abortus (souche 99) inactivées par la
chaleur et colorées au rose Bengale, dans un tampon (pH 3,5 *+ 0,05), et d'autre part le
sérum a analyser (OIE, 2016a). Pietz et Schilf ont développé cet Ag acidifié, tamponné et
stable en 1967 (Mancera, 2001). Il s’agit d’un test qualitatif. Simple de réalisation, et d’un

colt peu élevé, il est tres utile comme test de dépistage (Doutre et al., 1977).

Ce test est capable de détecter des Ac de type IgM et IgG, bien que le pH acide permette
une trés bonne detection des IgG en reduisant les unions non spécifiques avec d'autres Ig
(Nielsen, 2002). La concentration en bactéries dans la suspension antigénique est de 8%
(v/v) (FAO et OMS, 1986).
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Il existe des faux négatifs, lorsque 1’infection est trés récente, mais aussi des faux positifs,
quand il y a présence d'Ac aprés vaccination, lors de réactions croisées, et d’erreurs dans
I'exécution du test, en déclarant positif, par exemple, un échantillon qui contient

uniquement de la matiére grasse (Blood et al., 1987).

Ce test est plus tardif que le test de séro-agglutination de Wright (SAT), mais il restera

positif plus longtemps car il détecte les 1IgG (Godfroid et Boelaert, 1995)

6.1.3.3.2.- Test d’agglutination sur plaque - BPAT

Le test BPAT (Buffered Plate Antigen Test) est similaire au test d'agglutination rapide sur
plaque RB. Il utilise une suspension concentrée de B. abortus, souche lisse 1119-3, colorée
au vert brillant et au cristal violet (OIE, 2016a). La concentration totale de cellules dans
I'Ag doit étre de 11% (v/v). C'est un test rapide et relativement simple (FAO et OMS,
1986). Le mélange sérum - Ag doit respecter des proportions 8:3.

6.1.3.3.3.- Test de séro-agglutination lente en tube ou test de Wright (SAT)

Ce test, également basé sur I'agglutination d'une suspension de Brucella, met en contact,
d'une part, une quantité constante d'Ag, et d’autre part, des dilutions croissantes de sérum.
Il met en évidence les IgM, et dans une moindre mesure, les 1gG. Il peut étre utilisé pour
confirmer une infection aigué. Les titres en Ac sériques sont fournis de maniere
quantitative, et exprimés en unités internationales (UI) d’agglutination (Godfroid &
Boelaert, 1995).

Parmi les inconvénients liés a ce test, il faut mentionner les réactions croisées avec d'autres
bactéries, ainsi qu’une interférence suite a la vaccination. Lors d’infection chronique, des
résultats faussement négatifs peuvent étre observés (Blood et al., 1987). Etant donné
I’exces d’Ac bloquants qui empéche 1’union des Ac agglutinants avec 1’Ag, le phénomene
de pro-zone peut étre observé (résultats negatifs lors des premieres dilutions, et positifs

pour les suivantes).

Ce test présente des avantages, tels que: (1) étre le plus précoce a détecter les Ac

agglutinants et (2), permettre, grace a des dilutions progressives du sérum, d’apprécier le
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titre complet d'agglutination de chaque échantillon. Différents auteurs mentionnent que les
animaux sont considérés comme positifs lorsqu’il y a agglutination compléte a une dilution
1/100 pour des animaux non vaccineés et 1/200 pour des animaux vaccinés (entre 3 et 9
mois d'age); d'autres précisent, par contre, que les animaux sont considérés comme positifs,
quand les niveaux d’Ac sont égaux ou supérieurs a 30 UI (EC Directive 64/432/EC, cité par
Bercovich, 2000).

Lors de la réalisation du test SAT, I’ajout d’EDTA réduit le risque d’union non specifique
(Garin et al., 1985). D’autre part, le test SAT-2ME est un test SAT modifié, dans lequel une
solution de 2-mercaptoetanol (2ME) détruit les ponts disulfures des IgM (FAO et OMS,
1986). L'efficacité de ce test pour détecter les IgG a été remise en question car le 2ME

affecterait aussi les 1gG. Alternativement, le dithiotréitol (DTT) est également utilise.

6.1.3.3.4.- Test de fixation de complément (CFT)

Le test de fixation du complément (CFT), basé sur la détection d’IgG, est un test important
pour le diagnostic de la brucellose (Hill, 1963, cité par Bercovich, 2000). Malgré une
lourde mise en ceuvre, a cause, notamment, de la nécessité de titrer les réactifs en continu et
d’utiliser des globules rouges frais chaque semaine; elle est relativement économique. Il
s’agit d’un des tests diagnostiques de routine dont la sensibilité analytique est la plus élevée
(Cobos et al., 2001). Il utilise un Ag préparé a partir de la souche lisse de B. abortus 99 ou
de la souche 1119-3 (OIE, 2016a).

Ce test est plus tardif que le SAT conventionnel et les titres obtenus confirment plutdt une
infection chronique (Blood et al., 1987). Comme il engendre peu de réactions non
spécifiques, il est utile pour différencier les animaux vaccinés de ceux infectés
naturellement; ¢’est d’ailleurs la raison pour laquelle il est utilisé pour écarter les résultats

faussement positifs obtenus avec le test RB (Godfroid et al., 2010).
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6.1.3.3.5.- Test «kEnzyme Linked Immunosorbent Assay» indirect (iIELISA)
Les tests ELISA qui, depuis leurs débuts, ont utilisé divers types d’Ag, comme des
bactéries complétes ou du LPS purifié ainsi que divers conjugués, présentent une sensibilité

et une spécificité tres élevées.

Ces techniques combinent la spécificité de I'union Ag - Ac avec la sensibilité d'un systeme
enzymatique. Les Ag (généralement du LPS) sont passivement immobilisés (adsorbés) dans
une phase solide (microplaque); le signal coloré est alors directement proportionnel a la

concentration de I'échantillon en Ac (Bautista et Ochoa, 2001).

Ces méthodes peuvent étre a la base d'une nouvelle génération de techniques simples, qui

pourraient utiliser du matériel et des réactifs peu colteux (FAO et OMS, 1986).

D’autre part, seuls les tests ELISA utilisant le LPS lisse de B. abortus sont recommandés.
L'ELISA indirect (iELISA), spécifique pour la détection d’IgG, fournit des résultats
presque équivalents a ceux obtenus avec la CFT. Ce test peut étre utilisé pour analyser des

échantillons de sérum ou du lait (OIE, 2016a).

Comme tests conventionnels utilisés pour le diagnostic de la brucellose bovine, INELISA ne
permet pas de distinguer les Ac produits aprés administration de la souche vaccinale B-19
et ceux produits suite a une infection naturelle. L'iELISA présente une sensibilité
supérieure a celle de la CFT, mais sa spécificité est par contre inférieure.

6.1.3.3.6.- Test «kEnzyme Linked Immunosorbent Assay» compétitif (CELISA)

Le test «<Enzyme Linked Immunosorbent Assay» compétitif (CELISA) consiste en la fixation
de I’Ag (LPS) de Brucella sur un milieu solide (plaque de polystyréne), suivie par une
incubation du sérum avec un Ac monoclonal de souris dirigé contre la chaine O du LPS.
Aprés incubation et lavage, le conjugué (peroxydase) puis le substrat-chromogéne seront

déposés sur la plaque.
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En Il'absence d'Ac dirigés contre Brucella dans le sérum, I'Ac monoclonal se lie a I'Ag,
entrainant ainsi un changement de couleur. Si par contre le sérum contient des Ac contre
Brucella, il y aura compétition avec les Ac monoclonaux pour les sites de liaison a

1'épitope, ce qui inhibera la liaison et n’engendrera pas ou peu d’émission colorée.

Le cELISA est devenu un test diagnostic fiable pour la brucellose car 1’utilisation d’Ac
monoclonaux empéche les réactions faussement positives; sa sensibilité et sa spécificité
sont élevées. L’avantage du cELISA réside dans le fait qu’il peut étre utilisé sur plusieurs

especes contrairement a I’iELISA ou cela va dépendre du conjugé utilisé.

6.1.3.4.- Tests sur le lait

6.1.3.4.1.- Test de I’anneau coloré sur le lait (MRT)

Le test de I’anneau coloré sur le lait ou Milk Ring Test (MRT) détecte la présence d’IgA et
d’IgM, lesquelles induisent la formation d'un anneau coloré (généralement de couleur
bleue) aprés incubation de 1'échantillon de lait avec 1'Ag coloré au moyen d’hématoxyline
(Collin, 1976). Les globules gras présents dans le lait jouent un réle important dans ce test,
car s’ils sont présents en quantité insuffisante, les résultats peuvent étre faussement négatifs
(Sutra, Caffin, & Dubray, 1986). Si les échantillons a analyser contiennent uniquement de
la créeme ou ont été mal conservés, la lecture est difficile et le pourcentage de faux négatifs

augmente significativement.

Le MRT est une technique facile a réaliser et peu codlteuse. Elle permet de détecter la
présence de la brucellose dans une zone géographique particuliére (Ragan, 2002). Les
échantillons de lait peuvent étre récoltés dans chaque exploitation de chaque vache
individuellement ou, collectivement a partir d’une cruche a lait. La fiabilité des résultats est
intimement liée a la quantité d'échantillon car le facteur de dilution (échantillon individuel
positif dilué dans le tank a lait) influence le résultat de maniére importante (OIE, 2016a); il
est pour cela recommandé de prélever une certaine quantité de lait (8 ml) (Bercovich &
Lagendijk, 1978).
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6.1.3.4.2.-Test iIELISA sur le lait iIELISA-L)

Le test iIELISA sur le lait (IELISA-L) permet de détecter les Ac de type IgG dans ce type
d’échantillon; il s’avére étre plus sensible que le MRT (Bercovich et Taaijke, 1990).
Toutefois, ce test diagnostique est aussi influencé par la concentration en Ac dissous dans
I'échantillon, et par I'état de conservation de ce dernier. Des résultats faussement négatifs
sont générés lorsque les échantillons analysés contiennent une grande quantité de colostrum
(Sutherland et al., 1986).

6.1.4.- Méthodes diagnostiques reposant sur la réponse immunitaire de type
cellulaire

6.1.4.1.- Test cutané «Skin test» (ST)

Dans le cas de la brucellose, le contact d'un animal avec l'agent infectieux, ou avec le
vaccin, engendre le déclenchement d’une réponse immunitaire de type cellulaire, comme
mentionné précédemment. Elle se manifeste sous la forme d’une sensibilisation pouvant
étre révélée par l'injection d'un allergene préparé au départ de ces mémes germes (Chukwu,
1985; FAO et OMS, 1986).

Le test cutané ou «Skin Test» (ST) consiste en l'injection intradermique d'un extrait
protéique cytoplasmique de B. melitensis B-115. Cet extrait est le plus approprié car il
contient une quantité minimale de LPS, et évite ainsi la production d'Ac par I'hote
(Bhongbhibhat et al., 1970). Ce type de protéines est partagé par d'autres especes de
Brucella en phases rugueuse et lisse.

Puisque le ST met en évidence la réponse immunitaire de type cellulaire, indépendante de
la concentration en Ac circulants, ce test peut étre trés utile en appui aux méthodes
sérologiques. Différents auteurs mentionnent que [l'utilisation de ce type d’outil
diagnostique permet d'identifier un plus grand nombre d'animaux positifs que les tests

sérologiques (Fensterbank et Pardon, 1977; Saegerman et al., 1999).
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Sa haute spécificité (OIE, 2016a) permet de détecter des animaux séronégatifs (Bercovich
et al., 1993), mais aussi de confirmer le diagnostic chez des animaux séropositifs, ou chez

des animaux présentant des résultats difficilement interprétables.

L'immunisation d'animaux avec des vaccins tels le B-19 génére chez ces derniers une
réponse faussement positive de longue durée au ST; la réponse inflammatoire est plus
importante chez les animaux vaccinés. De ce fait, ce test est recommandé pour le diagnostic
de la brucellose chez les animaux non vaccinés (Pouillot et al., 1997; Saegerman et al.,
1999).

Dans le tableau 1.3, est présenté de facon résumée les avantages et les inconvénients de
chacun des tests utilisés pour le diagnostic de la brucellose chez les bovins, ainsi que les

caractéristiques (sensibilité et spécificité) de chacun.

6.2.- Diagnostic chez ’homme

6.2.1.- Considérations générales

La suspicion clinique de la maladie doit étre confirmée par la mise en évidence d’Ac dans
le sang du patient, et/ou par 1’isolement de Brucella spp. Comme le tableau clinique de la
maladie est non spécifique, il ne permet pas d’établir un diagnostic sur sa base uniquement
(Mellado, 1996). Il est dés lors vital que le médecin récolte des informations sur le patient,
grace a une anamnese détaillée: profession, contacts potentiels avec des animaux, voyages
en zone endémique, et ingestion d'aliments potentiellement contaminés, en particulier ceux

a base de lait et de produits laitiers non pasteurises.
6.2.2.- Diagnostic direct ou bactériologique

L'isolement de I'agent causal constitue le moyen le plus str pour confirmer le diagnostic,

car il permet de déterminer I'espéce et le biotype de la bactérie (Mellado, 1996).

23



6.2.3.- Diagnostic indirect ou sérologique

Les méthodes de diagnostic indirect mettent en évidence les titres d'Ac présents dans le
sang du patient. Différents méthodes peuvent étre employées a cette fin, dont les méthodes
de séro-agglutination telles que le RB (souvent utilisée car facile a réaliser) et séro-
agglutination de Wright (SAT) (spécificité €levée et facile a réaliser). Lors d’infection
chronique, le taux d’Ac agglutinants est faible, ce qui peut générer des résultats négatifs. Il
convient alors de recourir au test de Coombs pour démontrer la présence d’Ac non

agglutinants (Mellado, 1996).

7.- Vaccination

7.1.- Souche 19 ou B-19

Le vaccin B-19 est un vaccin immunogéne vivant atténué élaboré par Buck en 1930. Bien
qu'elle soit d’une grande aide dans le controle de cette zoonose, la vaccination a elle seule
ne permet pas d’éradiquer la maladie. Elle doit étre associée a l'identification et a

I'élimination des animaux infectés (Roux, 1979).

Bien que B-19 soit le vaccin le plus utilisé dans les programmes de contrdle et
d’¢éradication de la brucellose dans de nombreux pays a travers le monde, il présente des
inconvénients devant étre pris en considération : risque de provoquer la maladie chez
I’homme, risque d'avortement chez I’animal, mais aussi persistance momentanée d'Ac

agglutinants qui interferent avec le diagnostic (Nicoletti, 1980).

Les Ac produits suite a I’administration de B-19 générent des réactions croisées lors de la
réalisation de tests diagnostiques, spécialement avec ceux basés sur I'agglutination rapide
sur plaque (RB). En effet, la vaccination engendre la production d'Ac dirigés contre le LPS
(Schuring et al., 1991, cités par Vargas, 2002).
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Tableau 1.3 Avantages, inconvénients et parametres de sensibilité et de spécificité) des tests de diagnostic de la brucellose bovine.

Tests de diagnostic

Parametres RBE___ _BPAT __SAT _SATOME _ CFT__IELISA ST ___MRT _ELISALL__bacteriologie
e Equipement de laboratoire
- Equipement de base X X X X
- Equipement moyen X X X
- Equipement avancé X X X
o Procédure
- Facile et rapide X X X
- Difficulté moyenne X X X X
- Grande difficulté X X X
¢ Interprétation de résultats
- Subjective X X X X X X X X
- Objective X X
e Colt
- Peuélevé X X X
- Moyen X X
- Elevé X X X X X
e Sensibilité (0.21 - (0.75—  (0.29- (056-1)* (0.23—  (0.93— (0.95)0  (0.56)" (0.98)'
0.98)? 0.99)° 1)° 0.97)° 1)f
- Présence de RFN
- étape précoce de l'infection X X X X
- erreurs de lecture X X
- existence de «pro-zone» X X X
- étapes chroniques de l'infection X
- age des animaux anergiques X
- facteur de dilution de I'échantillon X '
e Spécificité (0.69-1)* (0.91-1)° (0.99- (0.99-1)° (0.31—-1)° (0.91—  (0.78-  (0.99)"  (0.99)' (1)
1)° 1)f 0.99)¢
- Présence de RFP
- par Ac post-vaccination X X X X X X X X X
- par des réactions croisées X X X X X X X X
- erreurs de lecture par grasse
¢ Risque de contamination
- Moyen X X X X X X X
- Elevé X X X

Légende : voir page suivante.
25



Légende:
a (Nielsen, 2002; Samartino, Gregoret, Gall, & Nielsen, 1999; Van Aert et al., 1984)

b (Nielsen, 2002; Samartino et al., 1999; Stemshorn et al., 1985)

C(Lord, Rolo, & Cherwonogrodsky, 1989; Nielsen, 2002; Van Aert et al., 1984)

d (Lord et al., 1989; Nielsen, 2002; Saravi, Wright, Gregoret, & Gall, 1995; Stemshorn et al., 1985)
¢ (Huber & Nicoletti, 1986; Nielsen, 2002; Saravi et al., 1995; Van Aert et al., 1984)

f(Dohoo et al., 1986; Nielsen, 2002; Rojas & Alonso, 1994)
9 (Pouillot et al., 1997; Saegerman et al., 1999)
"1 (J Godfroid & Boelaert, 1995)

(RB) Rose Bengale, (BPAT) “Buffered Plate Agglutination Test”, (SAT) "Serum Agglutination Test",
(SAT - 2ME) "Serum Agglutination Test" en présence de 2-mercaptoetanol, (CFT) "Complement
Fixation Test", (iELISA) "Enzyme Linked Immunosorbent Assay" indirect, (ST) “Skin test”, (MRT)
«Milk Ring Test», (IELISA-L) "Enzyme Linked Immunosorbent Assay" indirect, sur échantillons de lait,
(RFN) Résultats Faux Négatifs, (RFP) Résultats Faux Positifs.

L'age optimal pour vacciner les femelles se situe entre 4 et 8 mois (FAO et OMS, 1986;
OIE, 2016a) car les Ac produits disparaitront dans les 4 a 6 mois post-vaccination
(Carter, 1985). L'utilisation du vaccin B-19 est interdite chez les males car elle induit de
la sterilité (Blood et al., 1987). La présence d’Ac maternels justifie la vaccination des
animaux au minimum 4 mois apres la naissance. Normalement, la dose administrée par
voie sous-cutanée est de 5 & 8 x 10'° organismes viables. Alternativement, des doses de
54 10 x 10° peuvent étre administrées par voie conjonctivale a des bovins de tout age,
ce qui les protegera sans générer une production d’Ac agglutinants détectés par les tests
de diagnostic sérologiques (OIE, 2016a); pour ce faire, il faut maximiser le niveau de

(bio)sécurité afin de prévenir des contaminations des animaux.

L'immunité conférée par le vaccin B-19 est solide et peut perdurer presque toute la vie
reproductrice de I'animal, dans un contexte ou les vaches ne sont pas conservées dans le
troupeau ou la moyenne d’age des animaux n’est pas trop élevée, c¢’est-a-dire environ 6
ans dans le contexte européen, contre 15 ans en Equateur (André et al., 2013). Berman
et collaborateurs (1952 cités par Nelson, 1975) ont déterminé qu'il n'existait aucune

stimulation de I'immunité des animaux s’ils étaient revaccinés avec la souche B-19.

Comme le vaccin est vivant, il doit étre administré selon une procédure déterminée,
c'est-a-dire en suivant strictement les recommandations du fabricant. Les vaccins
lyophilisés sont plus stables que les vaccins sous forme liquide (Blood et al., 1987).
Grace a lutilisation de milieux de culture spéciaux (voir tableau N° 1.4), la

différenciation entre une souche vaccinale de Brucella abortus (B-19) et une souche
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«sauvage» de Brucella abortus biotype 1 est possible. Des infections vaccinales ont été
rapportées chez des vaches laitieres, avec excrétion de bactéries de la souche vaccinale
dans le lait (Nicoletti, 1981). Des infections chez le taureau, avec excrétions dans le

sperme, ont également été mentionnées (Lambert et al., 1964).

7.2.- Vaccin 45/20

McEwen et Priestly, respectivement en 1938 et en 1940, ont développé un vaccin
inactivé 45/20, a partir de tissu cellulaire de la souche rugueuse (45/20) de B. abortus.
Comme les souches rugueuses ne possédent pas les Ag des LPS lisses (lesquels sont
responsables des réactions sérologiques post-vaccinales), les animaux vaccinés avec ce
type de molécule ne réagiraient pas aux tests sérologiques de routine (FAO et OMS,
1986). Malheureusement, son efficacité est inférieure a celle du B-19 (Roux, 1979).
Toutefois, la protection conférée par le vaccin 45/20, administré en deux doses a 6 mois

et 9 mois d'age, était comparable a celle prodiguée par le vaccin B-19.

Tableau 1.4 Caractéristiques permettant de distinguer une souche vaccinale
B. abortus (souche 19) d'une souche sauvage B. abortus typique (biovar 1)
(Alton et al., 1988)

Croissance dans des milieux contenant:

Souche Exigence en CO, Thionine Erythritol Pénicilline
(2 pg/ml) (I mg/ml)  (5Ul/ml)
Biovar 1 (+)° (+)° (+) #°
Souche B-19 ) () ()° )
Légende:

& Habituellement positif dans les isolats primaires.
® LLa taux de mutation 4 la tolérance a I’érythritol est trés élevé. Toutefois, quelques
colonies peuvent se développer en présence d’érythritol.

7.3.- Vaccin RB-51

Le vaccin RB-51 a été développé par Schuring et collaborateurs, en 1980 (Halling et
Boyle, 2002); il s’agit d’une souche mutante rugueuse de la souche lisse B. abortus
2308 (Schurig et al., 1991) développee aprés culture sur des milieux contenant des

antibiotiques (rifampicine et pénicilline) (Blasco, 2001).

Actuellement, et contrairement au B-19, le vaccin RB-51 ne présente pas l'inconvénient
de générer la production d’Ac agglutinants qui interférent dans le diagnostic; il peut
donc étre utilis¢ méme chez des animaux adultes (Diaz et al., 2001; Ragan, 2002;

Samartino et al. 2000).
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Le vaccin RB-51 a officiellement été approuvé dans des pays comme I'Argentine, le
Chili, la Colombie, le Costa Rica, le Mexique, le Paraguay et le Vénézuela. Chaque
pays utilise des méthodes diverses. Par exemple, aux Etats-Unis, la dose est constituée
de 1 & 3,4 x 10" bactéries et est administrée entre 4 et 12 mois d'age (Dorneles et al.,
2015) alors que la vaccination des animaux de plus de 12 mois s’effectue uniquement
sous I’autorisation de fonctionnaires de I'Etat avec une dose de 1 x 10° bactéries viables.
Dans d'autres pays, la vaccination des animaux est recommandée entre 4 a 12 mois
d’age, en combinaison avec un rappel ultérieur au moyen d’une dose de 1 a 3.4 x10%,

afin d’augmenter I'immunité (OIE, 2016a).

Le vaccin RB-51, introduit en Amérique Centrale en 1998, est actuellement le seul
vaccin disponible dans la majorité des pays de cette région, bien qu'il soit encore

difficile d'évaluer son efficacité (Moreno, 2002).

8.- Principes epidéemiologiques

8.1.- Prévalence (P)

La prévalence (P) est une mesure permettant de quantifier, au sein d’une population, la
proportion d'individus malades a un moment précis ou sur un certain laps de temps. Son

estimation est réalisée par le calcul suivant:

Nombre de cas de la maladie dans un contexte précis

Population a un moment donné

Le contexte précis prend en compte les notions de temps (moment précis vs. période de

temps) et d’espace (zone géographique).

8.2.- Incidence (I)
L’incidence (I) est définie comme étant le nombre de nouveaux cas d'une maladie qui
sont détectés dans une population donnée au cours d’une certaine période. Elle est

calculée comme suit;

Nombre de nouveaux cas d'une maladie au cours d'une période donnée

Population a risque
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8.3.- Facteurs de risque

Un facteur de risque peut étre défini comme une caractéristique détectable ou une
circonstance particuliéere augmentant la probabilité qu'une population soit affectée par
un/des evénement(s) négatif(s). Le facteur de risque est une mesure statistique qui
permet d’estimer, de maniére prospective, la survenue d’un événement généralement
indésirable dans une population. Les facteurs de risque peuvent étre de nature
biologique, environnementale, socio-culturelle et économique, mais peuvent également

étre associés.

Afin de démontrer un lien de causalité, il peut étre intéressant de recourir a I'analyse
d’informations collectées par le biais d'enquétes explicatives, en essayant de regrouper
les individus analysés en deux catégories: exposés vs. non exposes (études de cohorte,

prospectives) ou malades vs. non malades (études cas-témoins, rétro-spectives).

Dans les études de cohorte, fréquemment utilisées étant donné le caractere aléatoire de
la sélection des individus, la mesure épidémiologique permettant de détecter et de
mesurer la présence/l’importance d'un facteur de risque est appelée «Risque Relatif»,
également connue sous le terme de Ratio du Risque (RR). Le RR, qui est le rapport du
«risque dans le groupe exposé» (RE+) sur le «risque dans le groupe non exposé» (RE-),

est calculé de la fagon suivante, et a I’aide du tableau 1.5.

_RE+
" RE —

Tableau 1.5 Répartition des effectifs dans le cadre d’une étude exposés/non exposés
(Toma et al., 2010a)

Maladie Total
(+) ()
Exposés A B A+B RE+= A
A+B
Non c D C+D RE-=-°
exposés C+D

Légende:
RE* risque dans le groupe «exposés»
RE risque dans le groupe «non exposés».
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Dans une étude cas-témoin, l'identification des facteurs de risque exige une
méthodologie plus rigoureuse, notamment en ce qui concerne la sélection des individus;
le rapport des cotes ou Odds Ratio (OR), est généralement utilisé comme mesure
épidémiologique. L’OR est défini comme étant le rapport entre 1’Odds des cas (Ocas) et
1’0Odds des témoins (Otem). Le calcul est effectué comme suit, et en fonction du tableau
1.6.

Il est bien avéré que pour les maladies ayant une prévalence faible (<10%), les
indicateurs épidémiologiques calculés dans des études exposés-non exposes (RR) seront
similaires & ceux qui auraient été estimés si I'échantillonnage avait été réalisé pour une

étude cas-témoins (OR).

Ocas AxD
P R —

OR = o
Otem BxC

Tableau 1.6 Effectifs dans une étude cas-témoins (Toma et al., 2010a)

Cas Témoins
(maladie +) (maladie -)
Exposés A B
Non exposés C D
Total A+C B+D
Odds d’exposition A B
_A+C _B+D
Ocas = C Otem = D
A+ C B+ D

Légende:
9% Odds des cas
M Odds des témoins (controles)

9.- Les caracteéristiques des tests de dépistage

9.1.- Sensibilité (Se)

La sensibilité (Se) d'un test de diagnostic est la probabilité conditionnelle qu’un
animal/patient soit testé possitif si 1’animal/patient est infecté. Elle correspond a la
proportion d’animaux Vrais Positifs (VP) sur I’ensemble des infectés, a savoir VP et
Faux Négatifs (FN) (VP+FN), et pourrait étre traduite comme étant la capacité a
détecter le plus grand nombre d’individus ou de patients infectés. Elle est estimée de la

maniére suivante:
VP

Se = VP TN
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9.2.- Spécificité (Sp)

La spécificité (Sp) est la probabilité conditionnelle qu’un animal/patient soit testé
négatif si 1’animal/patient est indemne de maladie. C’est la capacité d'un test de
diagnostic a détecter le plus grand nombre d’individus en bonne santé, ou Vrais

Négatifs (VN). Elle peut étre calculée comme suit, et & I'aide du tableau 1.7.

VN

SP=yNTFP

Tableau 1.7 Définitions des notions de sensibilité, spécificité, valeur prédictive
positive et valeur productive négative d’un test (Toma et al., 2010b)

Situation réelle

Infectés Indemnes TOTAL
Positive VP FP VPP = vP
Reponses VP + FP
du test Negative FN VN VPN VN
9 “UNTFN
VP VN
TOTAL =— =—
© Se=UP TN SP =N FP
Légende:
%€ Sensibilité

P Spécificité
VPP Valeur prédictive positive
VPN Valeur prédictive négative.

9.3.- Valeur Prédictive Positive d’un résultat positif (VPP)
Il s’agit de la probabilité qu’un résultat positif a un test de diagnostic corresponde a un

animal réellement infecté. Elle se calcule de la fagon suivante:

VP

VPP = 5 Fp

9.4.- Valeur Prédictive Positive d’un résultat négatif (VPN)
C’est la probabilité qu’un résultat négatif a un test de diagnostic corresponde a un

animal/patient vraiment indemne:

VPP =8 7P
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1

INTRODUCTION

Partie 2: Le systéeme d’¢élevage et la situation actuelle de
la brucellose en Equateur




"El sogueo”

Le systeme de élevage traditionnel appelé "sogueo” consiste en garder les animaux dans les
terrains vagues, accotements des routes et autoroutes et dans les lieux publics; limitant son
mouvement en tenant I'animal & un piquet par une corde.

Source: Jorge Ron-Romén
Canton Mira, provincia del Carchi — Ecuador.
2008
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ARTICLE 1

Brucellosis in Ecuador: a critical review of the current
situation, prospect and challenges.

Ron-Roman J., Saegerman C., Brandt J., Berkvens D., Benitez-Ortiz W.

Article soumis pour publication Revista Cientifica, FMV - Universidad de Zulia




Préeambule

Sans aucun doute, la compréhension d'un probléme constitue la base de la formulation,
non seulement, des solutions correctes mais aussi et surtout viables. En ce sens, et dans
le cadre de ce travail visant a mieux comprendre, et de maniére correcte, la situation
épidémiologique de cette zoonose chez I'homme et ses différents hoétes, une revue
complete de la littérature s’avérait nécessaire comme point de départ. Le manque
d'information au niveau international ne reflete pas toujours le travail effectué par des

chercheurs locaux, qui restent souvent dans I'anonymat le plus total.

Résumé en francais

Objectifs: la brucellose est une zoonose négligee. La situation actuelle de la brucellose
en Equateur est peu connue, ce qui génére un manque de stratégies de prévention et de
contrble au niveau national. Méthodes et résultats: dans le but de rassembler les
connaissances préliminaires disponibles a I’heure actuelle, les auteurs ont pris
connaissance des publications et rapports officiels nationaux, dont 58 mémoires de
theses. Conclusions et mise en ceuvre des résultats: sur base de ces données et
d’observations préliminaires propres, des conclusions ont été tirées et une série de
recommandations prodiguées afin d’améliorer la situation de la brucellose dans le

secteur animal et en santé publique dans le pays.

35



Brucellosis in Ecuador: review of the current situation, prospects and challenges.

Ron-Roman J. %39, saegerman C. @, Brandt J. ©, Berkvens D. @

& Benitez-OrtizW. &9,

@ Centro Internacional de Zoonosis (C1Z), Universidad Central del Ecuador, P.O.Box
17-03-100, Quito Ecuador.

@ Research Unit of Epidemiology and Risk analysis applied to Veterinary Sciences
(UREAR-ULgQ), Fundamental and Applied Research for Animal and Health
(FARAH) Center, Faculty of Veterinary Medicine, University of Liege, Boulevard
de Colonster 20, B42, B-4000 Liege, Belgium.

®) Carrera de Ingenieria en Biotecnologia. Departamento de Ciencias de la Vida y la
Agricultura. Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, Ecuador.

® Unit of Veterinary Biostatistics and Epidemiology, Department of Biomedical
Sciences, Institute of Tropical Medicine, Nationalestraat 155, B-2000 Antwerp,
Belgium.

®) Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Central del Ecuador.

* Corresponding author: Jorge Ron-Roman, Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE. Departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura. Av. General Rimifiahui
s/n. Sangolqui, Ecuador. P.O.Box 171-5-31B Tel.: + 593.2.398.9400. E-mail address:
jwron@espe.edu.ec / jorgeronroman@gmail.com (J. Ron-Roman)

Abstract

Objectives: Brucellosis is a neglected zoonosis. The brucellosis situation in Ecuador is
characterized by little knowledge about the current situation resulting in a lack of
prevention and control strategy at national level. Methodology and Results: In an
attempt to gather the preliminary available knowledge, the authors reviewed official
reports and regional publications at national level, including 58 final year dissertations.
Conclusions and application of findings: Based on these data and own preliminary
observations, conclusions and recommendations are presented to improve the
brucellosis situation both in animal and human compartiments in this country.

Keywords: brucellosis, human, animal, Ecuador
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INTRODUCTION

Brucellosis, a highly contagious disease, caused by Brucella spp. has been recognised
by international organisations like FAO, WHO and OIE as a zoonosis of major
importance with a worldwide distribution (Gil & Samartino, 2001; Halling & Boyle,
2002) and, depending of the Brucella species and biovar, with bovines, goats, sheep and

pigs as natural reservoirs.

Brucellosis induce important economic losses to the animal production which amount to
about 600 million US$ per annum in Latin America (Acha & Szyfres, 2003).
Brucellosis can be transmitted to man, which happens usually through direct contact
with infected animals or consumption of non-pasteurised dairy products. Therefore in
various countries, numerous control and eradication programmes have been set up with
the two-sided approach (in function of the epidemiological situation) of vaccination of
susceptible animals and/or eradication of infected animals. The latter action is obviously
very dependent, in first instance to the true prevalence of brucellosis, to the available
laboratory capacity and also on characteristics of laboratory diagnostic tests, which are
severely hampered by the lack of a “Gold Standard” test. This is mainly due to
interference by cross-reacting antibodies, raised against other pathogens such as
Yersinia enterocolitica 0:9 (FAO & OMS, 1986), or by antibodies generated after
vaccination (Pouillot et al., 1997; Saegerman et al., 1999, 2004). Consequently, the
isolation and correct identification of the pathogen is of utmost importance for a correct
diagnosis, but applying these techniques in developed countries is confronted with
many difficulties (Alton et al., 1988; Macmillan, 1990).

Brucellosis was reported for the first time in cattle in Ecuador by Salvestroni in 1926
(Alvarado, 1959), whereas the first human case was described by Valenzuela in 1934
(Sanchez, 1997).

MATERIALS AND METHODS

The present paper attempts to present the situation of brucellosis in Ecuador, based on a
review of the literature and the available information from public and private
institutions directly or indirectly involved in diagnosis, prevention, control, or

epidemiological surveys of brucellosis, including graduate dissertations presented at
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different universities in Ecuador. Only the reference literature was mentioned in the

appropriated section of the paper.

RESULTS AND DISCUSSION

Animal husbandry systems and consumption habits in Ecuador

Ecuador is divided into four regions (i.e. the coastal region, the mountains, the Eastern
region and the islands) with different climatological and ecological conditions, which
has led to several distinct systems of animal husbandry and production. In 2002,
according to the Ecuadorian Animal Health Services (Servicio Ecuatoriano de Sanidad
Agropecuaria - SESA) currently the Quality Assurance Agency of Agriculture (Agencia
de Aseguramiento de Calidad del Agro — AGROCALIDAD), of the Ministry of
Agriculture and Animal Husbandry (Ministerio de Agricultura y Ganaderia - MAG)
currently the Ministry of Agriculture, Animal Husbandry, Aquaculture and Fisheries
(Ministerio de Agricultura Ganaderia Acuacultura y Pesca - MAGAP), Ecuador counted
4,486,020 heads of cattle distributed over 427,514 Agricultural Production Units
(Unidades de Produccion Agricola - UPAs), 1,527,114 pigs in 440,475 UPAs,
1,127,468 sheep in 178,995 UPAs, 178,367 goats in 16,405 UPAs, 21,662 llamas in
7,610 UPAs, 2,024 alpacas in 206 UPAs and 375,760 equines in 189,289 UPAs (INEC,
MAG, & SICA, 2002). The distribution of cattle, goats, sheep and pigs, as shown on
Figures 1A, 1B, 1C and 1D.

Concerning bovines, 50.69% (2,274,137 animals), is concentrated in the mountainous
region or Sierra, in 339,555 UPAs, representing 79.42% of the national total of UPAs.
During 2002, in 54.33% of the UPAs cattle were kept tethered (“sogueo”), 44.22%
practiced cattle grazing and in the remaining 1.43% another husbandry system was
used. It has to be mentioned that in the traditional system animals are tethered on a pole
in fallow land, alongside roads on communal lands. Concerning reproduction practices:
in 76.45% of the UPAs, cows are served (freely or controlled) by a stud bull, with
artificial insemination (Al) applied in only 0.68% UPAs. In the remainder 24.16% the
reproduction prevalence is unknown (INEC et al., 2002).
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Figure 1. Animal populations per Canton (INEC et al., 2002)
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Pigs population per Canton
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Legend:
A = Cattle

B = Goats

C = Sheep

D = Pigs

In 2002, dairy production mounted to about 3.5 millons litres per day, with a mean of
4.35 litres/cow/day, of which 58.49% was consumed or processed on the UPAs. In 99%
of the UPAs, cows were milked by hand. In 2002, 61.96% of the 808,856 cows in
production were concentrated in the Sierra; in that year abortusses were reported in

9.88% of the UPAs, affecting 11.36% of the cows in production (INEC et al., 2002).
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This percentage of abortions is in discrepancy with threshold used to classify healthy
herds; value of less than 3% is considered as normal (Radostits, 2001).

One of the main characteristics of the production systems in Ecuador is the coexistence
of various animal species (both large and small species) in the same UPA. This together
with the poor implementation of modern technology, deficient sanitary conditions, the
absence of biosecurity measures and of a proper vaccination scheme, contributes to the
existence of an environment ideal for the introduction and maintenance of infections
and contagious diseases, as suggested by the high percentage of abortions reported. In
addition, the causal agents of these diseases can easily be transmitted to humans due to
risky alimentary habits such as consumption of blood, colostrum, unpasteurised milk
and other dairy products, placenta (locally called “guagua mama - huagra mama”) and
foetuses (locally known as “ville”) and due to manipulation of contaminated

biomaterials.

Brucellois in anaimal and human compartiments

Bovine brucellosis

In 1926, Salvestroni was the first to detect and to notify the first case of brucellosis in
Ecuadorian cattle (Alvarado, 1959). From then onwards, the major part of the research
on animal brucellosis has solely been executed in the veterinary and agronomy faculties
of the various universities in the country (Table I). In spite of the efforts, a fair idea of
the problem was never obtained because of the lack of standardised diagnostic methods
used, difficult interpretation of the results (post vaccinal cross-reactions), inadequacy of

sample sizes and too limited collections and identifications of isolates of Brucella spp.

The only survey at a national level was executed by the National Programme of Animal
Health (Programa Nacional de Sanidad Animal - PNSA) of MAG, which during 1978

and 1979 organised a serological cattle survey in the Sierra and coastal provinces.
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Table I. Main studies about animal brucellosis in Ecuadorian universities

Authors Animal species Zone of Stlidy Diagnostic N® of N° of herds sampled % positives
(number*) tests samples
Véasconez-Lépeez (1960) cattle Quito (1) MRT ND pasteurisation unit 30-50
Estupifian (1967) cattle Pasteurisation MRT ND 384 68.8
units:
Quito (1),
Cayambe (1),
Latacunga (1)
Manzano (1974) cattle Tungurahua (1) MRT 409 47 11.4 (4.8 susp)
Hudd 1156 47 4.3 (3.1 susp)
Maldonado & Salgado (1979) cattle Car (1), Imb (1), RB 989 ND 51.6
Pich (1), Cot (2), IC 989 ND 52.6
Mab (2)
LCSP, 1953; cit. by Saltos & cattle Litoral (2) ND 6535 ND 115
Saltos (2001)
Alvarado (1959) cattle Zaruma (2) Hudd 607 26 35
Gbmez (1964) cattle Coastal zone (2) Hudd 2400 ND 12
Olleague (1969) cattle El Oro (2) MRT 1231 208 20-57
Valdivieso (1969) cattle Machala (2) Hudd 1537 ND 9.9
MRT 1537 ND 5.0
Aragundi(1969) cattle Los Rios (2) MRT 257 113 33
Galén (1969) cattle Daule (2) Hudd 2015 14 35
Centro de Salud Pecuaria cattle Los Rios (2), MRT ND 496 39
Guayaquil, 1969; cit. by Guayas (2),
Chamorro (1972) El Oro (2)
Albornoz (1970) cattle Guayas (2) MRT 1200 ND 31.8
Garcia (1970) cattle Manabi (2) MRT 233 ND 55
Cérdova (1970) cattle Guayas (2) MRT 395 395 33.2
Plaza (1970) cattle Manabi (2) Hudd 800 74 11.3
Santillan (1971) cattle Esmeraldas (2) MRT ND 134 4.1
Mora (1971) cattle Chone (2) Hudd 2011 ND 9.6
Falconi (1972) cattle Manabi (2) MRT 749 206 55
Plasa (1977) cattle Manabi (2) Hudd 1000 20 0.4
Cordero (1978) cattle Esmeraldas (2) Hudd 500 43 8.8
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Miketta (1980) cattle Esmeraldas (2) Hudd 1009 120 6.5
Nieto (1981) cattle El Oro (2) MRT 119 119 39.5
Arteaga (1983) cattle Manabi (2) Hudd 409 ND 13.2
RB 70 ND 37.1
Loor & Moreira (1986) cattle Portoviejo (2) Hudd / RB 1000 120 4.6
Zambrano & Cedefio (1995) cattle El Carmen (2) Hudd 862 60 3.2
Valdez, Bazurto, & Vera (2000) cattle Manabi (2) SA 202 ND 20
Brito & Gonzalez (2001) cattle Manabi (2) RB 608 ND 0.9
CELISA 6 ND NR
Saltos & Saltos (2001) cattle Manabi (2) Hudd 709 70 10
Demera, Farfan, Ortega, & cattle Manabi (2) Hudd 210 ND 0
Intriago (2002)
Zambrano (2002) cattle El Carmen (2) Hudd 1225 ND 2
Bailon & Mufioz (2003) cattle Manabi (2) Hudd 648 ND 133
Herrera (2003) cattle Santo Domingo (2) Hudd 500 100 1.4
Vera & Flores (2004) cattle Manabi (2) MRT 807 ND 0
Paredes (2012) cattle Santo Domingo (2) MRT 19 19 5.26
RB 534 0.19
SAT-EDTA 534 0.19
Cuenca (2013) cattle Santo Domingo (2) RB 600 1 0.5
SAT-EDTA 600 0.5
Quinde (1959) cattle Loja (3) Hudd 300 ND 0.7 (susp)
Saldafia (1973) cattle Cuenca (3) MRT 186 ND 6.5
SA 145 ND 6.2
Chauvin (1969) cattle Loja (3) Hudd ND ND 0
Segarra (1971) cattle Loja (3) MRT 2500 ND 0.3
Hudd 2500 ND 0.1
Rivadeneira (1980) cattle Cuenca (3) MRT 97 54 1.9
Hudd 9 1 11.1
Delgado & Vega, 1985; cit. by cattle Cafiar (3) ND 346 ND 0
Delgado (1992)
Fernandez & Pefia (1991) cattle Cuenca (3) RB 3000 ND 0.7
Vidal (1992) cattle Cuenca (3) Hudd 600 20 1.2
Alvarado (1995) cattle Azuay (3) RB 130 ND 0
Crespo (1999) cattle Cuenca (3) RB 600 ND 1.4
Chamorro (1972) cattle Napo (4) MRT 63 15 14.2
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Hudd 63 7 6.4

Rivadeneira (1980) cattle Upano (4) Hudd 850 ND 0.9
Castro & Zhunbio (1989) cattle Morona Santiago Hudd / RB 1329 ND 0.2
(4)
Delgado (1989) cattle Morona Hudd / RB 766 ND 0
Santiago(4)
Ortiz (1962) goat Guayas (2) Hudd ND ND 0
Albornoz (1970) goat Guayas (2) MRT 800 ND 33.2
Granda (1972) goat Macara (3) Hudd 205 ND 0 (0.2 susp)
Tapia (1998) goat Loja (3) Hudd 435 83 0
Sanchez (1997) goat Azuay (3) Hudd 500 ND 1.2
Tobar (1961) goat ND MRT/Hudd 19/375 3/3 0/0
Tobar (1961) pig Slaughterhouse Hudd 200 ND 3
Quito (1)
Robalino (1966) pig Slaughterhouse Hudd 1200 ND 21-113
Quito (1)
Encalada (1963) pig Guayaquil (2) Hudd 1000 ND 3.4 (7.7 susp)
Intriago (1971) pig Portoviejo (2) Hudd 1200 ND 7.9
Demera et al. (2002) pig Manabi (2) Hudd 210 ND 0
Tobar (1961) sheep ND MRT/Hudd 30/388 6/7 0/0
Zambrano (1978) dog Manabi (2) Hudd 400 ND 3.5

Legend: LCSP = Laboratorios del Centro de Salud Pecuaria; SA = Serum Agglutination Test; RB = Rose Bengal; Hudd = Huddleson Agglutination Test; MRT = Milk Ring
Test; IC = heat inactivation test; CELISA = competitive Enzyme Linked Immunosorbent Assay; susp = suspected; ND = not determined; NR = results not reported; Car =
Carchi; Imb = Imbabura; Pich = Pichincha; Cot = Cotopaxi; Mab = Manabi; * This number refers to the number of zone mentioned in the Figure 2.
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Based on the results of 15,473 bovines with the Rose Bengal Test, 3.19% and 5.5%
animals were considered positive and suspected respectively. This information allowed
SESA in 1999 to characterise three epidemiological regions in Ecuador (Figure 2), i.e.
those with high prevalences i.e. the provinces of the northern Sierra with prevalences
between 4% and 10.62% (zone 1), likewise the coastal provinces with prevalences
between 5.88% and 10.62% (zone 2) and the provinces of the southern Sierra with low
prevalences, between 1.3% and 2.6% (zone 3). Since there was no information available
from the Amazonian region, SESA assumed that, because of its similar characteristics
of animal husbandry with zone 3, prevalences were equally lower in that region. A
subsequent study by SESA in 1997 concluded that the disease was absent from the
Galapagos Archipelago, since all samples (507 bovines from 4 islands) proved to be
negative by Rose Bengal Test (Torres, 2008). According to MAG, the entire cattle
population of the islands consisted of 11,104 animals, divided over 297 UPAs (INEC et
al., 2002).

In order to predict the true prevalence and the evolution of the disease, similar surveys
should be held regularly, yet supported by epidemio-statistical models, underpinned if
possible by combined results of multiple diagnostic assays with high specificity and

sensitivity.

The assumption that a geographically isolated zone like the Archipelago is free of
brucellosis, cannot be based solely on a serological survey of a few percentage of
bovines in addition to the application of a single and very restricted assay, rather it
should be based on a sufficiently large sampling of all animal species which may be
potential reservoirs not only of the traditionally known Brucella spp. It should equally
include marine mammals as potential reservoirs of recently described species like

Brucella pinnipedialis and Brucella ceti (Godfroid et al., 2010; Pappas et al., 2005).

In Ecuador, the information about the economical impact of the disease is scarce yet
professionals and cattle owners agree that losses are considerable, as such, for the year
1967 it was estimated that 26,000 calves were lost due to brucellosis (Laboratorio del
Centro de Salud Pecuaria, 1970; cited by Garcia-Carrillo, 1987). Losses during 1983
were estimated at 8,850,900 US$, (Vallejo, 1983; cited by Garcia-Carrillo, 1987),
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during 1998 at 2,482,269 US$ (Torres, 2008), and during 2005 at 5,436,908 US$
(Torres, 2008).

Figure 2. Prevalence of bovine brucellosis in Ecuador: epidemiological feature (MAG-
SESA, 1999)
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Legend: Zone 1 = high prevalence zone on Sierra; Zone 2 = high prevalence zone in coastal area; Zone 3
= low prevalence zone on Sierra; Zone 4 = presumed low prevalence zone in Amazonia; Zone 5 =
presumed brucellosis-free zone of the Galapagos Islands.

The available information about studies on animal brucellosis in Ecuador is presented in
Table 1, data are mainly based on results described in undergraduate dissertations. Little
scientific literature is available and even more so rarely published in international
journals. The reliability of these data from dissertations is often questionable because of
the above mentioned reasons, i.e. lack of standardised diagnostic techniques (e.g.
heterogeneous protocols are used with different cut-off’s), the lack of information about
vaccinations (e.g. kind of vaccine, age of animal at vaccination, number of animals

vaccinated in a herd) and the restricted number of animals sampled.
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The studies as presented in Table I can be classified in field studies (in a geographically
or administratively defined zone) and studies in slaughterhouses, the latter being very
useful to obtain a qualitative indication about the presence or absence of the disease in a
geographical zone. However, even these studies should be assessed with caution, often
because of poor design (e.g. insufficient number of animals, biased sampling and
insufficient information about the animals). In addition, the use of assays which are
based on IgM detection i.e. acute infections, and the lack of 1gG detecting assays may
often lead to subestimations of the disease (or surestimations in case of false positive
serological reactions with Gram-negative bacteria, sharing the same epitope on the

lipopolysaccharide of Brucella).

In addition to the different production and breeding systems (extensive in the coastal
area and semi-intensive in the Andean region), the variability in sensitivity and
specificity of the serological assays, used in these surveys, are important contributing
factors to the highly variable data on prevalences as presented in Table I. In conclusion,
despite most of previous surveys underligned the presence of brucellosis in Ecuador, a
validated study, to estimate the prevalence and to determine predisposing and decisive
factors, prevailing in every geographical zone of the Ecuadorian territory, should be

realised.

Ovine and caprine brucellosis

Sheep and goat husbandry is very traditional and up to now the ancestral practices,
characterised by poor management and unbalanced nutrition, are still prevailing. Sheep
and goats, nicknamed cows of the poor, are the economical subsistence of the small
holders. The majority are indigenous breeds (93.38%) are concentrated in the Sierra. Of
the national total of animals, 34.17% are kept in UPAs, maximum 2 hectares wide
(INEC et al., 2002).

The 44.81% of the goats in Ecuador are kept in UPAs up to 10 hectares. In the southern

region goats are free roaming.

In the traditional husbandry system, still in use today, animals are guarded at night in

simple corrals close to the dwellings of the owner (Benitez-Ortiz et al., 1982).
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There are no specific epidemiological surveillance system and any prevention and/or
control of brucellosis in small ruminants, which is highly symptomatic for the poor
sanitary conditions in which ovines and caprines are kept. In Ecuador there is certainly
no official and apparently no clandestine form of commercialisation of a vaccine against

brucellosis in small ruminants.

Limited studies (Table I) have shown that a low percentage of animals have antibodies
against Brucella spp. There are no official reports in Ecuador about the occurrence
neither of Brucella melitensis nor of Brucella ovis (Lucero et al., 2008; Thimn, 1982),
equally there was never any local or regional programme to prevent and/or control

brucellosis in small ruminants.

Consumption of milk from sheep is very rare, yet in certain regions, specifically in
southern Ecuador; consumption of milk from goats is very common and a substantial
part of goat dairies is destined for traditional production of cheese. It is not so
uncommon to observe small herds of 3 to 8 goats, roaming in the villages, guarded by
the owner and being milked on demand by customers who believe in the curative

benefits of goat milk, obviously without any sanitary control whatsoever.

In a prospective survey on caprine brucellosis by the International Centre for Zoonoses
(Centro Internacional de Zoonosis - Cl1Z) there was no evidence of antibodies against
Brucella spp (smooth Brucella), found. This study, held in the Zapotillo canton in the
Loja Province, comprised 437 randomly selected sera, analysed using the Rose Bengal
test (2005, unpublished data).

3.1.Porcine brucellosis

The amount and types of studies conducted in pigs, revealed lack of importance that has
been given to the brucellosis in this species. The use of Huddleson agglutination test has
shown prevalences between 2.1 and 11.3% (Table I). However, the notification of the
isolation of Brucella suis (biotype 1) (Lucero et al., 2008; Thimn, 1982), demonstrate
not only the importance of brucellosis in this natural reservoir, but in public health, due
to the high pathogenicity for humans, attributed to this specific biotype of species of

Brucella.
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Brucellosis in South American camelids

Currently, in comparison with other Andean countries, the camelid population in
Ecuador is very small, yet there is a growing interest on behalf of the rural population in
Ilama and alpaca as a valuable alternative for auto-consumption in addition to wool
production for handicraft. Unfortunately in Ecuador, as in neighbouring countries there

Is no information about the prevalence of brucellosis in llamas or alpacas.

Canine brucellosis

Equally canine brucellosis has hardly been studied in Ecuador, yet there are two
interesting reports. In 1978 (+90), a sero-prevalence of 3.5% was found in 400 dogs
from the coastal province of Manabi. Antibodies against Brucella spp. (smooth
Brucella), were demonstrated by the Huddleson assay. In 1997, antibodies against
Brucella canis were reported in 14.1% of 404 dogs examined. Samples were collected
in veterinary clinics in Quito; the authors used Agar Gel Immunodiffusion Test with B.

ovis antigen (Martinez & Proafio, 1997).

Currently in CIZ, research has been initiated aiming to determine the seroprevalence of
Brucella spp (smooth Brucella strains) in dogs on cattle ranches. Standardised

immunodiagnostic assays will be used in addition to attempts to isolate local strains.

Human brucellosis
In 1934, Valenzuela was the first to diagnose brucellosis in Ecuador in a patient from

the rural zone of Pichincha Province (Valdivieso, 1969).

In Ecuador, until 2007, brucellosis belonged to the group of mandatory notifiable
diseases or events which are submitted to epidemiological alertness - EPI 2 (confirmed
cases by laboratory or epidemiological link). However since 2008, brucellosis is not

included in this list anymore which may deepen the under reporting of cases even more.

Diagnosis is based on clinical findings rather on the results of laboratory assays,
specifically the Huddleson Agglutination Test and on the occasional isolation of the
pathogen. In practice, there is no epidemio-surveillance of people at risk nor is there any

proper notification system.
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The course of the official reports from 1990 to 2007 by the National Directorate of
Epidemiology of the Ministry of Public Health (Direccion Nacional de Epidemiologia,
del Ministerio de Salud Publica - MSP) is shown in Figure 3 and studies on human
brucellosis, based mainly on graduate dissertations, are summarised in Table II.

According to available information from the World Animal Health Information
Database (WAHID) of the OIE, 6 cases of human brucellosis were reported in 2005,
corresponding to 0.0449 per 100,000 inhabitants and a rank of importance of 5.
Incidentally, highly ranked diseases are: salmonellosis (rank 1 with 8,611 cases),
leishmaniasis (rank 2 with 1,925 cases), cysticercosis (rank 3 with 161 cases) and
leptospirosis (rank 4 with 59 cases). Obviously, to determine the true prevalence of
these zoonoses and to assess the risk factors, there is an urgent need for epidemiological
studies, not restricted to the population at risk, but in the entire population using more

sensitive diagnostic tests.

Control programme of bovine brucellosis in Ecuador

MAGAP through SESA designed a control scheme aimed at a progressive decrease of
the number of positive bovines in the endemic regions of the country, aiming to arrive
finally at the required conditions for total eradication of the disease (MAG-SESA,
1999).

The national strategy focuses on the immunisation of female calves, epidemiological

vigilance and stamping out of positive animals.

A strategic plan, considered in the national programme for the control of bovine
brucellosis (Programa Nacional de Control de la Brucelosis bovina), has been prepared
to be launched. A diagram of the proposed control strategy is presented in Figure 4. In
the new programme, a herd will be declared brucellosis-free when the animals of the
UPA in question have been submitted to at least two consecutive diagnostic assays, with
an interval of 45 to 60 days, both yielding negative results. It should be noted that this is
a considerable simplification of the existing required strategy (Godfroid et al., 2010;
MAG-SESA, 1999; Saegerman et al., 2010).
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Figure 3. Official reports of human brucellosis in Ecuador: incidence from 1990 to
2007 (Cartelle, Holban, Escalante, & Cevallos, 2015).
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It is obvious that any control and eradication programme of a given disease can never
achieve its goal in the absence of a reference laboratory, where quality control of the
biologicals (vaccines and antigens), as well as the repeatability and the reproducibility
of standardised diagnostic tests can be guaranteed. In addition, decisions should be
scientifically based and made only by a team of professionals, experts in human and
animal health and underpinned by laws, regulating all aspects concerned i.e.
vaccinations (registration of the selection of strain, way of administration, dose, age at
vaccination and possible boost-vaccinations), official recognition of diagnostic
laboratories (public or private), law —enforced notification of positive cases (human and

animal) and organised culling of positive animals.

A control programme must not emphasise on imposing penalties or on sanctioning
cattle owners, rather to the contrary, on incentives e.g. economic benefits for those

farms applying pasteurisation and with official declaration of brucellosis-free herds.
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Table I1. Main studies of human brucellosis at Ecuadorian universities

Authors Subjects of study Zone of stu*dy Diagnostic tests N of persons % an_d Cases
(number*) sampled positives
Leon, 1952; cited. by Chamorro ND Quito (1) Hudd ND 14-2
(1972)
Encalada (1963) Slaughterhouse workers Guayaquil (2) Hudd 5 0
Lince & Uriguen, 1965; cited by ND ND ND 566 4.1
Garcia-Carrillo (1987)
Intriago (1971) Slaughterhouse workers Portoviejo (2) Hudd 25 4.0
Macias (1977) Hospital pacients Portoviejo (2) Hudd 700 2.4
Ledn, 1979, cited by Delgado, Slaughterhouse workers Guayaquil (2) Hudd 211 10.9
(1992)
Encalada, 1980; cited by Delgado, Slaughterhouse workers El Oro (2) ND 235 26
(1992)
Zurita, 1980; cited by Garcia- Slaughterhouse workers El Oro (2) ND 235 23.8
Carrillo (1987)
Arteaga, Navas, Obando, & Slaughterhouse workers Manabi (2) Hudd 207 0
Zambrano (2002)
(Betancourt, Guerrero, & Roman, Pregnant women Manabi (2) Huddl 42 0
2002)
Alvarez & Pillacela (1985) Reports of health centres Cuenca (3) ND ND 3 cases
(1974 - 1983)
Delgado, (1992) Workers in slaughterhouses Cuenca (3) Hudd 173 2.3
and meat-processing centres
Cuenca (2013) Workers Santo Docmingo RB 70 1.43
SAT-EDTA 70 1.43

Legend: SA = Serum Agglutination Test; Hudd = Huddleson Agglutination Test; ND = Not determined; RB= Rose Bengal Test; SAT-EDTA = Wright Slow Agglutination
Test with EDTA,; * This number refers to the number of zone mentioned in the Figure 2.
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Figure 4. Current official strategy used in Ecuador to certify animal production units
officially free from bovine brucellosis and to monitor the disease (Torres, 2008)
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Legend: UPA= Agricultural Production Units (Unidades de Produccion Agricola).

In spite of “80 years of active monitoring and diagnosis of brucellosis” (Torres, 2008), there
is still no specific legislation regulating the control of brucellosis in Ecuador, i.e. the
notification of human and animal cases, the import and commercialisation of vaccines, the use
of diagnostic assays, the recognition and authorisation of laboratories and staff, the stamping
out procedures and the liability to quarantine transported animals. There only is the fact that
brucellosis was listed as a notifiable disease according to the law on animal health, enacted in

1981 (Organo del Gobierno Del Ecuador, 1981), and according to the general decree of law



on animal health, enacted in 1996 (Organo del Gobierno Del Ecuador, 1996), which in
practice was never properly implemented due to lack of funds. A specific set of rules such as

those stipulated by the Directive 98/46 of the European Community is urgently needed.

Vaccination of cattle

Currently two types of vaccines are in use for cattle in Ecuador, namely B-19 and RB-51. In
2005, according to official OIE information (OIE, 2016b) 12000 cattle were vaccinated
against brucellosis, without indicating the strain being used. However, in that year apparently
a higher number of animals should have been vaccinated since in the same year, 47020 doses
of RB51 were sold in the country (see Table Il for a summary of the available information).
Vaccination is applied sub-optimally and practices like intra-muscular application,
vaccination of calves, underdosing with strain RB-51 are common, including the supposed
“treatment” of seropositive animals by repeated vaccinations. Furthermore, there is no quality

control and registration of the vaccines distributed in the country.

The poor vaccination coverage, observed in traditional husbandry systems, mainly due to a
lack of coordination in the control programme at national, zonal and regional level and the
lack of an official vaccine distribution circuit, together with the existing ignorance and lack of
interest for small holdings, plus the careless handling of biologicals and the practice of
deferred vaccination of heifers (sometimes at the age of 12 or even 18 months), are likely
causes of the persistence of foci of brucellosis. Vaccination thus remains a matter of private
initiative, only performed by a small group of cattle owners, who in addition never immunise,

animals other than cattle with an appropriated vaccine.

Table I11. Characteristics of vaccines used in bovines in Ecuador during 2005

o Way of o
Vaccine Cour_ltry of Strain Form N*® of germs ml/dose administ N of doses
origen per dose ; distributed
ration
1 Ecuador B-19  Lyophylised 60x 10 5 sC ND
2 Ecuador B-19 Liquid ND 5 SC ND
3 USA RB-51  Lyophilised  10x 10" 2 sc 47020

Legend: SC = Sub-cutaneous; ND = Not determined; Source: own unpublished observations.
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Diagnostic tests, applied in Ecuador

Serological tests

Just like any other infectious organism, Brucella spp. must secure its survival in its host and
thus for this purpose possesses highly developed and complex antigenic and enzymatic
structures, which in turn generate equally complex immune responses in the host. Due to the
difficulties and occasional risks involved by the direct demonstration of the causal agent, even
more so in case of intracellular infection, antibody detection assays were developed and are

mostly relied upon.

Currently, the number of serodiagnostic tests, both quantitative and qualitative; to detect
antibodies against Brucella spp. far exceeds those developed for most of the other pathogenic
agents. However, the sensitivity and specificity of these tests have been a matter of discussion
and controversy, since many of them suffer from false positive serological reactions with
Gram-negative bacteria, sharing the same epitope on the lipopolysaccharide (LPS) (Buzgan et
al., 2010; FAO & OMS, 1986; Gerbier et al., 1997; Godfroid et al., 1994; Pouillot et al., 1997,
Saegerman et al., 2004) and with post-vaccination antibodies (Pouillot et al., 1997;
Saegerman et al., 1999, 2004).

Concerning the current diagnostic tests used in Ecuador, they exists no control neither of the
protocols nor of the antigens used in the laboratories involved. It is even not known which
test(s) is (are) employed in a specific situation. Tests used are Huddleson Agglutination Test,
Agar Gel Inmuno-difussion Test (AGID), Rose Bengal Test, Wright Slow Agglutination Test
(SAT), SAT with EDTA (SAT-EDTA), SAT with 2-mercaptoetanol (SAT-2ME),
Agglutination Test with Rivanol (RIV), indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(iELISA), competitive Enzyme Linked Immunosorbent Assay (CELISA) and milk ring test
(MRT) (Table 1V). Each laboratory uses its own protocols, cut-offs and so called “Gold

Standard”, the whole usually covered by a blanket of secrecy.

Isolations of Brucella spp.

Isolation of the germ is confronted with many difficulties and requires specialised high-
security laboratories. Consequently the number of successful isolations, reported in a given
country, is directly related to the standard of its reference laboratories, if present. Ecuador is
no exception to this rule and therefore there is no official information neither on the number

of isolations performed or on the geographical distribution of the strains. Out of the 794
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isolations of Brucella, realised and reported between 1965 and 1977 in 12 American
countries, 8 were performed in Ecuador i.e. one of Brucella abortus (biotype 1), 6 of Brucella
abortus (biotype 4), and one of Brucella suis (biotype 1) (Lucero et al., 2008; Thimn, 1982).

Recently, some strains from different animal species have been isolated by CIZ and will

eventually be characterised (unpublished data).

Table 1V. Results of serodiagnosis of bovine brucellosis during 1997-2006, officially
reported cases & cases reported by private labs (cases not reported).

Official report* Private laboratory**

Year Animals Animals Animals Animals

analysed positive analysed positive
1997 NA 231 NA NA
1998 NA 172 NA NA
1999 NA 448 NA NA
2000 NA 313 NA NA
2001 NA 337 NA NA
2002 NA 348 6628 689
2003 2583 330 4494 593
2004 2206 332 2274 273
2005 NA NA 3775 605
2006 NA NA 4402 419

Legend: * Official information reported by Ecuador to OIE; ** Private diagnostic; laboratory in Quito, Ecuador;
NA = No data available.

CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

From the available information and own observations, brucellosis seems to be a major
problem in Ecuador, both in cattle and man. Official documents show the current state of
knowledge to be rather poor. This is due mainly to the complex symptomatology of human
brucellosis, the underreporting of cases, the lack of epidemiological studies and the scarcity of
laboratories and experts involved. In addition, the range of diagnostic tests is restricted in
most laboratories and backup from national or international reference centres are nonexistent.

Lastly, there is little isolation, identification and characterisation of Brucella spp.

A basic requirement for future control and eradication programmes is the development of up-
to-date, practical and efficient maps, suited for every region and indicating the true prevalence
of brucellosis in Ecuador and the practices of vaccination. Furthermore, continuous training

for professionals and general public awareness campaigns should be organised and evaluated.

It is obvious that information about vaccine quality and registration and reliability of

laboratory tests is fundamental for any prevention and/or control or eradication programme.
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Hence there is an urgent need for a national reference laboratory, not only responsible for
quality control of biologicals (vaccines and antigens) and diagnostic tests, but also equipped

for isolating and identifying Brucella spp. and to provide scientific expert opinion.

Finally, a network of professionals, laboratories and institutions should guide private and
public organisations to support and streamline their collaboration, trying to avoid the current
situation of indiscriminate interventions. It should be supported by a national database,
compiling information gathered from systematic nationwide epidemiological surveys and
surveillance by regional laboratories under the supervision of a reference laboratory.
Systematic mass vaccination campaigns of all domestic potential brucellosis reservoirs should

be organised, registered and monitored and this effort should be supported by a national

policy.

Elimination of brucellosis from animal production in Ecuador will not only be beneficial for
the health of both farmers and consumers, but it will also decrease production losses of dairy
products and meat, thereby ensuring a secure and safe source of animal protein for the benefit

of the underprivileged rural population of Ecuador.

We once again state that a brucellosis control program must be structured on the basis of the
participation of the different actors, among them: livestock owners, veterinary professionals,
the livestock industry sector, the government animal health services, the academic research
sector, diagnostic laboratories and biologics production laboratories, who may act in
accordance with the regulations established by the international organisms in charge of animal
health. Moreover a structural link with the public health authority shoud developped (One

health approach).
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L'objectif général de cette thése est de générer de I’information utile pour améliorer la
connaissance de 1’épidémiologie de la brucellose bovine en Equateur, de son impact sur
la santé publique et des facteurs de risques associés a la maladie. Ces connaissances
permettront le développement d’outils d’aide a la décision pour les organismes officiels
en charge de la prévention et du contréle de la maladie. Pour atteindre cet objectif
général, quatre objectifs specifiques ont été fixés par rapport a la brucellose animale et

humaine dans la région nord-ouest de I'Equateur.

Dans un premier temps, l'information disponible sur la brucellose animale et humaine
en Equateur a été recherchée, rassemblée et analysée sous la forme d’une revue de la
littérature afin d'établir la situation actuelle de la brucellose en Equateur (Objectif 1;
Article 1).

Dans un deuxieme temps, des études épidémiologiques ont été menées chez les bovins
et les chévres (deux compartiments animaux), pour caractériser l'agent causal et
déterminer la prévalence réelle de la brucellose dans ces réservoirs animaux et estimer
la sensibilité et la spécificité des tests de diagnostic utilisés (Objectif 2; Articles 2 et 3).
Par ailleurs, I’importance zoonotique de la brucellose en Equateur a également été

investiguée (Objectif 3; Articles 4 et 6)

Dans un dernier temps, des lignes directrices sont proposées comme des fondements
pour [I'élaboration d'une stratégie de surveillance épidémiologique efficace des
brucelloses bovine et humaine, adaptée aux conditions de la région nord-ouest de

I'Equateur. (Objectif 4; Discussion générale).
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SECTION EXPERIMENTALE

Partie 1. Estimation de la sensibilité et la specificité des
tests de diagnostic et estimation de la prévalence réelle
de la brucellose bovine dans le nord de I'Equateur




Préléevement de sang chez les bovins

Source: Jorge Ron-Romén
Canton Espejo, provincia del Carchi — Ecuador
2012
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ARTICLE 2

Bovine brucellosis in North-West Ecuador: typing of
Brucella spp., seroprevalence, and associated risk
factors.
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Préeambule

Les nombreux tests existants permettant de confirmer le diagnostic de brucellose chez
I’animal sont non seulement liés a I’importance zoonotique de la maladie mais aussi aux
problemes qui persistent quant a la fiabilité des résultats, principalement en termes de
sensibilité (Se) et de spécificité (Se). A ce jour, il n’existe aucun test sérologique "gold
standard". L'utilisation des résultats de tests imparfaits ne peut donner une appréciation
réelle de la situatition épidémiologique que s’ils sont combinés a une information a

priori, dans le cadre d'un modele basé sur le théoréeme de Bayes.

Résumé en francais

Afin d'obtenir des informations épidémiologiques fiables sur la prévalence réelle de la
brucellose bovine par zone (zonel=Sierra et zone2=Costa) et par province (Pichincha,
Imbabura, Carchi, Esmeraldas et Manabi), ainsi que sur la performance des tests utilisés
pour diagnostiquer la maladie en Equateur, une étude transversale a été menée entre
2005 et 2009 dans le nord-ouest de I’Equateur. Les résultats des tests sérologiques
(n=3332) au rose bengale (RB), a la séroagglutination lente en tube en présence
dEDTA (SAT-EDTA), et au test immuno-enzymatique indirect (iELISA) ont été
combinés a des informations a priori (avis d’experts) dans un contexte bayésien, lequel

a pris en compte la possible dépendance conditionnelle entre les tests.

La prévalence réelle estimée était de 2,2%, tandis que les Se et Sp étaient les suivantes,
pour chaque test: Se=84% et Sp=98% pour le RB, Se=85% et Sp=99% pour le SAT-
EDTA et Se=89% et Sp=97 pour le test iELISA. Les facteurs de risque tels que le sexe
(OR=3,91 pour les femelles), I'dge (OR=3,14 pour la classe des 25 a 60 mois), la zone
(OR=4,19 pour la zone 1) et la province (OR=6,62 dans la province de Pichincha) ont
été mis en évidence grace a une enquéte épidémiologique diligentée lors de la prise des
échantillons. L'étude a mis en évidence que la différence de prévalence entre les zones
d'échantillonnage ne se situait pas au niveau des fermes (21,89% dans la zone 1 et
25,17% dans la zone 2), mais étaient surtout liées a la prévalence intra-troupeau
(12,46% dans la zone 1 et 3,28% dans la zone 2).

Brucella abortus biovar 1 et 4 a été isolée a partir du lait d'animaux ayant présenté des

résultats fortement positifs (n=13). Elle a présenté des caractéristiques particuliéres, a
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savoir I'inhibition de croissance en milieu coloré avec fuchsine (20 mg/ml) et safranine
(100 pg/ml).

Les informations recueillies dans le cadre de cette étude pourraient servir de base pour
les futurs programmes de contrdle et d'éradication de la brucellose en Equateur,
spécialement en contextualisant les mesures prophylactiques et 1’épidémiosurveillance

selon les particularités régionales et provinciales.
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Summary

In order to collect reliable epidemiological information on true bovine brucellosis
prevalence per area (1: Sierra [mountain], and 2: Costa [Coast]) and per province
(Pichincha, Imbabura, Carchi, Esmeraldas y Manabi), as well as the performance of
diagnostic tests, a transversal study was performed between 2005 and 2009 in
northwestern Ecuador. Results of serological tests (n= 3,332), i.e. Rose Bengal (RB),
Slow Agglutination Test with EDTA (SAT-EDTA) and indirect Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (iIELISA), were combined with a priori information (expert
opinion) in a Bayesian approach, taking into account possible conditional dependence
between the tests. The estimated prevalence was 2.2% and sensitivity (Se) and
specificity (SP) were as follows: Se=84%, Sp=98% for RB; Se=85%, Sp=99% for SAT-
EDTA; Se=89%, Sp=97% for iELISA.

The following risk factors were identified: sex (OR=3.91 for females), age (OR=3.14
for animals aged between 25 and 60 months), area (OR=4.19 for area 1) and province
(OR=6.62 for Pichincha). The study highlighted that the difference observed between
sampling areas was not related to herd prevalence (21.89% in area 1 vs. 25.17% in area
2), but rather to individual prevalence (12.46% in area 1 and 3.28% in area 2). Brucella
abortus biotype 4 was isolated in milk (n = 13 animals) in large numbers, while its

growth was inhibited in media coloured with basic fuchsin (20 pg/ml) and safranin (100

pg/ml).

The important information provided by our study should pave the way to future
programmes of brucellosis control and eradication in Ecuador. Prophylaxis and

epidemiological surveillance should be adapted to regional and provincial specificities.

Keywords: Ecuador, bovine brucellosis, risk factors, Brucella abortus biotype 4,

Bayesian approach, Diagnostic tests, True prevalence.
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Introduction

In Ecuador, a small country of South America, cattle husbandry is the second most
important sector contributing to the national economic development, behind oil
exportation; this activity is mainly located in rural areas, as reflected by the number of
cattle (close to 4.5 million) and of agricultural production units (APU), approaching 1
million (INEC, MAG, and SICA 2000). Nevertheless, Ecuadorian cattle husbandry
faces productive and reproductive concerns, as evidenced, for example, by the high rate
of abortions (INEC, MAG, and SICA 2000). Brucellosis is one of the main causes of
abortion, infertility and reduced animal production; the disease can hinder the economic
development of a country, as it directly affects food security of most vulnerable
populations. Brucellosis is a disease caused by bacterial species belonging to the genus
Brucella spp. (OIE 2016a). Even if several nations (especially developed countries)
achieved its eradication, it is still considered as the most widely distributed zoonosis
worldwide, as referred to by international organisms such as the World Health
Organization (WHO), the Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) and the World Health Animal Organization (OIE) (Pappas et al. 2006;
Saegerman et al. 2010; Godfroid, Nielsen, and Saegerman 2010; OIE 2016a). The
disease affects several animal species, which play a role as natural reservoir; they are
the sole source of infection for humans. Transmission routes are: direct contact with
infected animals and indirect contact through the consumption of contaminated animal
products (Rivera et al. 2003).

The importance of the disease is related on one hand to the severity of the human cases
and on the other hand to its economic consequences. For example, in the United States,
the treatment of a patient suffering from brucellosis without severe complications was
estimated at 340 USD vs. 4,095 USD for patients developing severe complications (Gil
and Samartino 2001).

In natural reservoirs, the disease results in abortions and retained placenta, epididymitis,
orchitis, reduced milk production and bursitis (FAO and OMS 1986; Corbel 2006).
Economic losses are not only associated with the negative impact on cattle husbandry
due to clinical cases, but also with trade restrictions of animals and their products (Acha
and Szyfres 2003). Owing to its consequence in public health, economy and food

security (Nicoletti 2001; Memish and Balkhy 2004; Doganay et al. 2003) measures are
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implemented all around the world for its control and eradication. These may be:
complete or partial vaccination of animals, direct or indirect diagnosis of the disease and
slaughter of infected animals (Corbel 2006; Godfroid, Nielsen, and Saegerman 2010;
Saegerman et al. 2010; OIE 2016a; Olsen and Stoffregen 2005). Programmes
implemented in developing countries face specific problems such as vaccine quality,
management and unreliable results of diagnostic tests, but also a lack of national policy
regarding vigilance and epidemio-surveillance of the zoonosis. Even if it is well
accepted that Brucella spp. isolation and typing is the reference test for diagnosis, the
lack of laboratories equipped appropriately and of staff sufficiently trained for handling
such high-risk pathogen impair its routine application. Currently, direct (PCR) and
indirect diagnostic tests (based on humoral immunity) are performed worldwide,
advocated for their high sensitivity and specificity (Ouahrani-Bettache, Soubrier, and
Liautard 1996; Nielsen 2002; Yu and Nielsen 2010). Unfortunately, as far as Ecuador is
concerned, the localised character of the studies performed to date, the use of insensitive
diagnostic tests and the absence of a policy for cattle vaccination (Ron-Roman et al.
2014) have seriously hampered the assessment of the true situation of the disease. This
step is the first one towards implementing future programmes of disease control and
eradication.

The aims of the present study were: (i) to describe the occurrence of cattle brucellosis in
north-western Ecuador, (ii) to estimate its real prevalence as well as the diagnostic
characteristics of the tests used and lastly (iii) to isolate and type Brucella spp.

circulating in the area of study.

Materials and methods

Type of study and targeted geographic area

A transversal study was performed between 2005 and 2009 in five provinces of north-
western Ecuador (Figure 1). Unvaccinated cattle (N = 3,332 animals) belonging to 344
animal production units (APUSs) located in two climatically distinct geographic areas:
the Mountain area (zone 1), which included Pichincha, Imbabura and Carchi provinces,
and the Coast (zone 2), including Esmeraldas and Manabi provinces, as well as parts of

Pichincha and Imbabura provinces.
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Fig. 1: Study area
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Cattle sampling

In Ecuador, extensive cattle husbandry predominates, but differences are observed
between geographical regions (Figure 2.1 ans 2.2 shows the cattle numbers and density
distributions in Ecuador). In zone 2 (Coast), large dairy herds are maintained in vast
properties where animals are not monitored daily. In contrast, in zone 1 (Mountain),
even if husbandry is also extensive, each animal (mainly from dairy herds) is monitored
daily, especially for what calving, mating/artificial insemination and vaccination are
concerned. Blood was sampled in vacutainer tubes (10cc) from the caudal or jugular
vein. Each sample was centrifuged, thereafter serum was distributed in two Eppendorf
tubes (2 cc), each tube being identified and conserved at a temperature of -20°C until

further analysis. Cattle were Bos taurus type in zone 1 and Bos indicus type in zone 2.
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Fig. 2.1: Cattle population per canton

Fig. 2.2: Cattle density per canton
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Analysis of blood samples

Three diagnostic tests were applied to detect antibodies against Brucella spp. in the
samples: Rose Bengal plate agglutination test (RB), Slow Agglutination Test carried out
with EDTA (SAT-EDTA), and indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(IELISA). Tests were performed as described by the manufacturer recommendations
and in OIE guidelines (Alton et al. 1988; Limet et al. 1988; OIE 2016a).

Isolation and identification of Brucella spp.

In order to isolate the bacteria in milk, 50 cc-samples from 52 animals highly positive to
at least one diagnostic test were centrifuged at 2,000 g during 15 minutes. Fractions of
sediment and cream were sampled with a sterile swab and placed on selective Farrell
culture medium (Columbia Agar Base [OXOID CMO0331] with 5% heat inactivated
horse serum [GIBCO Ref 16050-130] and Brucella Selective Supplement [OXOID
SR0O083A]). Suspect colonies were sub-cultured in a BASE medium (Columbia Agar
Base with 5% horse serum, heat inactivated). The identification of Brucella was
achieved through performing the following tests: gross observation of colonies, direct
microscopic observation on slide, Gram staining, oxidase [DIFCO-BBL Ref 261181],
catalase and urease. Procedures followed protocols previously described (Alton et al.
1988; Godfroid and Boelaert 1995).

Molecular identification of Brucella spp.

Colonies identified as being Brucella spp. through biochemical tests underwent two
molecular tests (PCR): PCR 1S6501 or PCR-IS711 (Primers: IS6501 3°: 5’-gat-aga-agg-
ctt-gaa-gct-tgc-gga-c-3°/IS6501 5°: 5’-acg-ccg-gtg-tat-ggg-aaa-ggce-ttt-t-3’) and Real-
time PCR Bcsp31 (Primers: BCSP31F ctc-ggt-tgc-caa-tat-caa-tgc; BCSP31R ggg-taa-

agc-gtc-gcc-aga-ag-, BCSP31sonde aaa-tct-tcc-acc-ttg-cec-ttg-cca-tca).

Statistical analyses

At first, seroprevalence of the disease per APU, province and region were determined.
An animal was considered seropositive when at least one test result was positive
(parallel interpretation). An APU was considered positive when it contained at least one
positive animal. The possible influence of several criteria, such as sex, age, province
and region was investigated through a univariate analysis using a random effects

logistic regression (APU as random effect). Variables identified as having a significant
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effect in the univariate analysis were further tested in a multivariate model, also using a
random effects logistic regression. Secondly, the true prevalence of the disease was
estimated by means of a Bayesian analysis, taking into account the characteristics of
diagnostic tests (sensitivity [Se] and specificity [Sp]) used in the study and allowing for
the presence of conditional dependence (Berkvens et al. 2006; Lesaffre, Speybroeck,
and Berkvens 2007). Statistical analyses were performed using R (https://www.r-

project.org), WinBUGS (http://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/software/bugs/) and Stata/MP
14.1 (StataCorp., 2015).

Results

A total of 3,332 bovines (mean age = 41.4 months old; range 1 to 180 months old) were
sampled in north-western Ecuador. Animals sampled in Zone 1 (Mountain) represented
38.78% of the total (1,292/3,332), and belonged to 201 APUs (58.42%), while 61.22%
of animals (2,040/3,332) originated from 143 APUs located in Zone 2 (Coast). A

summary of the data is given in Table 1.

A total of 228 animals (i.e. 6.84%) tested positive to at least one of the three tests (RB,
SAT-EDTA and iELISA). The numbers of positive test results are shown in Table 2.
Using a Bayesian framework, the true prevalence was estimated as 2.2%. Sensitivity
and specificity of each test were calculated as well (RB [Se=0.84; Sp=0.98], SAT-
EDTA [Se=0.85; Sp=0.99] and iELISA [Se=0.89; Sp=0.97)] (Table 3). Comparative
results of the three tests are presented in Tables 4.1, 4.2 and 4.3.

The univariate analysis of the seroprevalence allowed identification of a significant
effect of sex (p < 0.01 OR= 3.91 for females versus males; Cl: 2.26-6.78) and age
(group 2 [25 to 60 months; p < 0.01; OR=3.14; CI: 2.07-4.77] and group 3 [> 60
months; p < 0.01; OR=2.66; CI: 1.75-4.04] versus animals <24 months). Prevalence, ClI
and OR, as well as the number of positive animals, are summarised in Table 5.1 for

each variable of study.
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Table 1: Bovine brucellosis in north-western Ecuador; distribution of APUs and
animals, as well as analysis of risk factors (Part 2: zones of study and provinces)

Parameter Sample Positive Cl (%) Odds ratio
Province N % Mean* N % Mean*
Zone 1 (APUs) 201 58.42 - 44 21.89 - (16.38 — 28.25) -
Zone 1 1292  38.78 6.43 161 12.46 3.66 (8.37 - 16.54) -
(animals)
Carchi (APUs) 81 23.55 - 14 17.28 - (9.78 — 27.30) -
Carchi (animals) 418 12.55 5.16 24 574 1.71 (2.18-9.29) -
Imbabura 1 90 26.16 - 15 16.67 - (9.63 —26.00) 0.95
(APUs) (0.43-2.12)
Imbabura 1 540 16.21 6.0 41 759 2.73 (3.33-11.85) 1.35
(animals) (0.55-3.28)
Pichincha 1 30 8.72 - 15 50.00 - (31.30 - 68.70) 4.78
(APUs) (1.91-11.99)
Pichincha 1 334 10.02 11.13 96 28.74 6.40 (19.37 - 38.12) 6.62
(animals) (2.99 — 14.65)
Zone 2 (APUs) 143 41.58 - 36  25.17 - (18.29 - 33.11) 1.20
(0.70 — 2.05)
Zone 2 2040  61.22 14.27 67 3.28 1.86 (2.00 — 4.58) 0.24
(animals) (0.16 - 0.36)
Esmeraldas 48 13.95 - 6 125 - (4.73 — 25.25) 0.68
(APUs) (0.24-1.91)
Esmeraldas 420 12.61 8.75 7 1.67 1.17 (0.17-3.17) 0.28
(animals) (0.09 -0.85)
Manabi (APUs) 26 7.56 - 14  53.85 - (3.34 - 73.41) 5.58
(2.13-14.61)
Manabi 409 12.27 15.73 24 587 1.71 (3.68 — 8.05) 1.02
(animals) (0.48-2.19)
Imbabura 2 41 11.92 - 2 4.90 - (0.6 — 16.53) 0.24
(APUs) (0.05- 1.13)
Imbabura 2 620 18.61 15.12 2 0.32 1.0 (0.00-0.7) 0.05
(animals) (0.01-0.25)
Pichincha 2 28 8.14 - 14 50.00 - (30.64 — 69.35) 4.78
(APUs) (1.87 - 12.23)
Pichincha 2 591 17.74 21.11 34 575 2.43 (2.19-9.31) 1.00
(animals) (0.40 — 2.51)
Total (APUs) 344 100 - 80 23.26 - (18.90 — 28.10)
Total (animals) 3332 100 9.69 228  6.84 2.85 (4.83 — 8.85)

Mean*=mean number of animals per APU (sampled or positive)
¥ An animal is considered positive when at least one test result was positive (i.e. parallel interpretation)

Table 2: bovine brucellosis in north-western Ecuador: results of the three
immunological tests

RB: Rose Bengal; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA

RB SAT iELISA N
- - - 3,104

+ - - 50

- + - 28

- - + 70

+ + - 5

+ - + 8

- + + 7

+ + + 60
Total 3,332

iIELISA: indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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Table 3: Bovine brucellosis in north-western Ecuador: Bayesian analysis statistics
and estimation of prevalence and test characteristics of the three immunological

tests
Statistic Bayes-p 0.49
DIC 47.489
pD 6.289
Prevalence 0.022
(0.013 - 0.031)
RB SAT-EDTA iELISA
Sensitivity 0.84 0.85 0.89
(0.68 -0.97) (0.65-10.99) (0.81-10.99)
Specificity 0.98 0.99 0.97
(0.97 - 0.99) (0.98 —0.99) (0.97 — 0.98)

Bayes-p: posterior predictive check probability, DIC: Deviance Information Criterion; pD: number of
parameters estimated; RB: Rose Bengal; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test; iELISA:

indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay
In brackets: Bayesian credibility intervals

Table 4.1: bovine brucellosis in north-western Ecuador; contingency tables

between RB and SAT-EDTA

RB Total
SAT-EDTA Negative Positive
Negative 3,174 58 3,232
Positive 35 65 100
Total 3,209 123 3,332

RB: Rose Bengal; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test

Table 4.2: bovine brucellosis in north-western Ecuador; contingency tables

between RB and iELISA)

RB Total
iELISA Negative Positive
Negative 3,132 55 3,187
Positive 77 68 145
Total 3,209 123 3,332

RB: Rose Bengal; iELISA: indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Table 4.3: bovine brucellosis in north-western Ecuador; contingency tables

between iIELISA and SAT-EDTA

iELISA Total
SAT-EDTA Negative Positive
Negative 3,154 78 3,232
Positive 33 67 100
Total 3,187 145 3,332

SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test;
iELISA: indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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Table 5.1: Bovine brucellosis in north-western Ecuador; distribution of samples
and analysis of risk factors (Part 1: sex and age groups)

%

Parameter Sample Positive p-value Odds ratio
(95%CI)
Number % Number %
Sex <0.01 -
Male 607 18.22 13 2.14 (1.24 - 3.67) -
Female 2,725 81.78 215 7.89 (4.71-12.92) 3.91
(2.26 — 6.78)
Age group <0.01 -
< 24 months 1,191 35.74 39 3.27 (2.40 — 4.45) -
2510 60 1,257 37.73 121 9.63 (5.07-17.5) 3.14
months (2.07-4.77)
> 60 months 654 19.63 54 8.26 (3.91 - 16.59) 2.66
(1.75 — 4.04)

At APU level, no significant difference was observed between the two areas of study (p
> 0.05). At animal level, a significant difference (p < 0.01) was observed between them,
with a 4.19 OR (95% CI: 2.76-6.36) in zone 1 (Mountain) compared to zone 2. When
considering Carchi province as a reference, the following four areas can be discerned
(refer to Table 1 for OR and CI): (i) Carchi and Imbabura 1 are identical at APU and
animal levels; (ii) Pichinchi 1 has OR significantly above one at both APU and animal
levels; (iii) Esmeraldas and Imbabura 2 have OR significantly below one at animal level

(no difference at APU level) and (iv) Manabi and Pichincha 2 have OR significantly

above one at APU level (no difference at animal level).

The multivariate analysis is formally summarised in Table 5.2 allowing ranking of

provinces according to the seroprevalence at animal level (females only) and APU level.

Table 5.2 Parallel Animal-level and farm-level seroprevalence (Females only)

Thirteen bacterial isolations were performed through culture of milk samples. They
were identified as Brucella abortus biovar 1 and 4 based on microbiological tests (gross

observation, microscope observation and biochemical tests) and molecular analyses

Province Animal-level Farm-level
Prevalence Rank Prevalence Rank

Carchi 0.067 b 0.184 b
Esmeraldas 0.021 bc 0.127 b
Imbabura 1 0.080 b 0.147 b
Imbabura 2 0.002 c 0.024 b
Manabi 0.068 b 0.538 a
Pichincha 1 0.310 a 0.636 a
Pichincha 2 0.061 bc 0.481 a
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(PCR-1S711 and PCR-Bcsp31). The mean age of females (n=13) of which Brucella spp.
was isolated in milk, was 59.69 months (range 36-96 months). Ten cows out of 13
(76.92%) aborted. Cow n#2873 never gave birth to a live calf, but aborted three times
during her 60 months of life. These animals were originating from 7 APUs, located in
the cantons of Cayambe (N=1), Tulcan (N=3) and Quito (N=9), Pichincha and Carchi

provinces (Zone 1-mountain).

Discusion

The objectives of our study were to estimate the true prevalence of bovine brucellosis in
north-western Ecuador, as well as the characteristics (sensitivity [Se] and specificity
[Sp]) of the following diagnostic tests: Rose Bengal (RB), Slow Agglutination Test with
EDTA (SAT-EDTA) and indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (iIELISA).
Only cattle confirmed as not vaccinated were included in the study. Results of
diagnostic tests were used for the Bayesian analysis. Furthermore, isolation and

molecular typing of the causing agent circulating in the areas of study were performed.

Microbiological characterization of colonies remains the most specific test for the
diagnosis of brucellosis (Bricker 2002). Nevertheless, due to difficulties and risks
associated with performing this test in the Ecuadorian context, other options should be
privileged: detection of antibodies offers possibilities for the diagnosis of bovine
brucellosis. The lack of a gold standard for diagnosing animal brucellosis entails the use
of an imperfect test, which automatically implies the estimation of a number of
variables in excess of the number of degrees of freedom available. The analysis must
proceed in a Bayesian framework, allowing the estimation of the true prevalence and the
characteristics of diagnostic tests by combining a priori knowledge on parameters
(published information or expert opinion) with the data collected experimentally (Enge,
Georgiadis, and Johnson 2000; Branscum et al. 2005; Geurden et al. 2006).

In order to better understand the true status and distribution of the disease, as well as to
correctly interpret diagnostic tests results, we considered age and sex of animals
sampled. Cattle were confirmed as not vaccinated in order to minimize cross-reactions
(Dohoo et al. 1986). Cross-reactions with other Gram negative bacteria (due to the LPS

epitope) should be considered (Alton et al. 1988; Godfroid et al. 2002; Saegerman et al.
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2010) and they are generally considered as important in a low prevalence context
(Corbel 2006).

The apparent prevalence estimated in our study reached 6.84% (228/3,332), and was
similar to the official prevalence, i.e. 4-10.62% in the mountain area vs. 5.88%-10.62%
in the coastal region, estimated during the unique national sampling campaign carried
out previously (MAG-SESA 1999). The majority of positive animals were identified
through the combination of several tests, rather than relying on one unique imperfect
test, as already mentioned before (Table 1). The diagnostic test results were combined
in a parallel fashion (animal is considered to be positive if at least one test results is
positive). This increases the sensitivity and decreases the specificity of the overall test,
possibly explaining the high proportion of false positive results (apparent prevalence of

6.8% versus true prevalence of 2.2%).

Combining known Se and Sp of diagnostic tests (Nielsen 2002) with data collected in
our study allowed us to estimate a 2.2% true prevalence and characterizing each test
(Table 3). The Bayesian analysis showed that iIELISA offered the highest combination
of Se and Sp and thus could be the most appropriate test for the Ecuadorian context.
Each diagnostic test presented disadvantages, either due to the previous treatment of
samples, protocol standardisation, cut-off determination, results analysis or economic
aspects. Nevertheless, iIELISA can overcome these disadvantages, reason why it was
proposed since long ago in countries where brucellosis remains a problem (Saravi et al.
1995). Sensitivity and Sp of our IELISA test are comparable to previous reports in Ivory
Coast (Thys et al. 2005; Sanogo et al. 2013) and Bangladesh (Rahman et al. 2013).
Even if the RB test appeared to be the less efficient (Se=84% and Sp=98%), it should
not be totally discarded for diagnosing bovine brucellosis, as it is easily performed and
read.

As previously found in other studies (Saegerman et al. 2010), females had a higher
seroprevalence than males and older animals showed a higher prevalence than younger

animals. Females remain longer in the herd, which probably explain our observations.

Traditionally, Ecuador is divided in three main zones (excluding the Galapagos Islands)
when planning epidemiological studies on bovine brucellosis (MAG-SESA, 1999):
Amazonia (not considered here because of low cattle population and low brucellosis
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prevalence), Sierra (our zone 1, Mountain) and the coastal area (our zone 2, Coast). As
shown in Figure 3, the original division of the study area in coastal and mountainous
zones was probably not detailed enough. The differences found between the four
proposed zones can possibly be explained (at least partly) by differences in herd sizes,
management systems, sanitary programs on the farms, which has been reported
previously by (Muma et al. 2007, Ragan 2002). Thus, it is not surprising to observe a
higher prevalence at animal level in Pichincha 1, which is known for the highest
average herd size (Poulsen et al. 2014). The present findings can serve as a basis for
compartmentalisation and zoning of the area as proposed by OIE (2016b). However, it
Is at present not feasible to offer a full explanation for the differences observed at APU
level and at animal level: it appears that prevalence at APU level is higher in the
southern part of the study zone (Manabi and Pichincha provinces), whereas at animal
level, there is a lower prevalence in the north-western part of the study zone
(Esmeraldas province) and a high prevalence in the south-eastern part (Pichincha 1
province). A detailed study of animal movement (e.g. the influence of the impossibility

to transport animals between Carchi and Esmeraldas provinces) is proposed.

The lack of control in animal movements between provinces and regions could be
responsible for the endemic status of brucellosis in north-western Ecuador as a whole.
Animal reservoirs are the primary source of infection for humans. Brucellosis appears to
be present in 25% of farms in north-western Ecuador, explaining the high human
antibody prevalence in the same area and period of study (2.1% in the Sierra zone vs.
1.4% in the Coastal zone), with slight differences observed when at province level
(1.3% in Imbabura vs. 2.9% in Manabi) (Ron-Romén et al. 2014).

Although bovine brucellosis has always been an issue in Ecuador, as reflected by the
numerous studies and theses performed by different researchers, the true disease status
has not been elucidated. Significant variations of prevalence were reported in cattle:
51.6% (Maldonado and Salgado 1979) using the RB test in 989 bovines (provinces of
Pichincha, Imbabura, Carchi and Manabi), 0% (Vera and Flores 2004) resulting from
the application of a Milk Ring Tests (MRT) on 807 milk samples from the province of
Manabi, and 0% (Demera et al. 2002), based on the Huddleson agglutination test

performed on 210 bovine blood samples.
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Fig. 3. Farm-level and animal-level risk zone
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Our study also allowed the isolation and typing the causing agent, i.e. Brucella abortus
biovar 1 and 4. Our discovery confirmed the importance of brucellosis in cattle, and
draws the attention on the ease with which bacteria can be isolated from milk samples,
thereby emphasizing the serious risk for public health in Ecuador. In addition, we
identified the primary source of infection in humans, as the biotype isolated in cattle,
i.e. Brucella abortus biotype 4, which was also isolated in humans in the same area
(Ron-Romaén et al. 2014), and in the patient had lived in Ecuador until the age of 63
years when he moved to USA (Herrick et al. 2014).

Isolating the causative agent clarified the epidemiological status of the disease and its
routes of transmission, as Brucella species and biotypes show specificities in terms of

geographic distribution and presence in animal reservoirs (Corbel 2006; Lucero et al.
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2008). The isolation process reported here highlighted particular characteristics of the
Ecuadorian B. abortus biotype 4 as it did not (or very slowly so) grow on coloured
media with basic fuchsin (20 pg/ml), contrary to strains isolated in Canada and the
United States (Alton et al. 1988). An unexpected observation was the lack of (or very
slow) growth on coloured media with safranin (100 pg/ml). These two characteristics
were also observed for Brucella abortus biotype 1 isolated in in humans in Ecuador
(Ron-Romaén et al. 2012), and also in cattle contrary to the assertions of Rodriguez-
Hidalgo et al. 2015 (they erroneously named B. abortus biotype 1 as biotype 2 after
isolation and Variable Number Tandem Repeat (VNTR) PCR. It is understood that our
results must be confirmed (e.g.) by means of reference strains and the use of PCR-31
BCSP (real time PCR) and PCR-EN 711 (711 insertion PCR).

For many authors, abortion should not be considered as the pathognomonic sign of
brucellosis. Nevertheless, in Ecuador, 53.85% of animals from which Brucella was
isolated (7/13) had aborted at least once. Conserving animals that aborted (until 3
times), or that started their reproductive life with an abortion (Samples N*3135 and
3260), illustrate the ignorance of farmers with regard to brucellosis. It is surprising to
observe that (Table 6) 30.6% (11/36) of the reported pregnancy ended in abortion.

Improving the knowledge on biotypes would allow a better comprehension of the
disease (Roux 1979). Unfortunately, isolating bacteria is not easy, as it requires a high-
security laboratory facility, which is why the number of isolates reported by a country is
generally correlated to the level of development of its reference laboratories. Ecuador is
no exception, as no official information is available either on the number of isolations
performed or on the distribution of circulating strains. According to Thimn (1982), 794
Brucella isolations have been performed in 12 Latin American countries between 1965
and 1977, among them, 220 in Argentina, 160 in Mexico, 114 in Peru and 95 in Chili.
Only 8 isolations were realised in Ecuador during the same period: one isolation of B.
abortus biotype 1, 6 isolations of B. abortus biotype 4 and one isolation of B. suis
biotype 1. Similarly, Lucero et al. 2008 reported that between 1968 and 2006, Ecuador
only notified 3 isolations in cattle, one being B. abortus biotype 1 and the two others, B.

abortus biotype 4.
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Table 6: Additional information on animals in which Brucella spp. was isolated

Zootechnical information

Diagnostic test

Samop le Cowcode  APU code Zone Province Canton A : : N SAT. _ N —— PCR PCR
ge N calvings N abortions RB EDTA* iELISA Isolation IS7T11%*  Bespal*
2628 126 214 1 Pichincha 1 Cayambe 72 3 1 ++ 100 24 + + +
2873 U 294 1 Carchi Tulcan 60 0 3 ++ 3200 3.7 + + +
2915 u 303 1 Carchi Tulcan 48 2 0 ++ 1600 2.6 + + +
2917 U 303 1 Carchi Tulcén 50 2 0 ++ 2560 2.8 + + +
3135 147 338 1 Pichincha 1 Quito 36 0 1 + 12800 4.2 + - +
3138 u 338 1 Pichincha 1 Quito 72 3 1 +++ 800 60 + + +
3143 U 338 1 Pichincha 1 Quito 96 4 3 +++ 3200 23.7 + + +
3220 167 341 1 Pichincha 1 Quito 84 4 1 ++ 80 13.0 + + +
3233 31 343 1 Pichincha 1 Quito 70 4 0 +++ 3200 23.0 + + +
3260 11 343 1 Pichincha 1 Quito 40 0 1 + 25600 35 + + +
3261 28 343 1 Pichincha 1 Quito 50 1 0 + 100 21 + - +
3311 148 344 1 Pichincha 1 Quito 36 1 0 +++ 40 22.0 + - +
3312 163 344 1 Pichincha 1 Quito 62 1 0 +++ 50 14.4 + - +

U: Unknown, *: Indirect diagnosis; **: Direct diagnosis; RB: Rose Bengal; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA; iELISA: Enzyme Linked
Immunosorbent Assay; RT: Real-time PCR; 1S711: PCR insertion 711
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Bovine brucellosis remains an issue in Ecuador, with serious implications for public
health, contrary to the statement by Cartelle Gestal et al. 2015 and actions to control and
possibly eradicate it should be adapted to its distribution (per region and province).

Our study clarified the situation of bovine brucellosis in the area of study and provides
evidence for the necessity to adapt brucellosis control programmes to the specificities of
each area and/or province. It highlights the urgent need to develop awareness
programmes aimed at stockbreeders, traders and laboratory technicians. The general
public should be made aware as a previous analysis estimated a 1% true prevalence in

humans (unpublished results).
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SECTION EXPERIMENTALE

Partie 2: Brucellose caprine en Equateur




Echantillonage chez les chévres

Source: Jorge Ron-Roman
Comunidad Tronco quemado, cantén Zapotillo, provincia de Loja — Ecuador
2011
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Préeambule

Comme Brucella melitensis n’a jamais été isolée en Equateur a ce jour, la réalisation
d’une étude ciblant plusieurs régions et impliquant un grand nombre d’échantillons
s’avérait nécessaire afin d’évaluer la prévalence de la brucellose chez cette espéce
réservoir et le cas échant, de tanter d’isoler I'agent causal. De plus, les pratiques des
vendeurs embulants de lait de chevre non pasteurisé pour soigner les malades nous ont

poseé la question du risque pose par celles-ci en cas de brucellose.

Résumé en francais

A ce jour, trés peu d’études sérologiques ont ciblé la brucellose caprine en Equateur, la
plupart sont d’ailleurs relativement anciennes. Afin d'évaluer la situation
épidémiologique actuelle, une étude serologique transversale a été menée parmi les
populations caprines des provinces de Carchi (n = 160 animaux), Pichincha (n = 224
animaux) et Loja (n = 2024 animaux). En outre, des échantillons de lait ont été prélevés
sur 220 animaux dans la province de Pichincha. Seuls deux résultats positifs (RB
négatif et SAT-EDTA > 400 UI / ml) ont été obtenus chez des chévres en lactation,
toutes deux appartenant a la méme ferme de Quito. Cette étude démontre une
prévalence apparente faible dans la province de Pichincha, et I'absence de la maladie
dans les provinces de Carchi et Loja. Vingt-cing échantillons de laits se sont révélés
positifs au test de I’anneau (Milk Ring Test - MRT) dans la province de Pichincha, ce
qui représente une prévalence de 11,16%. Les échantillons positifs ont été mis en
culture. Tous les résultats ont été négatifs, a I'exception d'un animal de la région de
Quito. Cet animal a présenté une culture positive pour Brucella abortus souche 19
(B19). Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour interpréter un tel résultat
inattendu, la plus probable étant I’utilisation accidentelle chez cet animal d'une aiguille
utilisée au préalable pour immuniser le bétail avec le vaccin B19. Cette hypothése met
en avant la nécessité d’implémenter des mesures de biosécurité pour prévenir de tels

accidents.
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Abstract

Very few, mostly old and only preliminary serological studies of brucellosis in goats
exist in Ecuador. In order to assess the current epidemiological situation, we performed
a cross-sectional serological study in the goat populations of Carchi (n = 160 animals),
Pichincha (n = 224 animals), and Loja provinces (n = 2 024 animals). Additionally, milk
was sampled from 220 animals in Pichincha province. Only two positive serological
results (RB negative and SAT-EDTA > 400 IU/ml) were obtained in lactating goats
from the same farm in Quito. The present study indicates a low apparent prevalence in
Pichincha province and absence in Carchi and Loja provinces. A total of 25 positive
milk ring tests (MRT) were obtained in Pichincha province yielding a prevalence of
MRT of 11.16%. Subsequent culture was performed on the positive MRT samples. All
results were negative, apart from a single sample, obtained from a serological positive
goat in Quito, that was positive for Brucella abortus strain 19 (B19). Several hypotheses
are forwarded concerning this unexpected result. The most likely hypothesis is the
possible accidental use of a needle, previously used for vaccination of cattle with the
said vaccine, for the administration of drug treatment to the goat. This hypothesis

underlines the necessity of biosecurity measures to prevent this type of accidents.
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Introduction

Brucellosis is a worldwide disease with health and economic impacts (Castro et al.,
2005). It is widely distributed in humans and animals, especially in developing
countries. Its occurrence is related to the existence of animal reservoirs and high

infection rates in livestock, especially in goats and sheep (Corbel, 2006).

The main cause of caprine brucellosis is Brucella melitensis (biovars 1, 2 and 3)
(Godfroid et al., 2010) but some sporadic cases caused by B. abortus are documented
(e.g., Leal-Klevezas et al., 2000). One or more of the following typically characterize
the clinical form of the disease: abortion, retained placenta, orchitis, epididymitis and,
more rarely, arthritis together with excretion of the organisms in uterine discharges and
milk (OIE, 2016a).

Surveillance in goats by indirect diagnostic methods is not a common practice in most
countries of South America (PANAFTOSA, 2000), where goat breeding is constrained
in its development, because of conditions of overcrowding, poor or non-existent disease
control measures and lack of technical assistance, which, together with rudimentary
empirical management, permit the transmission of brucellosis (Ortega-Sanchez et al.,
2009).

Caprine brucellosis due to Brucella melitensis is present in Mexico, Peru, Argentina,
Paraguay and Bolivia (Aznar et al., 2014; PANAFTOSA, 2000). In Ecuador there are
no records or Brucella spp. isolates in goats despite the fact that raising goats is a
common practice in rural and peri-urban areas. The total number of goats is estimated
between 178,000 (INEC et al., 2002) and 191 000 (OIE, 2016b) of which approximately
43 % (78,000) are found in the canton of Zapotillo in Loja province.

The marketing of goat milk in different parts of the Metropolitan District of Quito (two
million inhabitants) has become a common activity and forms the basic income of
several families engaged in this business. Ecuadorian law prohibits peddling
unpasteurized milk, and although vendors work without government regulation, they try
as much as possible to maintain minimum health standards, such as collecting animal

droppings, washing the udder and selling milk in new and clean bottles.
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The very few serological studies of brucellosis in goats conducted in Ecuador are old
and incomplete or preliminary (e.g., Poulsen et al., 2014). In order to determine the
seroprevalence of Brucella spp. in goats in three selected areas of Ecuador, as well as
isolate the causative agent, we conducted a cross-sectional study (serum and milk

samples) in Carchi, Pichincha and Loja provinces.

Materials and methods

Selected areas

The selection of three areas for this study is based on the potential risks: Bolivar and
Mira cantons of Carchi province (presence of bovine brucellosis in cattle and existence
of mixed farms) (Ron-Roman and collaborators, unpublished data), the urban and peri-
urban Metropolitan District of Quito in Pichincha province (business of milk goats in
Quito city and high density of inhabitants) and Zapotillo canton of Loja (high density of
goats) provinces (Figure 1).

Fig 1: Goat population per Canton and localization of the study areas (INEC et al.,
2002). [A]
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Legend: [A], Bolivar and Mira cantons of Carchi province (presence of bovine brucellosis in cattle and
existence of mixed farms); [B], urban and peri-urban Metropolitan District of Quito in Pichincha province
(business of milk goats in Quito city and high density of inhabitants); [C], Zapotillo canton of Loja
province (high density of goats).
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Sampling design

A survey with census sampling at farm level and convenience sampling at animal levels
was performed in the three selected areas. In Carchi and Pichincha provinces (small
herds), all herds and all animals present in a herd were sampled. In Zapotillo canton of
Loja province (large herds), all herds were included and a random selection of 25% of

animals present in a herd was sampled.

In Carchi, blood was sampled between December 2012 and February 2013 (n = 160
goats in 12 herds). In urban and peri-urban Quito (Pichincha province), blood and milk
were sampled between December 2009 and April 2010 (n = 224 and 220 goats in 12
herds for blood and milk samples, respectively). In Zapotillo canton of Loja province,

blood were sampled in July 2011 (n = 2 024 goats in 62 herds).

Samples

The goats sampled belonged to native, Nubian and Anglo-Nubian breeds. Jugular vein
blood was sampled in vacutainer tubes (10 ml). Each sample was centrifuged; the serum
was identified, analysed, and stored at -20 °C. In addition, 100 ml of milk was collected
from each lactating goat sampled in peri-urban Quito. All milk samples were identified,
stored in a cool box until analysis at the Centro Internacional de Zoonosis (ClZ,

International Centre for Zoonoses, Central University of Ecuador).

Blood and milk analysis

Serum samples were analysed for the presence of antibodies against Brucella spp. using
two diagnostic tests: slide agglutination test with Rose Bengal (RB) and the serum
agglutination tube test with EDTA (SAT-EDTA). These tests were performed as
previously described (Alton et al., 1988; OIE, 2016a). Milk samples were analysed by
applying the modified technique of Milk Ring Test (MRT), also previously described
(Diaz et al., 2001).

Isolation and identification of Brucella spp.

Milk samples from SAT-EDTA positive (n = 2) and MRT positive animals (n = 23)
were centrifuged at 2,000 g for 15 minutes. The supernatant (cream) and sediment were
grown in selective Farrell medium (Columbia Agar Base [Oxoid CMO0331] with 5%
decomplemented horse serum [GIBCO Ref-16050-130] and Brucella selective
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supplement [OXOID SRO083A]) for the isolation of Brucella spp.
Replicated colonies with BASE medium (Columbia Agar Base with 5%
decomplemented horse serum) were identified and classified by means of: macroscopic
and microscopic observation, Gram staining and oxidase [DIFCO-BBL Ref: 261181],
catalase and urease tests. The procedures were performed as previously described
(Alton et al., 1988; Godfroid & Boelaert, 1995).

Identification and molecular characterization of Brucella spp.

Once identified by biochemical tests, the Brucella colonies were analysed molecularly
by three different PCR tests: the 1S6501 PCR or PCR-1S711 (primers: 1S6501 3 : 5'-gat-
aga-agg--gct-gaa ctt tgc-gga-c-3 '/ 1S6501 5': 5'-acg-ccg-gtg-tat-ggg-aaa-ggce-ttt-t-3") for
genus identification, AMOS PCR (Primers: B. abortus-specific: gac-gaa-cgg-aat-ttt-tcc-
aat-ccc; B. melitensis-specific: aaa-tcg-cgt-cct-tgc-tgg-tct-ga; B. ovis-specific: cgg-gtt-
ctg-gca-cca-tcg-tcg; B. suis-specific: cgc-cgg-ttt-tct-gaa-ggt-tca-gg; 1S711-specific: tgc-
cga-tca-ctt-aag-ggc-ctt-cat) (Bricker & Halling, 1994) for species determination and
modified AMOS PCR (Primers: RB51/2308: ccc-cgg-aag-ata-tgc-ttc-gat-cc; eri primer
1. gcg-ccg-cga-aga-act-tat-caa; eri primer 2: cgc-cat-gtt-agc-ggc-ggt-ga) (Bricker &
Halling, 1995) for the differentiation between vaccine strains and field strains.

Statistical analysis
The seroprevalence was estimated with a Binomial exact distribution and computed in
Stata SE 12.1. version (StatCorp, College Station, Texas, USA).

Results

No serological RB test showed the presence of antibodies in any of the animals tested
but some animals originating from Pichincha province (see below) tested positive for
the SAT-EDTA.

The study demonstrated the absence of antibodies to Brucella spp in Bolivar and Mira
cantons of Carchi province (Number of animals tested [Nt] = 160; seroprevalence of 0
% with 95 % confidence interval [CI]: 0-1.85 %) and Zapotillo canton of Loja province
(Nt = 2024; seroprevalence of 0 % with 95 % CI: 0-0.15 %). The seroprevalence of
brucellosis in the district of Quito in Pichincha province was quite low (Nt = 224;
seroprevalence of 0.89 % with 95 % CI: 0.11-3.19 %).

108



Of the 220 MRT that were performed in Pichincha province, 25 were positive (milk
prevalence of 11.16 % with 95 % CI. 7.35-16.03 %). Only two goats (out of 47
originating from the same farm in the Tiwinsa sector, urban Quito) were positive in
SAT-EDTA (high antibody titres) and in MRT (Table I). From the two seropositive
and lactating goats from Quito urban area, one Brucella was isolated on milk. This
strain was future characterized and identified as Brucella abortus strain 19 (Table I1).

A further 23 lactating goats that were positive in MRT were negative in culture.

Table 1: Serology, culture and polymerase chain reaction (PCR) results of two SAT
EDTA positive goats

Sample Herd Method of diagnostic

N°  Code Frovince  Canton mg SAT- lsolaton PCR  AMOS mAMOS
EDTA 1S711 PCR PCR

178 Tiw3  Pichincha Quito - 400 - - -
IUA

184 Tiw3  Pichincha Quito - 3200 + + + +
IUA

Legend: RB, Rose Bengal test; SAT — EDTA, Serum agglutination test with EDTA; IUA, International
Units of Agglutination PCR-1S711, Polymerase chain reaction with insertion 711; AMOS PCR,
Abortus, Melitensis, Ovis and Suis; mMAMOS PCR, AMOS modified (PCR for the differentiation of
vaccine strains from field strains).

Discussion

Brucellosis is a contagious infectious disease, caused by bacteria of the genus Brucella
spp., which affects both human and several animal species. Caprine brucellosis is
mainly due to B. melitensis (Godfroid et al., 2010) and some cases of B. abortus was
previously published (e.g. Leal-Klevezas et al., 2000)). The pathogenicity in humans for
these two species of Brucella is high (Godfroid et al., 2010; Saegerman et al., 2010).

The use of SAT-EDTA, RB and MRT was previously evaluated for the diagnosis of
caprine brucellosis (Falade, 1978). There was a good correlation between SAT-EDTA
and RB when both tests were negative but RB failed to detect 80% of sera above 50
IU/ml in SAT-EDTA. Also, owing to the relatively poor milking potential of the goat
and the false positive results with MRT, it was concluded that the SAT-EDTA offers a
better serological diagnostic tool for caprine brucellosis. This study is in line with this
previous information. Unfortunately, studies reporting serological test results in goats
should be interpreted with caution, as most of the data have been obtained without

isolation of Brucella (Diaz et al., 1999).
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Several preliminary results are available in some Faculties of Veterinary Medicine in
Ecuador. In Guayas province (west central part of Ecuador), 33 % of 800 individual
milk samples were positive to MRT in 1970 but with no isolation of Brucella
(Albornoz, 1970). Three other serological studies with Huddleson agglutination test in
Macara (Granda, 1972), Loja (Tapia, 1998) and Azuay (S&nchez, 1997) provinces

indicated a zero or very low seroprevalence.

The present study indicates a low prevalence in Pichincha province and absence in

Carchi and Loja provinces.

The discovery of the B. abortus strain 19 (B19) in milk from a goat with a positive
serology result (SAW-EDTA: 3,200 IU/ml; high IgM level) was unexpected. Several
hypotheses can be postulated. The first hypothesis is the improper use of B19 vaccine in
goats in addition to its advised use in cattle. The vaccine of choice for goats is Rev 1
and, as recommended, B19 is only mandatory in cattle in Ecuador and common in
Pichincha province. The second hypothesis is a use of a needle, which was previously

used for B19 vaccination in cattle, for the administration of a drug to goats.

Goats and other species present in a herd are commonly treated by drug injection with
the same needle. The second serologically positive goat comes from the same herd,
which may form an indication of possible serial use of the same needle. The third
hypothesis is the consumption of milk by goats originating from B19 vaccinated cattle.
Positive microbiological cultures were obtained during a period of three years from the
milk of cows vaccinated with B19 (Meyer & Nelson, 1969), as well as in colostrum
(Corner & Alton, 1981). Seropositive titres were observed for a period of one year after
B19 vaccination of cows (Manthei, 1952). A study of oral vaccination with B19 showed
the need of a large dose (500 billion cells) and all serological test were negative in
heifers 82 days after vaccination (Nicoletti & Milward, 1983). Despite the fact that it
cannot be excluded, this hypothesis is deemed unrealistic. The fourth hypothesis is the
excretion of B19 in the environment by vaccinated bovines and the use of a same
pasture by goats. The intermittent excretion of B19 strain was detected by PCR until 9
years in vaccinated cattle mainly in urine and also in milk samples, which confirmed its
multiplication and persistence (Pacheco et al., 2012). However, in this study cultures

were always negative. For identical reasons (large dose needed and short period of
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positivity in serological tests) this hypothesis also appears improbable. In conclusion,
the second hypothesis is retained as the most likely.

Conclusion

The study demonstrated the absence of antibodies to Brucella spp in Bolivar and Mira
cantons of Carchi province and Zapotillo canton of Loja province, the principal goat
producing canton. Isolation of Brucella abortus strain 19 in a goat in Quito district
demonstrates the possible cross-infection from vaccinated cattle (B19 vaccination is
common here), probably through the accidental use of a needle previously used for
vaccination of cattle with B19 vaccine. This finding highlights the necessity of stringent

biosecurity measures and quality control of vaccination campaigns.
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Table 2 Characterization of the caprine Brucella spp. isolate

Growth on colorants Agglutination with serum
Bacteriological . Urease CO, H,S - - Basic .
sample code Catalase  Oxidase activity  requirement  production Thionin  Thionin Fuschin Safranin anti A anti M
20 ug 10 pg 20 g 100 ug
Ec-ClZ-Cap-1 + +++ + - +++ - - + + + -
(48 hr) (48 hr) (24 hr)
B2* + + + + + - - - - + -
B9** + + + - + + + + + - +
B1l*** + + + +2 + - - + + + -

Legend: EC-CIZ-Cap-1 is the caprine Brucella isolate; * control Brucella abortus biovar 2; ** control Brucella abortus biovar 9; *** control Brucella abortus biovar 1; ?

positive for most strains.
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Brucella spp. chez ’homme en Equateur




Le prise de sang chez les humains
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Préeambule

L'évaluation du statut réel de la brucellose chez les réservoirs animaux est influencée
par la fiabilité des résultats des tests diagnostiques appliqués. De plus, chez les bovins,
I’existence de réactions croisées suite a la vaccination avec la souche 19 (B-19)
complique encore I’interprétation des résultats. La prévalence d'anticorps contre lI'agent
causal, ainsi que I'isolement et la caractérisation des souches de Brucella sp. circulant
chez I’homme, pourraient non seulement fournir des informations épidémiologiques a
propos de cette zoonose, tant au niveau régional que national, mais également évaluer
son impact sur la santé publique, car il n’existe aucun vaccin commercialé chez

I'homme.

Résumé en francais

En Equateur, la brucellose humaine est sous-estimée et son diagnostic repose
uniquement sur la surveillance passive. Depuis 2008, la brucellose a été retirée de la
liste des maladies transmissibles dans le pays. Jusqu'a présent, la situation réelle de la
brucellose humaine n'a pas encore été déterminée. Les objectifs de cette étude étaient de
(i) déterminer la séroprévalence de la maladie, (ii) d'identifier les facteurs de risque
associés a la séropositivité chez I’homme, et (iii) d’isoler les souches circulantes de
Brucella spp. dans la partie nord-ouest de I'Equateur. Entre 2006 et 2008, une grande
enquéte de transect a été realisée en Equateur, sur base de prélevements sanguins
réalisés chez I’homme dans la partie nord-ouest du territoire (n = 3733) et accompagnée
d’une enquéte épidémiologique. Les résultats de trois tests diagnostic utilisés en
parallele ont permis d’estimer une séroprévalence globale de 1,88% (intervalle de
confiance [IC] 95%: 1,48-2,38). Une régression logistigue multivariée a permis
d’identifier les principaux facteurs de risque associés a la séropositivité chez I’homme:
contact avec un élevage (odds ratio [OR] = 3,0; IC 1,25-7,08), consommation de feetus
et de placenta (OR = 2,5; IC 1,18 -5,22), et participation a des activites a risque (OR =
1,8; IC 1,00-3,35). Une variation notable de la séroprévalence a été observée entre les
cantons. La souche en circulation était Brucella abortus biotype 4. Cette étude a
souligné que, les contacts avec le bétail, la consommation de foetus et de placenta et les
activités professionnelles a risque, sont autant de facteurs jouant un réle important dans
la contamination par Brucella sp. chez les individus dans le nord-ouest de I'Equateur.
L’implémentation de campagnes de sensibilisation contre la brucellose, en particulier

dans les zones rurales ou vit 36% de la population, en paralléle a la lutte contre la
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maladie chez les animaux va directement bénéficier a la prévention chez I’homme,
comme il n’existe pas de vaccin slr et efficace contre la brucellose en médecine

humaine.
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Abstract

Human brucellosis in Ecuador is underreported and based only on passive surveillance. Since 2008, brucellosis
was removed from the list of communicable diseases in the country. Until now, the true human brucellosis picture
has not yet been determined. The aim of this study was to determine the seroprevalence of the disease, identify risk
factors associated with brucellosis seropositivity in humans, and isolate circulating strains of Brucella spp. in the
northwestern part of Ecuador. Between 2006 and 2008, a large transect survey was conducted, based on blood
sampling of people from the northwestern part of Ecuador (1 =3733) together with an epidemiological inquiry. On
the basis of three diagnostic tests used in parallel, the overall seroprevalence was estimated as 1.88% (95%
confidence interval [CI] 1.48-2.38). Based on a multivariable random effects logistic regression analysis, the main
risk factors associated with human brucellosis seropositivity were contact with livestock (odds ratio [OR]=3.0; CI
1.25-7.08), consumption of fetus and placenta (OR=2.5; CI 1.18-5.22), and involvement in activities at risk for
brucellosis infection (OR=1.8; CI 1.00-3.35). Noticeable variation in brucellosis seropositivity among humans
within cantons was observed. The circulating strain was Brucella abortus biotype 4. This study emphasized that
contact with livestock, consumption of fetus and placenta, and occupational hazard group were all significant risk
factors for the transmission of brucellosis among individuals in the northwestern part of Ecuador. Alongside
encouraging the launching of educational campaigns against brucellosis, especially in rural areas where 36% of the
population lives, controlling this zoonotic disease in animals will directly benefit its prevention in humans, es-
pecially because there is no safe and efficacious vaccine against brucellosis in humans.

Key Words: Brucellosis—Human—Ecuador—Serological tests—True prevalence—Risk factors—Brucella abortus
biotype 4.

Introduction that causes serious economic losses in cattle production (FAO

2003, Guillén 2006, WHO 2006). In Ecuador these losses are

BRUCELLOSIS IS AN INFECTIOUS AND CONTAGIOUS disease
caused by Gram-negative coccobacilli, which can sur-
vive in the cells of the inmune system. It has a high tendency
to cause chronic infections both in humans and in cattle
(Moriyon 2001, Torres at al. 2004, Young 2007, Saegerman
2010). In many countries, brucellosis is an important disease

estimated at 5.5 million US$ per year (Torres 2008). In hu-
mans, this zoonosis mainly leads to losses in working time
and costs related to diagnosis and treatment (Bowden 1996).

In Latin America, four in ten people live in areas where
brucellosis is endemic in natural animal reservoirs (Alvarez
2001). However, the infection in humans is underestimated and

ICentro Internacional de Zoonosis (CIZ), Universidad Central del Ecuador, Quito, Ecuador.

2Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Central del Ecuador, Quito, Ecuador.

2Department of Biomedical Sciences, Institute of Tropical Medicine, Antwerp, Belgium.

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Central del Ecuador, Quito, Ecuador.

Department of Bacteriology and Immunology, Veterinary and Agrochemical Research Centre, Brussels, Belgium.

®Research Unit of Epidemiology and Risk analysis applied to Veterinary Sciences (UREAR-ULg), Department of Infections and Parasitic

Diseases, Faculty of Veterinary Medicine, University of Liege, Belgium.

124

121



RISK FACTORS FOR HUMAN BRUCELLOSIS IN ECUADOR

often not reported (Dean et al. 2012), and only few reports exist
concerning the identification of circulating strains of Brucella
spp. (e.g., Deodato et al. 2011, Aznar et al. 2012, Ron-Roméan
et al. 2012). In addition, the true incidence of this zoonosis has
not yet been estimated (Lucero et al. 2008, Aznar et al. 2012).

In Ecuador, by means of diagnostic assays with low sensi-
tivity, several authors have reported the presence of antibodies
against Brucella spp., mainly among slaughterhouse workers.
Intriago (1971) reported a prevalence of 4% (1/25), Le6n (1979,
cited by Delgado 1992) detected 10.90% (23/211), Zurita (1980,
cited by Diaz 2001) detected 23.83% (56/235), and finally
Delgado (1992) mentioned a seroprevalence of 2.32% (4/173).

Despite brucellosis being a communicable disease in
Ecuador since 2007, the true incidence of human cases re-
mains largely unknown. According to the Ministry of Health
(MSP), only 111 human cases were reported between 1990
and 2007 (EPI-2 2008), whereas, the National Institute for
Statistics and Census (INEC) registered 152 persons hospi-
talized for brucellosis between 1995 and 2007 (INEC 2008).

The aim of the present work was to obtain a realistic figure
of the prevalence of human brucellosis by determining the
seroprevalence of antibodies against Brucella spp., and by
identifying the causal agent together with possible infection-
associated risk factors among people living and/or working
in the northwestern part of Ecuador.

Materials and Methods

Description of the study and selection
of the study region

Between 2006 and 2008, a transect study was conducted,
based on blood sampling of people from the northwestern
part of Ecuador together with an epidemiological survey.
After informed consents were obtained, blood samples were
taken from persons inhabiting the high-altitude or Sierra
provinces such as Carchi, eastern Imbabura, eastern Pi-
chincha, and the coastal provinces such as Esmeraldas,
Manabi, western Imbabura, and western Pichincha.

Selection of provinces was based on the high provincial-
level seroprevalence of bovine brucellosis reported in Ecua-
dor. Seroprevalence was officially estimated to be between
4.0% and 10.62% in the Sierra and between 5.88% and 10.62%
in the Coast (MAG-SESA 1999, Torres 2008). Prior to this
study, the seroprevalence was also estimated to be between
2.17% and 9.42% using the Rose Bengal (RB) test and indirect
enzyme-linked immunosorbent assay (iELISA), respectively,
in bovines of Santo Domingo (Pichincha) and between 1.08
and 9.73% to RB and iELISA, respectively, in El Carmen
(Manabi) (Angulo and Tufifio 2005). The selection of the study
zone was also based on the occurrence of 41.30% (19/46) of
the human cases, as reported by MSP between 1997 and 2007
(EPI-2 2008) and 51.97% (79/152) of the hospitalized bru-
cellosis patients, as reported by INEC (2008). In addition,
because sheep, goats, and camel populations are very small
in the study area, only the link between brucellosis ser-
oprevalence in bovines and humans was investigated. A map
of the study area is shown on Figure 1.

Samples

After informed consent, a total of 3733 blood samples were
taken from people with different occupational hazards. A first
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possible high-risk group of people (1=2444) consisted of
laborers at cattle farms, slaughterhouse workers, meat and
organ traders, cattle traders, veterinarians, zoo workers,
teachers and students from a faculty of animal production,
and farm and slaughterhouse managers. A second possible
low-risk group of people (1=1289) consisted of agricultural
laborers, informal traders, public servants, school and college
teachers and students, house workers, and transporters.

In addition to collecting blood samples, other informa-
tion was collected through personal face-to-face interviews.
The questionnaire recorded the following information for
each subject: Age, sex, consumption of raw milk (yes or no),
consumption of blood (yes or no), consumption of cheese (yes
or no), region (Sierra or tropical), consumption of fetus or
placenta (yes or no), occupational hazard group, contact
with animals (yes or no), and presence of symptoms such as
pyrexia, weakness, sweating, muscle pain, backache, and
headache suggestive of brucellosis (Mantur et al. 2006). On
the basis of results of the questionnaire, people were divided
into two groups, i.e., those working directly or indirectly in a
slaughterhouse (n=542) and those who were not (1=3191).
The full questionnaire is available upon request from the
corresponding author.

Diagnostic assays

Three serological assays to detect antibodies against Bru-
cella spp. were used: RB fast agglutination test (RB), Wright’s
slow agglutination test with EDTA (SAT-EDTA), and iELISA.
Samples were processed and analyzed in the laboratory for
immunodiagnosis at the International Centre for Zoonoses
(CIZ) of the Central University of Ecuador (UCE).

RB fast agglutination test

The RB assay was used with Bengatest® antigen, ie., a
concentrated suspension (4% vol/vol) of Brucella abortus
Weybridge strain 19, heat- and phenol- (0.5%) inactivated,
suspended in an acid buffer and stained with RB. Equal
quantities (30 uL) of serum and antigen were mixed in a well
(4 min) on a glass plate, and any degree of agglutination was
considered a positive reaction.

Wright's slow agglutination test with EDTA

For SAT-EDTA, the antigen (Antigen SAW®, Synbiotics
code #ASAW) was a concentrated suspension of B. abortus
(strain 1119/3), heat and phenol (0.5%) inactivated, and sus-
pended in a phenol buffer at 0.5%. The assay was performed
as described by Godfroid and Boelaert (1995) with serum di-
lutions of 1/12.5,1/25,1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/
1600, 1/3200, 1/6400, 1/12,800, and 1/25,600 in a constant
volume (100 uL) of antigen. Quantitative results were given as
International Units of Agglutination (IU/mL). A value equal
to orabove 100 IU/mL, corresponding to 75% transparency of
dilution 1/50, was considered as a positive reaction.

Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay

The assay was performed according to Godfroid and
Boelaert (1995). Smooth B. abortus Weybridge strain 19 lipo-
polysaccharide (LPS) antigen was incubated on polystyrene
plates for 3.5h at 37°C and overnight at 4°C. Plates were
washed five times with a washing solution (NaCl 0.9% + Tween
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FIG. 1. Location of the study area.

20 at 0.01%). A 50-uL amount of 1/50 diluted serum in
glycine-EDTA-Tween 80 buffer (BB) was added per well
and the calibration curve was determined at dilutions 1/270,
1/540, 1/1080, 1/2160, 1/4320, and 1/8640. After 1h of incu-
bation at ambient temperature, the solutions were discarded,
plates were washed five times and 50 xL of conjugate (Protein
G-HRPO, Pierce CD47675, diluted at 1/1500 in G-HRPO+
fetal calf serum [FCS] at 2%) was added to each well and left to
incubate at ambient temperature for 1h.

The same washing procedure was repeated, and 100 uL of
substrate solution (i.e., ortho-phenylenediamine tablets [0-PD],
Sigma P-8287; one tablet of 10 mg dissolved in 25mL of cit-
rate phosphate buffer Sigma P-4809+5 uL hydrogen peroxi-
dase [H,0,] at 30%) was added to each well. Plates were left
to incubate for 20 min in the dark at ambient temperature.
Subsequently the reaction was stopped by adding 25 uL of
H,S0; (2 M) to each well. Optical densities (OD) were read by
a spectrophotometer (STAT FX 2100), with filters between
492 nm and 630 nm. Mean OD values of the samples and the
calibration curve were corrected by subtracting the mean BB
(background blanco) from the mean OD.

A cut off value above which a sample was considered
positive was set at or above 20 units (U)/mL. This cutoff value
was established based on local epidemiological conditions

and to optimize the compromise between sensitivity and
specificity (Franco et al. 2007, Gomez et al. 2008, Soudbakhsh
etal. 2009). Calculation of the units was based on the reference
values of the curve, i.e.,, 1.87U,3.75U,7.5U, 15U, 30 U, and
60 U, for dilutions 1/270, 1/540,1/1080, 1/2160, 1/4320, and
1/8640, respectively.

Isolation and typing of Brucella spp.
(according to Alton et al. 1988)

Due to the lack of standardized procedures in Ecuador, the
isolation of the causal agent was based on blood cultures:
BACTEC (three repetitions with 30-min intervals) from per-
sons with high serotiters (n=22) (Yagupsky 1994, Cetin et al.
2007). Blood cultures were done at the Hospital Vozandes
Quito, where they were maintained for 30 days, and after that
timespan the cultures were considered as negatives.

Isolated Brucella were identified and typified by CIZ and
also by Veterinary and Agrochemical Research Centre (VAR-
CERVA) as a reference laboratory using: (1) Macroscopic and
microscopic observation of the colonies in cultures, (2) bio-
chemical assays (oxidase, catalase, and urease), (3) production
of hydrogen sulfide (HS), (4) CO, growth requirement, (5)
growth in stained media (thionine, basic fuchsin, safranin), (6)
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agglutination with monospecific sera A and M, and (7) PCR-
AMOS as described by Bricker and Halling (1994).

Statistical analysis

To determine the potential risk factors associated with
human brucellosis seropositivity, a two-stage modeling ap-
proach was used. In this approach, individuals were consid-
ered positive if they tested positive in at least one serological
test along with the presence of any of the clinical symptoms
suggestive of brucellosis as previously mentioned.

First, a univariate analysis was performed using a random
effects logistic regression model. The model was used as re-
sponse, and the brucellosis status of the individuals (1 for
positive and 0 for negative) and each risk factor or indicator
variable in turn as the independent variable. The possible
effects of variations in brucellosis seropositivity among the
different provinces and cantons were accounted for by in-
corporating province and canton as a random effects in the
model (VanLeeuwen et al. 2010).

Second, variables with a p value <0.25 in the univariate
analysis were further analyzed in a multivariable random
effects logistic regression model. A manual forward stepwise
model building approach was employed with the Akaike in-
formation criterion (AIC) as the calibrating parameter to select
the final model. The model with the smallest AIC is consid-
ered to be the most appropriate model. All two-way interac-
tion terms of the variables remaining in the final model were
assessed for significance. The effects of confounding were
investigated by observing the change in the estimated coef-
ficients of the variables that remain in the final model once a
nonsignificance variable is included. When the inclusion of a
nonsignificant variable led to a change of more than 25% of
any parameter estimate, that variable was considered to be a
confounder and was included in the model (Dohoo et al.
2003). The intraclass correlation coefficient (ICC), which is a
measure of the degree of clustering of individuals belonging
to the same province and canton, was computed (Snijders and
Bosker 1999).

The models were built using the xtmelogit () function in
STATA, v. 12, software (SataCorp LP, College Station, TX).
Model selection was done using Laplacian approximation
whereas parameter estimates from the final model were ob-
tained using adaptive Gaussian quadrature (Twisck 2003).
The robustness of the final model was assessed by increasing
the number of quadrature (integration) points and monitoring
changes in parameter estimates (Frankena et al. 2009).

Ethical considerations

The protocol was thoroughly reviewed and approved for
ethics by the Bioethics Committee of the Biomedical Center,
Central University of Ecuador. Prior to being included in the
study, all participants provided informed written consent. For
minors, parents/guardians provided consent on their behalf.

Results

Descriptive statistics

A total of 3733 persons, with a mean age of 30.03+16.26
years (min =3, max =89 years) were sampled in five provinces
in the northwestern part of Ecuador—Carchi, Imbabura, Es-
meraldas, Manabi, and Pichincha. Seventy people with mean
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TaBLE 1. HUMAN BRUCELLOSIS IN NORTHWESTERN
EcuaDOR: RESULTS OF THREE DIAGNOSTIC ASSAYS

RB SAT-EDTA iELISA SLA OTH Number (%)
- - - 516 3147 3663 (98.12)
- - + 2 5 7 (0.19)
. + - 0 0 0 (0)

= + + 1 1 2 (0.05)
+ - - 1 10 11 (0.29)
+ - + 17 14 31 (0.83)
+ + - 1 0 1 (0.03)
+ + + 4 14 18 (0.48)
Total 542 3191 3733 (100)

RB, Rose Bengal; SAT-EDTA, Wright's slow agglutination test
with EDTA; iELISA, indirect enzyme-linked immunosorbent assay;
SLA, people working in a slaughterhouse; OTH, other people.

age 37.86%114.81 years (min=10, max=79 years) reacted
positively to at least one of the three diagnostic tests, re-
presenting an overall seroprevalence of 1.88% (confidence
interval [CI] 1.48-2.38). The proportion of seropositive people
between groups (slaughterhouse workers vs. other people)
was 4.8% (26/542) and 1.4% (44/3,191), respectively. This
suggests a preferential repartition of seropositive people in
slaughterhouse workers (Pearson chi-squared test=29.4;
p<0.001).

The distribution of the number of individuals tested, the
number and percentage of seropositives are presented in Ta-
ble 1. Teenagers and children represented 20.84% (778/3733)
of the sample, with only six of them being seropositive (three
originating from farms). The information about this subpop-
ulation is presented in the Table 2. This suggests a preferential
repartition of seropositive cases among older people (Pearson
chi-squared test=6.50; p=0.01).

Risk factors for human brucellosis seropositivity
based on the univariate random effects logistic
regression analysis

On the basis of the results of the univariate random effects
logistic regression analysis with random intercepts for both
province and canton, the factors age, sex, contact with live-
stock, contact with fetal secretions, consumption of fetus and
placenta, and involvement in activities at risk were all statis-
tically significantly associated with human brucellosis sero-
positivity (p <0.05) (Table 3). On the other hand, consumption
of raw cow milk and consumption of fresh blood were not
significant at the 5% level but because their p values were
<0.25, they were considered as potential risk factors and were
thus included in the multivariate random effects logistic re-
gression analysis.

Final model based on multivariate random effects
logistic regression analysis

Out of the potential risk factors initially considered in the
multivariate random effects logistic regression model, three
were included in the final model (i.e., consumption of fetus
and placenta, contact with livestock, and occupational hazard
group). In addition, the results were not confounded by any of
the variables not included in the final model. Increasing the
number of quadrature points had no influence on the
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S =) TABLE 3. DISTRIBUTION OF SEROPOSITIVE RESULTS
SS | 8831 1 AND PoOTENTIAL Risk FACTORS FOR HUMAN BRUCELLOSIS
w3 IN THE NORTHWESTERN PART OF ECUADOR
< Seropositives  Odds 95%
E =) Factor Tested (%) ratio CI p value
oL 888188
: % Age (years)
) <15 681 304 1 Ref 0.0252
From16 2382 50 (21) 44  13-146
Qv ++++ to 45
= 246 667 17 (2.5) 4.5 1.3-16.0
s Sex
'é'g Women 1570 22(14) 1 Ref 0.0415
ER 0 Men 2163 48 (22 17 1.0-29
a £ Region
o) Q Tropics 1185 16(14) 1 Ref 0.1013
2 Sierra 2548 54 (2.1) 1.580.7 0.89-3.00
S S5 . Occupational hazard group?
> ::S.é = g Low 3191 44(14) 1 Ref 0.0027
X § s =g High 542 26 (48 25 1444
Bl 8 R S “é Contact with livestock
8| 5 No 724 710 1 Ref  0.0006
: s g Yes 3009 63(21) 37 1.6-8.6
= 3 C ; :
Z = o ontact with fetal secretions
= FE|2,2.EE £ No 2159 27(13) 1 Ref 00169
2 2's Sc8s828|% Yes 1574 43(27) 19 1.1-3.1
g S E Consumption of raw milk
= dé No 2848 491.7) 1 Ref 0.1886
@ =@ Yes 885 2124) 15 0.8-2.5
O| BE 8
§ é‘:‘}% L+ 10+ g Consumption of cheese
51 SES G No 280 829 1 Ref 0.8277
(Q ©F3 ;é Yes 3453  62(1.8) 1.1 0.5-2.4
& -~ & Consumption of placenta and foetus
§ § < = No 3528 601.7) 1 Ref 0.0169
& 3 % PR 'E_-i} Yes 205 1049) 27 1.3-5.5
Z R < Consumption of blood
5 S 5 No 3424 58(1.7) 1 Ref 0.0515
Yes 309 12(39) 2.0 1.04.0
s 53]
& Fopgfnin) £ Province®
£ & §€E| 2 Carchi 649 16 (2.5)
= @ £ 8 Esmeralda 195 5 (2.6)
a 2 &
& 2 g g £ g Imbabura 1032 13 (1.3)
< g 220 |%8 Manabi 377 11 (29)
g = g § g g EE| & Pichincha 1480 25 (1.7)
o I o :tg The p values are based on the likelihood ratio test comparing the
x| b 2 random intercepts-only model and the random effects model with
2 K| m S each covariate in turn.
= ; :Sf;e definition in Materials and Methods section.
S|l oon—~onN | £ is variable was used as a random effect in the logistic
| e e ] L0 regression analysis.
ES CI, confidence interval; Ref, reference category.
= AR
Sl ese 8T K
g | &5% E - § a‘ estimated fixed effects and the variance component parame-
Cl==22220 > ters, indicating that the model is robust. The estimated odds
e ‘g ratios and their 95% CI are presented in Table 4. There was no
§ .E: .E: % 555 & variability in brucellosis seropositivity among provinces but
g E £ _g § § E 'go rather a higher variability among people within provinces.
v v
~lEEanEEE| & orlidng ofdioalafing Bacell
9 ypifying of circulating Brucella spp.
5 S in northwestern Ecuador
- ~
g 2 Detailed information about persons with positive blood
Zl o wno cultures (n=22) is given in Table 5 with the characteristics of
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TABLE 4. FINAL MODEL OF Risk FACTORS ASSOCIATED
wITH HUMAN BRUCELLOSIS SEROPOSITIVITY AMONG
PeOPLE IN THE NORTHWESTERN PART OF ECUADOR BASED
ON A MULTIVARIATE RANDOM EFFECTS LOGISTIC
REGRESSION ANALYSIS

95% Confidence

Risk factors OR p value interval
Consumption of fetus and placenta
No 1 — Ref
Yes 2.5 0.016 (1.18-5.22)
Contact with livestock
No 1 — Ref
Yes 3.0 0.014 (1.25-7.08)
Occupational hazard group
Low — Ref
High 1.8 0.049 (1.00-3.35)
Variance
components Estimate SE
Canton 1.15 0.81 (0.72-1.85)
Province 0.0 0.29 a

?95% Confidence interval was not estimated by the model.
OR, odds ratio; CI, confidence interval; Ref, reference category; SE,
standard error.
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the isolates, bacteriological data and PCR in Table 6 and Figure
2, respectively. From three positive cases, B. abortus biotype 4
was isolated and typified. Blood cultures were only positive for
patients with higher levels of immunoglobulin M (IgM) anti-
bodies (SAT-EDTA) suggesting an acute brucellosis.
Retrospectively, seropositive persons (1 =70) were queried
about possible symptoms related to brucellosis. A summary
of the outcome based on the questionnaire is presented in

Table 7.

Discussion

The current study aimed to provide a reliable estimation of
the seroprevalence based on the detection of antibodies
against Brucella spp., the isolation and the identification of
the circulating strain of Brucella spp., and the identification
of possible risk factors related to the transmission and spread
of brucellosis among people in the northwestern part of
Ecuador.

Prevalence of human brucellosis in the northwestern
part of Ecuador

In the current study an overall seroprevalence of 1.88% (CI
1.48-2.38) was found, which may be in sharp contrast with the
official data of the Ecuadorian Ministry of Health (MSP), i.e.,
only 67 cases between 2003 and 2007 (EPI-2 2008). The results
of the present investigation, and additional observations de-
scribed by Ron-Roman et al. (2012) in humans, as well as a

TABLE 5. RESULTS OF BLoOD CULTURES FROM PATIENTS WITH HIGH SEROLOGICAL TITERS CONCOMITANT
WITH BRUCELLOSIS PRESUMPTIVE CLINICAL SYMPTOMS (NORTHWESTERN ECUADOR)

Contact  Contact Consumption
Age with  with foetal Consumption  of placenta  Consumption SAT-EDTA iELISA Blood
No. Province (year) Sex  Occupation  livestock secretions of milk and fetus ofblood RB (IU/mL) (U/ml) culture
1 Pichincha 28 M Farmer + + Boiled - - + - 60 -
2 Pichincha 22 M Farmer + + Boiled - - + 100 60
3 Pichincha 17 M Student + - Boiled - - + 80 60
4 Pichincha 49 F Farmer + + Raw = = = 80 =
5 Pichincha 28 M Farmer + + Boiled - - - - 30
6 Pichincha 49 F Farmer + - Raw - - + 100 60
7 Pichincha 50 M Farmer + + Boiled - - - 50 -
8 Pichincha 39 M Farmer + + Boiled + - + 100 60
9 Pichincha 41 M Veterinary + + Boiled - - + 80 60
lecturer
10 Pichincha 26 M Farmer + + Raw + - + 100 60
11 Pichincha 39 M Farmer + o Boiled - - + 100 60
12 Pichincha 41 M Farmer + + Boiled + + - 100 60
13 Pichincha 39 F Slaughterhouse + + Boiled - - + 50 60
worker
14 Carchi 42 M Slaughterhouse + + Boiled = + 40 60
worker
15 Carchi 55 M Transporter + - Raw - - + - 50
16 Carchi 50 F Slaughterhouse + + Raw - - + - 48.6
worker
17 Carchi 66 F Slaughterhouse + + Raw + + + 60 60
worker
18 Carchi 36 F Slaughterhouse + & Boiled - - + 320 14.4
worker
19 Carchi 35 M Slaughterhouse + + Boiled = = + 100 26.2
worker
20 Pichincha 27 M Veterinary + - Boiled - - + 1600 60
student
21 Carchi 58 M Farmer + - Raw - + + 800 60
22 Carchi 21 M Farmer + + Raw - - + 960 60

RB, Rose Bengal test; SAT-EDTA, Wright’s slow agglutination test with EDTA; iELISA, indirect enzyme-linked immunosorbent assay.

126



130

RON-ROMAN ET AL.

TABLE 6. IN viTRO CHARACTERISTICS OF THE ISOLATIONS (GROUP WITH PEOPLE UNDER HIGH Risk)

Growth on colorants Agglutination
with serum
Sample code Sample code  Urease CO, for H,S Thionine Thionine Basic fuchsin Safranin
serology bacteriology®  activity growth production 20 ug 10 ug 20 ug 100 ug A M
SHB-Cam-Nor-152 Ec-CIZ-Hum1 + + + - = + + - +
SHB-Ay-10 Ec-CIZ-Hum2 + + + - - - - - +
SHB-Zon-Nor-370  Ec-CIZ-Hum3 + + + + - + + - *

“Blood culture.
H,S, hydrogen sulfide.

seroprevalence of 2% in bovines from the same study area,
and numerous isolations of Brucella spp. from different animal
reservoirs (bovines and canine; unpublished data), suggest an
underreporting of human brucellosis in Ecuador, considering
that 36% of the population lives in rural areas (Organizacién
Panamericana de la Salud 2008).

Based solely on clinical symptoms, a correct diagnosis of
brucellosis is not possible (Abdoel and Smits 2007, Saegerman
et al. 2010), and even microbiological blood cultures are
sometimes unreliable because sensitivity is too variable and
too dependent on the stage of infection (i.e., acute stage) and
the Brucella species concerned (Casao et al. 2004). The diffi-
culties related to the diagnosis and the often ambiguous or
even absent clinical symptoms, also noted in the present
study, are probably the principal reasons for the subnotifica-
tion (Serra and Godoy 2000, Agasthya et al. 2007). The non-
existence of a vaccine against brucellosis in humans or the
difficulty to access a safe and efficacious vaccine implies that
controlling this zoonotic disease in animals will directly
benefit its prevention in humans especially to improve the
biosecurity. A joint work between the Ecuadorian Ministries
of Public Health (MSP) and the Livestock, Aquaculture and
Fisheries (MAGAP) is needed to consolidate a “One Health”
initiative.

Risk factors for human brucellosis
in the northwestern part of Ecuador

The occupations that expose people to the infection are
male dominated in this study region, thus the apparent in-

creased risk for infection. Several other studies have indicated
gender as a significant risk factor for brucellosis (Wassif et al.
1992, Shehata et al. 2001, Mantur et al. 2007, Meky et al. 2007).
The apparent elevated risk associated with older age groups
could be explained simply by the fact that older people had
more occasions to contract the disease (Cooper 1992, Kalaajieh
2000). Nevertheless, it is important to mention that three cases
were also found in children below 15 years old, confirming the
findings of Guevara et al. (2009) that children are indeed at
risk and also do get the infection, e.g., due to direct or indirect
contact with animals when accompanying adults handling
livestock (Minas et al. 2007) or through consumption of
nonpasteurized dairy products (Issa and Jamal 1999).

Brucellosis is mainly an occupational disease, and the
multivariate analysis indicated that the odds of brucellosis
seropositivity among those working in slaughterhouses were
higher than those of people in the general population. This is
in line with the results of other studies (Omer et al. 2002,
Rahman et al. 2012). The higher seroprevalence among
slaughterhouse workers confirms the proposition that inti-
mate contact with animals is more important than consump-
tion of infected dairy products (McDevitt 1971).

According to the World Health Organization (2006), tem-
peratures for pasteurization or boiling milk should be sulffi-
ciently high to eliminate bacteria and to render it fit for
consumption. Nevertheless, the relation between transmis-
sion of brucellosis and raw milk consumption in the present
study was not statistically significant, which is in line with
Serra and Godoy (2000), who reported no link between the
presence of antibodies against Brucella spp. and the
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FIG. 2. PCR-AMOS of Brucella from blood cultures, isolated from positive persons. Lanes MP, molecular weight marker; B2,
control Brucella abortus biotype 2; H1, human sample 1 (Ec-CIZ-Hum-1); H2, human sample 2 (Ec-CIZ-Hum-2); (*) samples

from complementary studies at CIZ; CB, blank control.
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TaABLE 7. HUMAN BRUCELLOSIS: SYMPTOMS AND FREQUENCY
(n=70 INHABITANTS SEROPOSITIVE TO AT LEAST ONE
oF THE THREE DIAGNOSTIC TESTS FOR BRUCELLOSIS)

Symptoms Positive cases %

Muscular pain 29 41.43
Joint pain 25 35.71
Fever 17 24.29
Debility 17 24.29
Headache 16 22.86
Nocturnal sweating 13 18.57
Cardiac problems 10 14.29
Anorexia 4 5.71
Insomnia 4 5.71
No apparent symptoms 17 24.29

unhygienic consumption of milk. This lack of an association
between consumption of milk or dairy products and infection
may also be due to the low number of seropositive people
found in our study that consumed these products.

The nonsignificance of the consumption of cheese squares
with findings from Barroso-Garcia et al. (2007), where it was
observed that the consumption of cheese is not necessarily a
source of infection of brucellosis because processing takes a
few days or even weeks, affecting the number of bacteria,
which was also indicated in this study. However, this infor-
mation depends largely on the maturation process of each
cheese considered and thus caution is recommended.

In general, the shedding of B. abortus in cows naturally
infected is lower (<10 colony-forming units [cfu]/mL for
several weeks but decreasing after the partum) than for Bru-
cella melitensis in small ruminants (in general>10® cfu/mL
during all the lactating period) (Carpenter and Boak 1928,
Grill6 et al. 1997, Hamdy and Amin 2002, Saegerman et al.
2010). In addition, the human pathogenicity of B. abortus
appears lower than B. melitensis (Godfroid et al. 2010). These
elements are other possible explanations for the lack of
evidence found in this study considering the link between
consumption of milk and dairy products and brucellosis
infection.

Traditionally, milk and dairy consumption without any
sanitary measures has been considered the most important
route of transmission. However, recent reports stress the
prominent role of transmission by direct contact with animal
reservoirs (Barroso-Garcia et al. 2007, Godfroid et al. 2010,
Saegerman et al. 2010). A national program exists in Ecuador.
The main objective is to obtain brucellosis-free farms on a
voluntary basis. In fact, this program is restricted to some
farmers that are able to pay for the vaccination of calves with
the B19 or RB51 vaccine, to test animals every 6 months, and
to eliminate infected animals without compensation (most
often at the slaughterhouse). In addition, no control of animal
movements is performed and control of dairy farms by milk
ring test (MRT) is not systematized and suffers from the lack
of availability of antigen. However, the milk marketed in the
cities by companies is usually pasteurized. However, raw
milk is sold frequently in rural and periurban areas. This
study has not demonstrated the importance of raw milk
consumption in the human brucellosis transmission in Ecua-
dorian conditions. However, serial isolation of B. abortus
(n~100) from bovine raw milk of the same area (Ron-Romén
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et al., unpublished data) indicates that the risk exists and
needs future additional investigation.

Not surprisingly, the consumption of fetus or placentas
was significantly associated with brucellosis seropositivity.
This alimentary tradition, although largely obsolete, is still
commonly used by rural families, and even in public restau-
rants that offer Ecuadorian typical dishes called fetus (locally
known as “ville”) or placentas (locally called “guagua mama-
huagra mama”). This meat is cooked, but handling of this
food item increases risk of exposure to Brucella spp. Un-
fortunately, the consumption of blood was not significantly
associated with brucellosis seropositivity in Ecuadorian con-
text. However, this practice can be at risk, but necessitates a
donor in the acute phase of brucellosis, which is not frequent
(Thiange et al. 1992).

Education and health campaigns should target the elimi-
nation of such practices. It has indeed been observed in the
population of the northwestern part of Ecuador that risks
related to eating habits are mostly due to a lack of basic
knowledge about brucellosis and the modes of transmission.

Typifying of circulating Brucella spp.
in northwestern Ecuador

Biotyping Brucella is important for the epidemiological
knowledge, because it can reveal geographical characteristics
(FAO and OMS 1986) and allows a better understanding of
the spread of the disease (Roux 1979). Unfortunately, isolating
and typing of Brucella spp. is not always possible because it
requires high biosecurity laboratories and trained personnel.
Furthermore, the low number of successful isolations in the
present study is mainly due to the low number of patients
with acute brucellosis (i.e., with high levels of IgM antibodies)
and also partly due to the localization of the bacteria in spe-
cific tissues and organs like bone marrow, cerebrospinal fluid
(CSF), liver, kidneys, and spleen, which renders isolation from
blood very unlikely (Doganay and Aygen 2003).

In the present study, 24.29% of the persons with a positive
seroreaction showed no apparent symptoms at all. This is
lower than the 45.6% reported by Pila-Perez et al. (1997) and
the 99% found in a retrospective study of the symptomatology
by Hernandez et al. (1999). Although according to Pappas
et al. (2006), based only on few reported data, Ecuador was
not considered an endemic country for human brucellosis, the
present results based on factual data contradicts this state-
ment, especially in rural areas where 36% of the population
lives. A recent report presented a systematic review of the
scientific literature published between 1990 and 2010 relating
to the frequency of human brucellosis in the world indicated
that underestimation of the disease could be related to barri-
ers in accessing health care or to case mismanagement and
misdiagnosis (Dean et al. 2012). In Latin America, according
to the previous report, reliable information was found only for
Argentina and Mexico at the subnational level.

Conclusions

The absence of a National Policy and differential diagnostic
tests hinders the development of surveillance and control
programs in high-risk areas for human brucellosis (especially
in rural areas). Thus, it is difficult to have a realistic idea about
the incidence of this disease. In the past, little attention was
given to brucellosis in Ecuador. It is necessary to develop
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programs to control (and eventually eradicate) brucellosis in
the identified risk areas; highly sensitive diagnostic methods
should be used both for humans and for animals with the
objective of obtaining an early warning system and deter-
mining the correct prevalence at national level.

In view of the results of this study, there is an urgent need
for information campaigns, especially in rural areas, about
the risks involved following direct contact with livestock
and consumption of fetus and placenta, and equally about
the preventive care as to avoid infection. Also, more investi-
gations to isolate and identify the biotypes of Brucella spp.
circulating in Ecuador should take place. Finally, it is of ut-
most importance that evidence-based information be given to
national and international donor organizations involved with
future prevention and control and research programs on
brucellosis.
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SECTION EXPERIMENTALE

Partie 4. Performance des tests utilisés pour le
diagnostic de la brucellose humaine en Equateur




L_es enfants, un groupe de risque!

Source: Jorge Ron-Romén
Cantdén Mejia, provincia de Pichincha — Ecuador
2006
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Préeambule

Une fois la prévalence apparente de la brucellose estimée chez I'nomme et les facteurs
de risque identifiés (3°™ partie du travail expérimental), les résultats des tests
diagnostiques imparfaits ont été combinés avec des informations a priori (avis
d’experts), dans un modele bayésien, afin d’évaluer les performances (Se et Sp) du test

utilisé chez ’homme.

Résumé en francais

Dans de nombreux pays, la brucellose reste une zoonose majeure mais négligée, qui est
responsable de pertes économiques séveres tant pour le secteur de 1’élevage, que pour la
santé publique (temps de travail et co(ts liés au diagnostic et & des traitements de longue
durée). Une condition préalable a tout programme de prévention et / ou de controle
consiste a estimer la prévalence réelle de la maladie et a identifier la souche de Brucella
spp. circulant dans les différents compartiments. Le but de cette étude a été d'estimer la
prévalence réelle chez I’homme, via I’utilisation de trois tests sérologiques, en tenant
compte de leur sensibilité et spécificité. Les prélevements ont été réalisés dans le nord-
ouest de I'Equateur, et les résultats analysés via une approche bayésienne ajustée pour
les dépendances entre tests multiples, dans le but d’éviter toute erreur d'interprétation.
En outre, l'agent causal de la brucellose humaine dans cette région a été identifie. Un
total de 3733 échantillons humains a été prélevé dans cette région de I'Equateur entre
2006 et 2008. La prévalence de la brucellose humaine et les caractéristiques des tests de
diagnostic, a savoir (i) ’agglutination rapide au Rose Bengal (RBT), (ii) la séro-
agglutination lente de Wright avec EDTA (SAT-EDTA) et (iii) un test immuno-
enzymatique indirect (iIELISA), ont été estimées grace a une approche bayésienne. La
prévalence réelle de la brucellose humaine a été estimée a 1% (intervalle de crédibilité:
0,4 a 1,6). Les sensibilités des tests IELISA et RBT étaient plus élevées mais trés
similaires (respectivement 95,1% et 95,0 %,) en comparaison a celle de la SAT-EDTA
(60,8 %). Méme si tous les tests ont présente une spécificité élevée (> 99,0 %), celle du
SAT-EDTA était la plus importante (99,9 %). La souche circulant dans cette zone
d'étude a été identifiée comme étant Brucella abortus biotype 4. Les tests RBT et
IELISA sont recommandés pour estimer la prévalence réelle de la brucellose humaine
dans le cadre des programmes de surveillance au vu de leur sensibilité et spécificité

élevées. La stratégie proposée doit se baser sur des données factuelles, dont les
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décideurs doivent tenir compte pour mettre en place des programmes appropriés de
prévention et de controle de la brucellose dans le monde entier
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Abstract

In many countries brucellosis is an important but neglected zoonosis that causes serious
economic losses in livestock but also in human (working time and costs related to
diagnosis and long treatment durations) compartments. A prerequisite for any
preventive and/or control programme consists in the estimation of the true prevalence of
the disease and the identification of circulating strain of Brucella sp. in these
compartments. The aim of the present study was to estimate this true prevalence
together with diagnostic sensitivity and specificity of three serological tests in humans
of the north-western part of Ecuador using a Bayesian approach adjusted for the
dependencies among the multiple tests to avoid any misinterpretation. In addition, the
causal agent responsible for human brucellosis in this region will be identified. Using a
total of 3,733 samples collected from humans in the north-western part of Ecuador
between 2006 and 2008, the prevalence of human brucellosis and the diagnostic test
characteristics of the Rose Bengal fast agglutination test (RBT), Wright’s Slow
Agglutination Test with EDTA (SAT-EDTA) and indirect Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (IELISA) were estimated using a Bayesian approach. The
estimated true prevalence of human brucellosis was 1% (credibility interval: 0.4-1.6).
The sensitivities of iIELISA and RBT were higher and very similar (95.1 and 95.0%
respectively) compared to that of SAT-EDTA (60.8%). Even though all tests indicated a
high specificity (>99.0%), the specificity of SAT-EDTA was highest (99.9%). The
circulating strain in this study area was identified to be Brucella abortus biotype 4. The
RBT and the iIELISA are recommended for estimating the true prevalence of human
brucellosis and/or for surveillance programs following their high sensibilities and
specificities. The proposed strategy supports evidence-based medicine for clinicians and
policy-makers to ensure appropriate preventive and control programme of brucellosis

worldwide.

Key words: Brucellosis, Ecuador, Brucella abortus biotype 4, Bayesian approach,

Diagnostic tests, True prevalence.

137



INTRODUCTION

Brucellosis is an infectious and contagious disease caused by Gram-negative
coccobacilli, which can survive in the cells of the immune system. It has a high
tendency to cause chronic infections both in humans and in cattle (Ordufia et al., 2000;
Saegerman et al., 2010; Young, 1997).

In many countries brucellosis is an important disease that causes serious economic
losses in cattle production (Corbel, 2006). In Ecuador these losses are estimated at 5.5
million US$ per year (Torres, 2008). In humans, this zoonosis causes mainly loses in
working time and costs related to diagnosis and long treatment durations (Bowden,
1996).

Brucellosis is transmitted to man by direct contact with blood, placentas, foetuses or
vaginal secretions of infected animals and through consumption of products of animal
origin, mainly raw milk, cheese or yoghurt. The disease may show variable symptoms
in humans with a tendency for recurrence, even though many times the infection is
asymptomatic (Saegerman et al., 2010; Sarguna et al., 2002). The incubation period
varies between one and four weeks, in some cases even longer. The disease can develop
sub-clinically, acutely or as a lasting condition with variable progress (Diaz et al.,
2001).

Despite brucellosis being declared a communicable disease in Ecuador until 2007, the
true incidence of human cases remains largely unknown. According to the Ministry of
Health (MSP), only 111 human cases were reported between 1990 and 2007 whereas,
the National Institute for Statistics and Census (INEC) registered 152 persons

hospitalized because of brucellosis between 1995 and 2007.

The most reliable diagnosis in humans consists in detecting the presence of the bacteria
by bacteriological examination. However, the high cost and the risk for human
contamination during in vitro cultures prevents this method from becoming the standard
diagnostic tool. Therefore, common immunological assays such as the Rose Bengal fast
agglutination test (RBT), Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA (SAT-EDTA)

and indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (IELISA) based on the detection of
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antibodies against Brucella spp. have mostly been used in combination for an early
diagnosis of the disease. Since each diagnostic assay has its characteristic sensitivity
(Se) and specificity (Sp), which varies according to its detectable immunoglobulin
isotype, the results of the multiple tests have usually been assumed to follow a
multinomial distribution and a Bayesian approach used to simultaneously estimate the
true prevalence and diagnostic Se and Sp (Berkvens et al., 2006; Branscum et al., 2005;
Dendukuri & Joseph, 2001).

An important consideration in the evaluation of multiple diagnostic tests is whether or
not the tests can be assumed conditionally independent of each other given the true
disease status. It has been demonstrated that the assumption of conditional
independence may lead to biased estimates for test characteristics if in fact the tests are
conditionally dependent (Vacek, 1985). Since RBT, SAT-EDTA and iELISA are based
on sera and considered to be conditionally dependent on each other, any estimation
procedure should adjust for the dependencies among the tests (Branscum et al., 2005;
Dendukuri & Joseph, 2001).

The aim of the present study was to estimate the true prevalence of human brucellosis
together with diagnostic Se and Sp of RBT, SAT-EDTA and iELISA applied to humans
in the north-western part of Ecuador using a Bayesian approach. In addition, the causal

agent responsible for human brucellosis in this region will be identified.

METHODS

Ethical considerations

The protocol was thoroughly reviewed and approved for ethics by the Bioethics
Committee of the Biomedical Center, Central University of Ecuador. Prior to being
included in the study, all participants provided informed written consent. For minors,

parents/guardians provided written consent on their behalf.

Description of the study and the study region
Between 2006 and 2008 a transect study was conducted, based on blood sampling of
people from NW Ecuador together with an epidemiological survey of brucellosis. After

informed consent, blood samples were taken from persons inhabiting the high-altitude
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or Sierra provinces such as Carchi, eastern Imbabura and eastern Pichincha and the
coastal provinces such as Esmeraldas, Manabi, western Imbabura and western
Pichincha. Selection of the zones was based on their high prevalence of bovine
brucellosis i.e. between 4.0% and 10.62% in the Sierra and between 5.88% and 10.62%
in the Coast(Torres, 2008) and the occurrence of 41.30% (19 of 46) of the human cases,
as reported by MSP between 1997 and 2007 and 51.97% (79 of 152) of the hospitalized
brucellosis patients, as reported by INEC in 2008. A map of the study zone is shown on

Figure 1.

Figure 1. Location of the study area
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Samples

A total of 3,733 blood samples were collected from people with occupational hazards.
Individuals were divided into two groups: a group of people under high risk for
brucellosis infections such as labourers at cattle farms, slaughterhouse workers, meat

and organ traders, cattle traders, veterinarians, zoo workers, teachers and students from
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a faculty of animal production and farm and slaughterhouse managers, and a group of
people under relatively low risks for brucellosis infections such as agricultural
labourers, informal traders, public servants, school and college teachers, students, house

workers and transporters.

Diagnostic assays

Three serological assays to detect antibodies against Brucella spp. were used: Rose
Bengal fast agglutination test (RBT), Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA
(SAT-EDTA) and indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (iIELISA) (Godfroid
& Boelaert, 1995). The protocols are available in Appendix A. Samples were processed
and analysed in the laboratory for immunodiagnosis at the International Centre for

Zoonoses (C1Z) of the Central University of Ecuador.

Isolation and typing of Brucella spp.

The isolation of the causal agent was based on blood cultures - BACTEC (3 repetitions
with 30 minutes-intervals) from persons with high serotitres. Blood cultures were done
at the “Hospital Vozandes Quito”. Isolated Brucella were typified in CIZ and the
Veterinary and Agrochemical Research Centre (VAR-CERVA) by (1) macroscopic and
microscopic observation of the colonies in cultures, (2) biochemical assays (oxydase,
catalase and urease), (3) production of H,S, (4) CO, growth requirement, (5) growth in
stained media (thionine, basic fuchsin, safranin), (6) agglutination with mono-specific
sera A and M and (7) performance of PCR — AMOS (Bricker & Halling, 1994).

Statistical analysis

Model building and diagnostics

Using the crossed classified test results for the three tests, it was assumed that the
resulting cell frequencies/counts followed a multinomial distribution. Using the models
developed by Branscum et al. (2005) and Berkvens et al. (2006), the corresponding
multinomial cell frequencies were expressed in terms of the true prevalence of human
brucellosis in the population, the Se and Sp of RBT, SAT-EDT and iELISA and
additional terms to account for the conditional dependence between each pair of tests
(Appendix B). In this scenario, including all parameters and possible interactions

between the three individual tests requires fifteen parameters to be estimated namely;
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the prevalence, the sensitivity and specificity of the first test, two conditional Se and
two conditional Sp for the second test, and finally four conditional Se and four
conditional Sp for the third test. This model is in fact inestimable since the data only
allows seven parameters to be estimated. As none of the three tests is considered a gold
standard test and the tests are not conditionally independent, constraints have to be
imposed on a subset of the parameters in order to reduce the number of parameters to be
estimated (Berkvens et al., 2006).

By combining the results of the applied assays (RBT, SAT-EDTA and iELISA), the
prevalence of this zoonosis among humans in the north-western part of Ecuador was
estimated together with the sensitivity and the specificity of each of the tests. To
evaluate the goodness of fit of the models, the Bayesian p-value, Deviance Information
Criterion (DIC) (Spiegelhalter et al., 2002) and the number of effectively estimated
parameters (pD) (Berkvens et al., 2006) were used as calibrating parameters. Briefly,
the DIC ensures that the most parsimonious model is used. It is calculated as DIC = pD
+ D with D the mean posterior deviance and pD the number of parameters effectively
estimated by the model. Models with a smaller DIC should be preferred over models
with larger DIC. The Bayesian p-value is a posterior predictive check that detects lack-
of-fit of the model to the data. It is based on the difference between the deviance of the
observations and the deviance of observations generated randomly from the currently
fitted model and should have a value around 0.50. The values of pD and DIC evaluated
based on the posterior means of the multinomial probabilities and those based on the
posterior means of the parameters should be as close as possible (Berkvens et al., 2006).

Modeling conditional dependence

Using the model that assumes conditional independence (CID) among the three tests
given the true disease status of individuals as the baseline model, conditional
dependence (CD) between each pair of tests was estimated using different
parameterizations of the model that assumed CD between tests (Berkvens et al., 2006;
Branscum et al., 2005; Nérette et al., 2008). Essentially, in the first parameterization, the
CD between iELISA and RBT was modeled and the data used was based on crossed
classified test results with iELISA on the first column, RBT on the second column and

SAT-EDTA on the third column (Table 1).
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Table 1: Cross-classified test results for human brucellosis in cattle in the North western part of
Ecuador based on RBT, SAT-EDTA and iELISA

RBT SAT-EDTA iELISA Number

0 0 0 3,663

0 0 1 7

0 1 0 0

0 1 1 2

1 0 0 11

1 0 1 31

1 1 0 1

1 1 1 18
Total 3,733

Legend: RBT: Rose Bengal test; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA;

iELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay 1=Positive and 0=Negative.

The remaining two parameterizations involving CD between two tests were obtained by
switching columns for iELISA with RBT and SAT-EDTA in turn. In addition, three
models were constructed with CD between the pairs: iELISA/RBT and iELISA/SAT-
EDTA, IiELISA/RBT and RBT/SAT-EDTA and between iELISA/SAT-EDTA and
RBT/SAT-EDTA respectively (Nérette et al., 2008). Finally a model with CD among all

the three tests was considered (all pairs inclusive) separately among infected and non-

infected individuals and combined.

The models can be summarized as follows:

Model 1: CID

Model 2: CD between RBT and SAT-EDTA

Model 3: CD between iELISA and RBT

Model 4: CD between iELISA and SAT-EDTA

Model 5: CD between iELISA and SAT-EDTA and between RBT and SAT-
EDTA

Model 6: CD between iELISA and RBT and between iELISA and SAT-EDTA
Model 7: CD between iELISA and SAT-EDTA and between RBT and SAT-
EDTA

Model 8: CD among all tests for infected subjects i.e. between IELISA and
SAT-EDTA, between iELISA and RBT, and between RBT and SAT-EDTA
Model 9: CD among all tests for non-infected subjects i.e. between iELISA and
SAT-EDTA, between iELISA and RBT, and between RBT and SAT-EDTA
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e Model 10: CD among all tests i.e. between IELISA and SAT-EDTA, between
IELISA and RBT, and between RBT and SAT-EDTA.

Representing the CD between pairs of tests among infected animals by a and among
the non-infected population by b, posterior estimates were obtained along with their
95% Credibility intervals (Cr. 1.). If the Cr. I. includes zero, it will imply that the data
does not provide enough evidence against the null hypothesis of CID whereas if the
interval excludes zero, the CID assumption between the two tests will be rejected in
favor of the alternative hypothesis of CD. All models were compared using the DIC. To
be considered significantly different, the reduction in DIC between any two models
should be more than three units. In situations where the difference in DIC was smaller
than three units, the models were assumed to be similar and selection was based on
parsimony (Spiegelhalter et al., 2002).

Prior distributions for parameters

In Ecuador, the prevaleance, sensitivities and specificities of the three tests used are not
known. Priors were therefore introdudced based on similar studies among humans in
different countries found in the literature. The average prevalence of brucellosis among
humans ranged between 0 and 0.2 (Araj & Azzam, 1996; Kadri et al., 2000), sensitivity
and specificity ranged between 0.88 and 1 and between 0.93 and 1, respectively for
IELISA, 0.49 and 1 and between 0.97 and 1 for SAT-EDTA, respectively and lastly 0.9
and 1 and 0.95 and 1, respectively for RBT (Gomez et al., 2008; Memish et al., 2002;
Ordufa et al., 2000; Rahman et al., 2012). The lower and upper limits of these ranges

were used to define Uniform distributions for the parameters.

Prior information on the eight covariance parameters (four for infected and four for the
non-infected individuals) were not available so their ranges were generated based on
priors for the sensitivities and specificities for the three tests (See Appendix B).
Uniform prior distributions were then assumed based on the ranges (Branscum et al.,
2005).
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Model diagnostics

All models were run using three chains, a burn-in period of 10,000 iterations and
another 20,000 iterations (with thinning applied) to obtain the posterior estimates. Trace
plots were simultaneously combined with autocorrelation plots to explore the
convergence of the model. A more formal test for convergence, the Brooks, Gelman and
Rubin convergence statistic was used to assess model convergence and only properly
converged models were further considered (Gelman & Rubin, 1992). The WinBugs

code used is found in Appendix B.

Sensitivity analyses

Several studies have indicated that for the CD model, the prior information influences
the posterior estimates (Branscum et al., 2005; Haley et al., 2011; Praud et al., 2012)
The influence of prior information on the posterior estimates was assessed by
conducting a sensitivity analysis. This was done by using non-informative priors and

slight perturbations (in steps of 10 or 15%) of the prior intervals (Haley et al., 2011).

The following sets of priors were considered:
¢ Non-informative prior (NIP) for the prevalence and information priors (IP) for
the Ses and Sps
e NIP for the prevalence and for the Ses and IPs for the Sps
e NIP for the prevalence and for the Sps and IPs for the Ses
e |P for the prevalence and NIP s for the Ses and Sps
e |P for the prevalence and for the Ses and NIPs for the Sps
e |P for the prevalence and for the Sps and NIPs the Ses

e Perturbations of the prior interval.

For each set of alternative prior distributions considered for the parameters, the model
was run with the same number of chains and similar diagnostics were preformed. It is
also known that inferences based on multinomial data with zero cell frequencies may
lead to slow convergence or non-convergence and hence inaccurate results especially

when the total sample size is small (Enge et al., 2000). Since there are no immediate

145



corrections or exact methods, the effects of zero-multinomial frequencies on the

estimates were evaluated by replacing each zero frequency with a one.

RESULTS

Apparent prevalence and correlation analysis

The cross classified test results of the three serological tests on the 3,733 samples are
shown on Table 1. The apparent prevalence was 0.56% (95% CI: 0.35-0.85) based on
SAT-EDTA, 1.63% (95% CI: 1.25-2.09) based on RBT and 1.55% (95% CI: 1.18-2.00)
based on IELISA. The prevalence of brucellosis based on the three tests was 1.88%
(1.46-2.36) following a parallel interpretation. The prevalence based on RBT was
observed to be similar to that obtained based on iELISA. A correlation analysis (Figure
2) yielded a high similarity index of 0.7 between the results obtained based on RBT
(Test 1) and iIELISA (Test 3). In addition, between RBT (Test 1) and SAT-EDTA (Test
2 and between SAT-EDTA (Test 2) and iELISA (Test 3), the similarity indices
appeared to be lower (0.54 and 0.55 respectively).

Figure 2: Similarity analysis of the results of RB, SAT-EDTA and iELISA, for the detection of
Brucella spp.

Cluster Dendrogram
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Legend: 1: Rose Bengal test (RB); 2: Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA (SAT-EDTA); 3:
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (iELISA).
Model selection
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The estimated DIC, pD and Bayesian p-values for the different models are presented in
Table 2. A remarkable observation from the models was the closeness of the Bayesian
p-values to 0.5 (values ranged between 0.4817 and 0.5636) indicating that all the
models we tested provided acceptable fit to the data. All the DIC values were fairly
close to each other with differences smaller than three. Using the conditional
independence model as the baseline model (DIC=34.230), the only other model that
yielded a slightly higher reduction in DIC compared to the baseline model was Model 9
(DIC=31.955); the model with conditional dependence among the three tests (Table 2).
Due to the borderline-significance of the difference in DIC (difference=2.3), the
selection of the most appropriate model was based on parsimony and completeness (the
fewer the number estimated parameters the better). Model 9 appeared to be more
parsimonious since its pD, 4.376 is slightly lower than that of model 10 (pD=4.597)
(Table 3). The final model was therefore based on the model with conditional
dependence among the three tests for non-infected individuals (Model 9).

True prevalence, accuracy and conditional dependence

The posterior mean estimates of the prevalence, the Se, Sp and the dependency
coefficients for the three tests among non-infected subjects are shown on Table 3.
According to the results, the true prevalence of brucellosis among humans was 1.0 %
(95% Credibility Interval: 0.40-1.60). The performances of iIELISA and RBT were very
similar with estimated Ses and Sps of 95.1% (88.7-99.8), 95.0% (90.3-99.7) and 99.3%
(98.7-99.8), 99.2% (98.6-99.7), respectively. SAT-EDTA had the lowest sensitivity of
60.8 % (40.7-96.6) and the highest specificity of 99.9% (99.8-1).

The 95% probability intervals for the conditional dependency coefficients among the
three tests for the non-infected humans excluded zero implying that the hypothesis of
conditional independence among the three tests is rejected in favour of the alternative
hypothesis of conditional dependence. The highest conditional dependence coefficient
was observed between the specificities of IELISA and RBT (0.005) whereas a lower
conditional dependence was observed between iELISA and SAT-EDTA and between
SAT-EDTA and RBT (0.0004) (Table 3).
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Table 2: Deviance information criterion (DIC), number of estimated parameters (pD) and Bayesian p-values for the model assuming conditional independence,
models assuming condition dependence between each of two tests, models including pairs of conditional dependence and a model with condition dependence

between all the three tests

Type of model DIC pD Bayesian p-value

Model 1: conditional independence model 34.230 3.822 0.5357
Model 2: conditional dependence between RBT and SAT-EDTA 34.666 4.359 0.5354
Model 3: conditional dependence between iELISA and RBT 34.610 4.888 0.4887
Model 4: conditional dependence between iELISA and SAT-EDTA 34.472 4.259 0.5357
Model 5: conditional dependence: between iELISA and RBT and between SAT-EDTA and RBT 34.480 4.513 0.5021
Model 6: conditional dependence: between iELISA and RBT and between iELISA and SAT-EDTA 34.437 4.690 0.4817
Model 7: conditional dependence: between iELISA and SAT-EDTA and between RBT and SAT-EDTA 32.664 4.226 0.5636
Model 8: conditional dependence: between iELISA and SAT-EDTA and between RBT and SAT-EDTA among infected subjects  35.563 4.525 0.5515
Model 9: conditional dependence: between iELISA and SAT-EDTA and between RBT and SAT-EDTA among non-infected 31.955 4.376 0.4865
subjects

Model 10: conditional dependence: between iELISA, SAT-EDTA and between iELISA and RBT and between RBT and SAT- 32.007 4.597 0.5059

EDTA among all subjects

Legend: DIC: Deviance information criterion; pD: number of estimated parameters.

148



Table 3: Posterior mean estimates and 95% Credibility Intervals of the Prevalence, Sensitivities
(Se) and Specificities (Sp) of iIELISA, SAT-EDTA and RBT and conditional dependence coefficients

between the three tests

Test Parameter Posterior mean (Cr. 1.)
RBT Se 0.950 [0.903-0.997]
Sp 0.992 [0.986-0.997]
SAT-EDTA Se 0.608 [0.407-0.966]
Sp 0.999 [0.998-1]
iELISA Se 0.951 [0.887-0.998]
Sp 0.993 [0.987-0.998]
Prevalence 0.010 [0.004-0.016]

iELISA and SAT-EDTA

iELISA and RBT

RBT and SAT-EDTA

Conditional dependence
Conditional dependence

Conditional dependence

0.0004 [0.00001-0.00156]
0.0046 [0.00022-0.00956]

0.0004 [0.00001-0.00147]

DIC 31.916
pD 4372
Bayesp 0.4817

Legend:_RBT: Rose Bengal test; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA; iELISA:
Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Cr.l.: Credibility Intervals; Se: Sensitivities; Sp: Specificities;
DIC: Deviance information criterion; pD: number of estimated parameters; Bayesp: Bayesian p-values.

Sensitivity analysis

When a NIP was used for the prevalence and IPs used for the Ses and Sps, or IPs used
for the Sps and NIPs used for the Sps, the results were quite similar. On the other hand,
when NIPs were used for the prevalence and the Ses and IPs were used for the Sps,
there were slight but non-significant differences in the estimated prevalence and Ses.
Similarly, when using an IP for the prevalence and NIPs for the Ses and Sps, or IPs used
for the Sps and NIPs were used for the Ses, there were slight but non-significant
differences (Cr. Is overlap) in the estimated prevalence and Ses. The results were quite
similar when IPs was used for the prevalence and the Ses and NIPs were used for the

Sps.
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Decreasing the lower limits of all the prior intervals by 10% had no influence on the
estimated parameter values and their 95% Cr. I. However, when both the lower and
upper limits of the prior interval were decreased by 10%, the model did not converge
(pD=2.57 and DIC=688.54). In addition, the Bayesian p-value was 1 indicating a

considerable lack of fit of the data to the model.

Finally, replacing the zero observed frequencies with 1 and running all the different
models, none of the models appeared to be doing better than the conditional
independence model. However, the model with conditional dependence between the
specificities yielded a DIC that was closest to that of the conditional independence
model (data not shown). Based on this model, the estimated prevalence, Ses, Sps, and

dependence coefficients were quite similar (Cr. Is overlap, data not shown).

Typifying of circulating Brucella spp. in North-West Ecuador

From three positive cases, Brucella abortus biotype 4 was isolated. Blood cultures were
only positive for patients with higher levels of IgM antibodies (SAT-EDTA). Detailed
information about these persons with positive blood cultures (n=22) is given in Table 4
with the characteristics of the isolations, bacteriological data and PCR in Table 5 and
Figure 3 respectively. Retrospectively, positive persons were queried about possible

symptoms related to brucellosis and results are presented in Table 6.

150



Table 4: Results of blood cultures from patients with high serological titres concomitant with
brucellosis presumptive clinical symptoms (North-West Ecuador)

SAT-

N°e ID Sample code Age Sex  Occupation RB EDTA IELISA — Blood
(U/ml) culture
(Ul/ml)
1 93 SHB-Ma-93 28 M Farmer + - 60 -
2 104 SHB-Ma-104 22 M Farmer + 100 60 -
3 146 SHB-Ma-146 17 M Student + 80 60 -
4 187 SHB-Ma-187 49 F Farmer - 80 - -
5 198 SHB-Ma-198 28 M Farmer - - 30 -
6 325 SHB-Ma-325 49 F Farmer + 100 60 -
7 344 SHB-Ma-344 50 M Farmer - 50 - -
8 372 SHB-Ma-372 39 M Farmer + 100 60 -
9 820 SHB-IA-1 41 M Veterinary + 80 60 -
lecturer
10 821 SHB-IA-2 26 M Farmer + 100 60 -
11 822 SHB-I1A-3 39 M Farmer + 100 60 -
12 825 SHB-1A-6 41 M Farmer - 100 60 -
13 2202 SHB-Cam-Nor-5 39 F Slaughter- + 50 60 -
house
worker
14 2330 SHB-Cam-Nor-133 42 M Slaughter- + 40 60 -
house
worker
15 2331 SHB-Cam-Nor-134 55 M Transporter + - 50 -
16 2343 SHB-Cam-Nor-146 50 F Slaughter- + - 48.6 -
house
worker
17 2348 SHB-Cam-Nor-151 66 F Slaughter- + 60 60 -
house
worker
18 2349 SHB-Cam-Nor-152 36 F Slaughter- + 320 14.4 +
house
worker
19 2353 SHB-Cam-Nor-156 35 M Slaughter- + 100 26.2 -
house
worker
20 2356 SHB-Ay-10 27 M Veterinary + 1,600 60 +
student
21 3144 SHB-Zon-Nor-370 58 M Farmer + 800 60 +
22 3409 SHB-Zon-Nor-635 21 M Farmer + 960 60 -

Legend:_ID: Identification number; RBT: Rose Bengal test; SAT-EDTA: Wright’s Slow Agglutination

Test with EDTA,; iELISA: indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay.
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Table 5: In vitro characteristics of the isolations

Growth on colorants

Agglutination

ith

Sample code Sample code Urease co, f H,S - WIth Serum

: . o , for growth : - - Basic .
serology bacteriology activity production Thionine Thionine fuchsin 20 Safranin A M

20 g 10 pg ug 100 pg
SHB-Cam-Nor-152 Ec-ClZ-Huml + + + - - + + N +
SHB-Ay-10 Ec-ClZ-Hum2 + + + - - - - - +
SHB-Zon-Nor-370 Ec-ClZ-Hum3 + + + + - + + - +
B2** + + + - - - - + -
BO*** + - + + + + + - +

Legend: *: blood culture; **: control Brucella abortus biotype 2; *** : control Brucella abortus biotype 9.
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Table 6: Human brucellosis: symptoms and frequency.

Symptoms Positive cases Percentage
Muscular pain 29 41.43
Joint pain 25 35.71
Fever 17 24.29
Debility 17 24.29
Headache 16 22.86
Nocturnal 13 18.57
sweating

Cardiac problems 10 14.29
Anorexia 4 5.71
Insomnia 4 571
No symptoms 17 24.29

Figure 3: PCR — AMOS of Brucella from blood cultures, isolated from positive persons

HZ=3> 2> &5 ‘& 7 8¢ CB MP

Legend: MP: Molecular weight marker; B2: control Brucella abortus biotype 2; H1: Human sample 1
(Ec-ClZ-Hum-1); H2: Human sample 2 (Ec-ClIZ-Hum-2); *: Samples from complementary studies at
Clz; CB: Blank control.

DISCUSSION

Given that the main objective of an epidemiological survey on human brucellosis
should include the identification of brucellosis cases together with the determination of
the source of infection, i.e. occupational or alimentary (Robinson, 2003), the current
study aimed to provide a reliable estimate of the prevalence based on the detection of
antibodies against Brucella spp., and the isolation and identification of the causal agent

among humans in the north-western part of Ecuador.
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The estimation of the true prevalence and diagnostic test characteristics was done using
a Bayesian approach in the absence of a standard reference test and with no knowledge
about the true disease status of individuals. The method allowed for the incorporation of
prior knowledge about prevalence of human brucellosis, test sensitivities and
specificities based on previous studies or expert opinions and also the estimation of the
dependence between the three tests conditional on the true disease status. Different
models were constructed based on different combinations of the dependencies between
the tests. Using appropriate model diagnostic tools such as the DIC, pD and Bayesian p-
values, it was demonstrated that the models incorporating the different covariance
structures did not perform significantly better that the conditional independence model.
However, the model with conditional dependence among non-infected individuals was

chosen for completeness.

In the current study an overall seroprevalence of 1.88% (C.I. 1.48 - 2.38) (70 of 3,733)
was found in the entire study region, which is in sharp contrast with the official data of
the Ecuadorian Ministry of Health (MSP) i.e. only 67 cases between 2003 and 2007.
The true prevalence was however estimated to be 1% (Cr. I: 0.4-1.6). The results of the
present investigation, of previous studies and the observations described by Ron-Roméan
et al. (2014), indicate a serious underreporting of human brucellosis in Ecuador and a
rather high seroprevalence of this zoonosis. In several American countries, human
brucellosis does not seem to be very important yet the reported figures may not reflect
the real situation. The difficulties related to the diagnosis and the often ambiguous or
even absent clinical symptoms are probably the principal reasons for the sub-
notification (Robinson, 2003; Alvarez & Garcia, 2000). The highly variable clinical
reactions due to brucellosis, contributing to the difficulties in recognising the disease,
(Saegerman et al., 2010; Sarguna et al., 2002), were also noted in the present study and
underline the need for reliable diagnostic tests (Young, 1997).

The reasonable similarity between the results of RBT and iELISA may be due to the
fact that both assays detect IgG and to their similar estimated sensitivity levels. The
lower correlation found between RBT and SAT-EDTA and between SAT-EDTA and
IELISA may be due to the lower estimated sensitivity of SAT-EDTA plus its ability to
rather detect IgM.
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The use of the Bayesian approach is incomplete without an assessment of variations in
the prior information and the data on the estimated parameters using a sensitivity
analysis (Caraguel et al., 2012; Enge et al., 2000; Haley et al., 2011). Sensitivity
analyses indicated that the use of diffused priors had no significant influence on the
estimated prevalence and test sensitivities and specificities. It was also found that
replacing the zero frequencies with 1’s yielded estimates that were similar to those
based on the original data. This in turn suggests that the results of our study were

dominated by the data as compared to the prior information and thus are reliable.

The causal agent, i.e Brucella abortus biotype 4, was isolated and characterized in
patients with high level of antibodies. Biotyping Brucella is important for the
epidemiological knowledge, since it can reveal geographical characteristics and allow a
better understanding of the spread of the disease (Roux, 1979). Unfortunately isolating
and typing of Brucella spp. is not always possible since it requires high biosecurity
laboratories and trained personnel. Furthermore, the low number of successful isolations
in the present study is partly due to the localisation of the bacteria in specific tissues and
organs like bone marrow, cerebrospinal fluid (CSF), liver, kidneys and spleen, which
renders isolation from blood very unlikely (Doganay et al., 2003).

In the present study 24.29% of the persons with a positive sero-reaction showed no
symptoms at all (Table 6). This is lower than the 45.6% reported by Pila-Pérez et al.
(1997) and the 99% found in a retrospective study of the symptomatology by
Herndndez-Bastida and collaborators (1999). This absence of typical symptoms is
obviously one of the reasons for underreporting and the lack of data about the disease

(Saegerman et al., 2010).

The absence of a National Policy and differential diagnostic tests hinders the
development of surveillance and control programmes in high-risk areas. It is thus
difficult to have a realistic idea about incidence of the disease. In the past, little attention
was given to brucellosis in Ecuador and it is necessary to develop programmes to
control (and eventually eradicate) brucellosis in the identified risk areas whereby highly

sensitive diagnostic methods will be used both for humans and for animals with the
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objective of obtaining an early warning system and to determine the correct prevalence

at national level.

Livestock owners should take preventive measures to control brucellosis through an
integrated programme to benefit their workforce. Such a programme should encompass
education, routine medical and veterinary evaluation and should provide the means for

adequate protection.

In view of the results of this study, there is an urgent need for information campaigns
about the risks involved by direct contact with infected animals through blood, meat and
excretions and equally about the preventive care as to avoid infection. For the protection
of the health of slaughterhouse workers, managers should receive instructions on how to
maintain minimum biosecurity levels, including providing protective equipment, this
was evidenced by Ron-Roman et al. (2012). Also, investigations to isolate and identify

the biotypes of Brucella spp., endemic to Ecuador should be continued.

Ecuador cannot be considered an endemic country for human brucellosis based on
reported data by Pappas et al. (2006) although the results of the present study, based on
factual data, prove quite the opposite. Underreporting and the absence of an active
epidemiological vigilance may be the main reason for underestimation in supposedly

brucellosis free regions.
Finally, it is of utmost importance that evidence-based information be given to national
and international donor organisations involved with future prevention, control and

research programmes on brucellosis.
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Appendix A. Protocols for serological assays

Rose Bengal fast agglutination test (RBT)

The RB assay was used with Bengatest® antigen i.e. a concentrated suspension (4% v/v)
of B. abortus Weybridge strain 19, heat and phenol (0.5%) inactivated, suspended in an
acid buffer and stained with Rose Bengal. Equal quantities (30 ul) of serum and antigen
were mixed in a well (4 min) on a glass plate and any degree of agglutination was

considered a positive reaction.

Wright’s Slow Agglutination Test with EDTA (SAT-EDTA)

For SAT-EDTA, the antigen (Antigen SAW®, Synbiotics code # ASAW) was a
concentrated suspension of B. abortus (strain 1119/3), heat and phenol (0.5%)
inactivated and suspended in a phenol-buffer at 0.5%. The assay was performed as
described by Godfroid and Boelaert'® with serum dilutions of 1/12.5, 1/25, 1/50, 1/100,
1/200, 1/400, 1/800, 1/1600, 1/3200, 1/6400, 1/12800 and 1/25600 in a constant volume
(100 ul) of antigen. Quantitative results were given as International Units of
Agglutination (1U/ml). A value equal to or above 100 1U/ml, corresponding to 75%
transparency of dilution 1/50 was considered as a positive reaction.

Indirect Enzyme Linked Immunosorbent Assay (iIELISA)

The assay was performed according to Godfroid & Boelaert, (1995). Smooth B. abortus
Weybridge strain 19 lipopolysaccharide (LPS) antigen was incubated on polystyrene
plates for 3.5 h at 37°C and overnight at 4°C. Plates were washed 5 times with a
washing solution (NaCl 0.9% + Tween 20 at 0.01%).

Then, 50 ul of 1/50 diluted serum in glycine-EDTA-Tween 80 buffer (BB) was added
per well and the calibration curve was determined at dilutions 1/270, 1/540, 1/1080,
1/2160, 1/4320, 1/8640. After one hour incubation at ambient temperature, the solutions
were discarded, plates were washed 5 times and 50 ul conjugate (Protein G-HRPO,
Pirce CD47675, diluted at 1/1500 in G - HRPO + FCS at 2%) was added to each well
and left to incubate at ambient temperature for 1 hour.

The same washing procedure was repeated and 100 pl substrate solution (i.e. 0-PD
Ortho-phenylendiamine tablets, SIGMA P-8287, one tablet of 10 mg dissolved in 25 ml
citrate phosphate buffer SIGMA P-4809 + 5 ul H,0O, at 30%) was added to each well.
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Plates were left to incubate for 20 min in the dark at ambient temperature. Subsequently
the reaction was stopped by adding 25 pul H,SO,4 (2M) to each well. Optical densities
(OD) were read by a spectrophotometer (STAT FX 2100), with filters between 492nm
and 630nm. Mean OD values of the samples and the calibration curve were corrected by
subtracting the mean BB from the mean OD.

A cut off value, above which a sample was considered positive, was set at or above 20
units. Calculation of the units was based on the reference values of the curve i.e. 1.87 U,

3.75U,75U, 15U, 30 U, and 60 U, for dilutions 1/270, 1/540, 1/1080, 1/2160, 1/4320,
1/8640 respectively.
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Appendix B. WinBUGS Code

#Model specification

model

{

r[1:8] ~ dmulti(p[1:8], n)

## p[1] = p(111); p[8] = p(000); pr = true prevalence; a_ijk = sigma; b_ijk = sigma”prime

p[1] <- pr*(se[1]*se[2]*se[3]) + (1-pr)*((1-sp[1])*(1-sp[2])*(1-sp[3])+(1-sp[1])*b23+(1-sp[2])*h13+(1-
sp[3])*b12)

pl2] < pre(se[1]*se[2]*(1-se[3]))  +  (1-pr)*((1-sp[1])*(1-sp[2])*sp[3]-(1-sp[1])*b23-(1-
sp[2])*b13+sp[3]*b12)

P31 <- pr(se[1]*(1-se[2])*se[3]) + (1-pr)*((1-sp[1])*sp[2]*(1-sp[3])-(1-sp[1])*b23+sp[2]*b13-(1-
sp[3])*b12)

pl4] < pre(se[1]*(1-se[2])*(1-se[3])) + (1-pr)*((1-sp[1])*sp[2]*sp[3]+(1-sp[1])*b23-sp[2]*b13-
sp[3]*b12)

p[5] <- pr*((1-se[1])*se[2]*se[3]) + (1-pr)*(sp[1]*(1-sp[2])*(1-sp[3])+sp[1]*b23-(1-sp[2])*b13-(1-
sp[3])*b12)

pl6] <-  pre((1-se[1])*se[2]*(1-se[3])) + (1-pr)*(sp[1]*(1-sp[2])*sp[3]-sp[1]*b23+(1-sp[2])*b13-
sp[3]*b12)

pl7l <= pre((I-se[1])*(1-se[2])*se[3]) +  (1-pr)*(sp[1]*sp[2]*(1-sp[3])-sp[1]*b23-sp[2]*b13+(1-
sp[3])*b12)

p[8] <- pr*((1-se[1])*(1-se[2])*(1-se[3])) + (L1-pr)*(sp[1]*sp[2]*sp[3]+sp[1]*b23+sp[2]*b13+sp[3]*b12)
#Prior specification
pr ~ dunif(0,0.2)
se[1] ~ dunif(0.88,1)
se[2] ~ dunif(0.4,1)
se[3] ~ dunif(0.9,1)
sp[1] ~ dunif(0.93,1)
sp[2] ~ dunif(0.99,1)
sp[3] ~dunif(0.95,1)
#Lower and upper limits for covariance parameters based on proposed priors
111 <- max(-(1-se[1])*(1-se[2]), -se[1]*se[2])
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ull <- min(se[1]*(1-se[2]),(1-se[1])*se[2])
al2 ~ dunif(ll1,ull)
112 <- max(-(1-se[1])*(1-se[3]), -se[1]*se[3])
ul2 <- min(se[1]*(1-se[3]),(1-se[1])*se[3])
al3 ~ dunif(l12,ul2)
113 <- max(-(1-se[2])*(1-se[3]), -se[2]*se[3])
ul3 <- min(se[2]*(1-se[3]),(1-se[2])*se[3])
a23 ~ dunif(l13,ul3)
114 <- max(-(1-sp[1])*(1-sp[2]), -sp[1]*sp[2])
ut4 <- min(sp[1]*(1-sp[2]),(1-sp[1])*sp[2])
b12 ~ dunif(ll4,ul4)
15 <- max(-(1-sp[1])*(1-sp[3]), -sp[1]*sp[3])
ul5 <- min(sp[1]*(1-sp[3]).(1-sp[1])*sp[3])
b13 ~ dunif(lI5,ul5)
116 <- max(-(1-sp[2])*(1-sp[3]), -sp[2]*sp[3])
ul6 <- min(sp[2]*(1-sp[3]),(1-sp[2])*sp[3])
b23 ~ dunif(116,ul6)
171 <- -(se[1]*se[2]*se[3]+se[1]*a23+se[2]*al3+se[3]*al2)
172 <- -((1-se[1])*(1-se[2])*se[3]-(1-se[1])*a23-(1-se[2])*al3+se[3]*al2)
173 <- -((1-se[1])*se[2]*(1-se[3])-(1-se[1])*a23+se[2]*al3-(1-se[3])*al2)
174 <- -(se[1]*(1-se[2])*(1-se[3])+se[1]*a23-(1-se[2])*al3-(1-se[3])*al2)
117 <- max(max(l171, 1172), max(1173, 1174))
ul71 <- (1-se[1])*se[2]*se[3]+(1-se[1])*a23-se[2] *al3-se[3]*al2
ul72 <- se[1]*(1-se[2])*se[3]-se[1]*a23+(1-se[2])*al3-se[3]*al2
ul73 <- se[1]*se[2]*(1-se[3])-se[1]*a23-se[2]*al3+(1-se[3])*al2
ul74 <- (1-se[1])*(1-se[2])*(1-se[3])+(1-se[1])*a23+(1-se[2])*al3+(1-se[3])*al2
ul7 <- min(min(ul71, ul72), min(ul73, ul74))
111 <- min(lI7,ul7)
ull <- max(l17,ul7)
1181 <- -(sp[1]*sp[2]*sp[3]+sp[1]*b23+sp[2]*b13+sp[3]*h12)
1182 <- -((1-sp[1])*(1-sp[2])*sp[3]-(1-sp[1])*b23-(1-sp[2])*b13+sp[3]*b12)
1183 <- -((1-sp[1])*sp[2]*(1-sp[3])-(1-sp[1])*b23+sp[2]*b13-(1-sp[3])*b12)
1184 <- -(sp[1]*(1-sp[2])*(1-sp[3])+sp[1]*b23-(1-sp[2])*b13-(1-sp[3])*b12)
118 <- max(max(1181, 1182), max(1183, 1184))
ul81 <- (1-sp[1])*sp[2]*sp[3]+(1-sp[1])*b23-sp[2]*b13-sp[3]*b12
ul82 <- sp[1]*(1-sp[2])*sp[3]-sp[1]*b23+(1-sp[2])*b13-sp[3]*h12
ul83 <- sp[1]*sp[2]*(1-sp[3])-sp[1]*b23-sp[2]*b13+(1-sp[3])*b12
ul84 <- (1-sp[1])*(1-sp[2])*(1-sp[3])+(1-sp[1])*b23+(1-sp[2])*b13+(1-sp[3])*b12
ul8 <- min(min(ul81, ul82), min(ul83, ulg4))
121 <- min(118,ul8)
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u2l <- max(118,ul8)

r2[1:8] ~ dmulti(p[1:8],n)

for (iin1:8)

{

#Hd[I] <- r[i]*log(max(r[i],1)/(p[i]*n))
d[i] <-(pow(r[i]-p[i]*n,2)/(p[i]*n))
#HHd2[1] <- r2[i]*log(max(r2[i],1)/(p[i]*n))
d2[i] <- (pow(r2[i]-p[i]*n,2)/(p[iT*n))

}

bayesp <- step(sum(d[]) - sum(d2[]))

}

#data specification
list(r=c(18,2,31,7,1,0,11,3663), n=3733)

# Specification of initial values for the three chains used

list(pr=0.05, se=c( 0.9 , 0.912 , 0.956 ), sp=c( 0.966 , 0.999 , 0.97 ), al2= 0.0352 ,a13= 0.0176 ,a23=

0.018128 ,b12= 0.000466 ,b13=0.01398 ,b23=0.00047 ,r2=c(18,2,31,7,1,0,11,3663))

list(pr=0.15, se=c( 0.93, 0.638 , 0.9728 ), sp=c( 0.935, 0.99995 , 0.985 ), al2= 0.00965999999999999
,a13= 0.011696 ,a23= 0.0037536 ,b12= 0.0000217499999999976 ,b13= 0.00652500000000001 ,b23=

0.0000242499999999973 , r2=c(18,2,31,7,1,0,11,3663))

list(pr=0.1, se=c( 0.98 , 0.858 , 0.9216 ), sp=c( 0.988 , 0.993 , 0.995 ), al2= 0.00716000000000001
,a1l3= 0.00843200000000001 ,a23= 0.0280672 ,b12= 0.003416 ,b13= 0.00244 ,b23= 0.002465 ,

r2=c(18,2,31,7,1,0,11,3663))
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SECTION EXPERIMENTALE

Parti 5: Evaluation de I'importance zoonotique de la
brucellose en Equateur




Importance de I’enquéte ¢épidémiologique

Source: Jorge Ron-Roman
Comunidad Cabeza de Toro, cantén Zapotillo, provincia Loja — Ecuador
2011
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Préambule

Les suivis sérologique et épidémiologique d’un cas clinique humain apportent des
informations afin de mieux cerner la problématique d'une zoonose. En effet, ce type
d'outil nous permet d’avoir un apercu de la situation d'un point de vue complétement

différent, non pas celui du vétérinaire mais plutét celui du médecin.

Résumé en francais

Cette étude de cas présente un homme de 44 ans issu d'une communauté rurale du nord
de I'Equateur et qui a travaillé dans une ferme d'élevage. Il prenait part aux soins
vétérinaires de base, dont I'assistance lors des naissances (ou vélages), lors de rétentions
placentaires et lors d'inséminations artificielles, sans prendre de précautions
particulieres. En Septembre 2009, il a brusquement développé de D’asthénie et de
I’hypersomnie sans cause apparente, ainsi que des signes cliniques tels que fievre,
frissons, et sueurs nocturnes. Le 14 novembre 2009, il a présenté de la douleur et de
I';edéme au niveau du testicule droit, signes qui ont coincidé avec une douleur
abdominale. Les recherches clinique, sérologique et bactériologique ont confirmé le
premier cas d'orchite unilatérale causée par Brucella abortus biovar 1 chez I'homme, en
Equateur. Comme la brucellose est une maladie négligée, une attention particuliére

devrait lui étre accordée dans le cadre des formations médicale et vétérinaire.
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Abstract.

We present a 44-year-old man from a rural community in northern Ecuador who worked on a cattle farm

where he was involved with primary veterinary care, including assistance during births (or calving) and placenta retention
and artificial insemination, with minimal precautions. In September of 2009, quite abruptly, he developed asthenia and
hypersomnia without any apparent cause or symptoms like fever, chills, or night sweats. On November 14, 2009,
he suffered from pain and edema in the right testicle that coincided with pain in the abdomen. Clinical, serological, and
bacteriological investigations confirmed the first case of unilateral orchitis in man in Ecuador caused by Brucella abortus
biovar 1. Because brucellosis is a neglected disease, special attention should be given to it in the training of medical and

veterinary students.

INTRODUCTION

Brucellosis is a bacterial infection with severe repercussions
on human and animal health, causing heavy losses worldwide.!
In man, it can start as an acute disease with recurrent fever,
sweating, general discomfort, headache, muscle pain, and
arthritis. The infection is acquired through direct or indirect
contact with infectious material from animal origin (i.e.,
aborted fetuses, placentas, and vaginal secretions) as well as
accidental inoculation of vaccine, inhalation of aerosols, or
consumption of non-pasteurized dairy products (mostly affect-
ing slaughterhouse or laboratory staff).?

The frequency of human infections is directly related to the
prevalence in animal reservoirs.® In countries where adequate
control or eradication programs are implemented, this zoo-
nosis is a professional hazard, whereas in developing countries,
the entire population is at risk, including tourists or other visi-
tors of contaminated ranches.*

Complications such as spondilytis, arthritis, hepato-
splenomegaly, and endocarditis are often observed in humans
with genitourinary inflammations (epididymitis, orchitis, and
prostatitis) reported in 2-20% of positive cases.” Brucella
melitensis is reported to be the most pathogenic species in
man and responsible for most of the clinical cases in man.

According to official reports, the annual incidence of
human brucellosis in Ecuador remains rather low (i.e.,
between 1990 and 2007, it affected no more than 0.21 per
100,000 persons),6 whereas in the same time span, in Carchi
(the province where the present case has been described),
four positive cases were detected (0.62 per 100,000 persons).®
In the absence of an official reference laboratory in Ecuador,
routine isolation and biotyping of Brucella spp. are not done;
for this reason, the existence of possible reservoirs remained
completely unknown.

In contrast, preliminary studies by the International Center
for Zoonosis (CIZ) suggest that the seroprevalence of brucel-
losis in man can be around 2% in the northwestern provinces

* Address correspondence to Claude Saegerman, Research Unit of
Epidemiology and Risk Analysis Applied to Veterinary Sciences
(UREAR), Department of Infections and Parasitic Diseases, Faculty
of Veterinary Medicine, University of Liege, Boulevard de Colonster,
20, B43b, B-4000 Li¢ge, Belgium. E-mail: claude.saegerman@ulg.ac.be
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of Ecuador. The main risk factors are the consumption of
boiled milk (odds ratio [OR] = 4.69, confidence interval [CI] =
1.45-15.18) or raw milk (OR = 5.13, CI = 1.52-17.29) and
contact with fetal and placental tissue (OR = 2.10, CI = 1.02-
4.33) from cattle (Ron-Romén J and others, unpublished data).

CASE REPORT

A male patient (44 years old, married, and born and living
in Cuaspud, a rural community in Huaca canton, Carchi prov-
ince, in the north of Ecuador) worked as a cattle farm laborer
for the last 3 years. As such, he was actively involved with
primary veterinary healthcare, including assistance during
births and placenta retention and artificial insemination in
the cantons Huaca, Montufar, Bolivar, and Tulcan in Carchi
province with minimal hygienic precautions.

In September of 2009, quite abruptly, he developed asthenia
and hypersomnia without any apparent cause or symptoms
like fever, chills, or night sweats. On November 14, 2009, he
suffered from pain and oedema in the right testicle and abdom-
inal pain. He consulted a general practitioner in the city of
Tulcan who empirically prescribed 75 mg sodium diclofenac
(during 7 days), 10 mg sodium naproxen (during 7 days), and
200 mg cefpodoxime (during 7 days). This treatment, however,
brought no relief, and as suggested by a veterinarian, a brucel-
losis agglutination test (Febrile Antigen Agglutination Test;
Becton Dickinson, Sparks, MD) was performed in a private
laboratory in Tulcdn. This test showed a positive titer of 1/320
(cutoff > 1/160) for Brucella spp. On November 22, he started
to suffer from lumbalgia, testicular edema, and generalized asthe-
nia. During this period, he had unprotected sex with his wife.

On November 23, he came to the CIZ of Central University
of Ecuador with the diagnosis of unilateral right orchitis,
lumbosacral pains, general asthenia, and positive diagnosis
of brucellosis by the Febrile Antigen Agglutination Test
(Becton Dickinson).

At CIZ, two serological tests showed these results: fast
agglutination plate assay was Rose Bengal (RB) positive (++),
and Wright’s slow agglutination test with ethylenediamine-
tetraacetic acid (SAT-EDTA) was positive (1,280 international
units of agglutination [IAU], dilution 1/800, cutoff > 1/25). On
November 26, a blood culture (4 days incubation; Bactec Sys-
tem) was positive for the presence of Brucella spp. in Hospital
Vozandes Quito (HVQ).
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Results
12/3/2009 12/17/2009 1/8/2010 Units Reference range

Sedimentation rate 24* 5 ND mm/hour 0-20
Leukocytes 7.93 5.22 5.06 KnL 4.80-10.80
Neutrophils 52.0 41.2* 40.9* % 43.0-65.0
Lymphocytes 35.3 50.6* 50.0* % 20.5-45.5
Monocytes 12.0* 6.3 71 % 1.9-9.0
Eosinophils 0.4* 11 14 % 1.0-5.0
Basophils 0.3 0.8 0.6 % 0.2-1.0
Erythrocytes 5.36 552 5.51 M/juL 45-6.0
Hemoglobin 16.0 16.5 16.4 g/dL 14.0-18.0
Hematocrit 473 47.7 48.6 % 41.0-51.0
Mean corpuscular volume 88.2 86.4 88.2 fL 80.0-90.0
Mean corpuscular HB 29.9 29.9 29.8 pg 27.0-31.0
Mean corpuscular HB concentration 33.8 34.6 33.7 g/dL 32-36
Distribution width RDW SD 4238 41.6 43.0 fL 37.0-54.0
Distribution width RDW CV 14.1 13.9 14.0 % 11.5-15.5
Platelets 308 282 252 KuL 100-500
Mean platelet volume 8.7 8.4 8.9 fL 7295
C-reactive protein 56.9* 0.66 0.36 mg/L 0.00-5.00
Creatinine 0.86 0.98 ND mg/dL 0.70-1.20

* Values outside reference range.

ND = not done; HB = hemoglobin; RDW = red cell distribution width; SD = standard deviation; CV = coefficient variation.

On December 3 in the outpatient clinic of the same hospi-
tal, the medical staff opted for the treatment regimen
recommended by the World Health Organization’ of doxy-
cycline (100 mg, BID) for 6 weeks and gentamicin (320 mg
intravenously daily) for 10 days. Vital signs seemed to be
normal: blood pressure (BP) = 110/60 mmHg, pulse (P) =
71/minute, oral temperature (OT) = 37°C, and weight = 57.5 kg;
on rectal examination, no evidence of prostatitis was observed.
High values for C-reactive protein (56.9 mg/L; normal values
are between 0.00 and 5.00 mg/L) indicated an inflammatory
process; hematological, biochemical, and serological results
are presented in Table 1.

In the laboratory for microbiology of CIZ, culture of the
patient’s semen in Farrell’s medium (Columbia Blood Agar
Base CM0331 [Oxoid] + horse serum [reference 16050-130;
Gibco] + modified Brucella Selective Supplement SR0O209E
[Oxoid]) isolated Brucella sp. Subsequently, both strains
from blood (Ec-CIZ-Hum-6) and semen (Ec-CIZ-Hum-7)
were typified as B. abortus biovar 1 (field strain) by biochem-
ical assays (Table 2) and Abortus, Melitensis, Ovis and Suis
(AMOS)-polymerase chain reaction (Figure 1).571

Two blood samples (taken on 12/3/2009 and 3/26/2010)
of the patient’s wife yielded negative results in the RB and
SAT-EDTA assays; hence, no sexual transmission occurred.

On December 17 at a clinical follow-up in the hospital, the
patient’s status was improved, with receding orchitis, low
back pain, and asthenia. Vital signs were stable (BP = 100/
70 mmHg, P = 78/minute, OT = 37°C, and weight = 61.5 kg).
Immunological assays showed the presence of Brucella sp. anti-
bodies (RB +++ and SAT-EDTA = 1,280 IAU); Brucella sp.
remained persistent in the blood circulation as shown by
blood culture. Additional results are presented in Table 1.
On January 8, 2010, a decrease in circulating immunoglobu-
lin M (IgM) was shown by SAT-EDTA (400 IAU), but the
RB assay remained highly positive (+++). Additional values
are presented in Table 1. The third visit showed a complete
recovery of the patient: BP = 120/90 mmHg, P = 67/minute,
OT = 36.5°C, and weight = 60 kg. The patient was declared
to be cured, and a monthly serological follow-up to detect
relapses was recommended.

As presented in Table 3, the results of the serological assays
showed a fast decline of IgM levels (as detected by SAT-
EDTA), whereas the levels of IgG (by RB) remained high.

In August of 2010, the patient reported a mild pain in the
lumbosacral joint that deteriorated in time. Based on a clini-
cal examination and laboratory results (Table 3) showing a
steep rise in IgM and IgG (i.e., by SAT-EDTA on 7/14/2010
and much later on 12/1/2010 by RB), the infectious diseases

TABLE 2
Case report of a patient with brucellosis-related epididymo-orchitis: Characteristics of bacterial isolations

Growth on colorants

Agglutination with serum

Bacteriological Urease CO, H,S Thionin Thionin Basic fuschin Safrani
sample Sample activity qui producti (20 pg) (10 ng) (20pug) (100 pug) Anti-A Anti-M

Ec-CIZ-Hum-6  Blood + - + - - + + + -
(20 hour) (48 hour) (24 hour) (6 day) (48 hour)

Ec-CIZ-Hum-7  Semen + - + - - + + - -
(20 hour) (48 hour) (24 hour) (6 day) (48 hour)

B2* + + + - - - - + -

Bot + - + + + + + - +

B1 + +% + w - # + + -

*Control B. abortus biovar 2.

+ Control B. abortus biovar 9.

}Positive for the most of the strains.

EC-CIZ-Hum-6 and -7 are the Brucella isolates from the patient.
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Figure 1. Case report of a patient with brucellosis-related
epididymo-orchitis: AMOS-polymerase chain reaction results. CN =
negative control; CP = positive control; H-19 = human sample 19 (Ec-
CIZ-Hum-7); H-21 = human sample 21 (Ec-CIZ-Hum-6); MP =
molecular weight marker. *Samples from additional studies at CIZ.

specialist of HVQ decided to start the treatment again to
treat a possible relapse.

On November 7, 2010, the following treatment was used:
doxycycline (100 mg every 12 hours) for 6 weeks plus genta-
micin (320 mg daily intravenously) for 2 weeks. At that time,
blood and semen cultures were negative for Brucella sp.

DISCUSSION

The official reports concerning the surveillance, control,
and eradication of brucellosis in Ecuador state the limited
importance of this zoonosis,® and as such, these reports are
accepted in the international literature!!; however, they seem
to be far from reality. Studies performed by the CIZ show
more realistic numbers of cases that are not only in persons
living or working in high-risk conditions (Ron-Roman J and
others, unpublished data).

Epididymo-orchitis is frequently observed in regions where
B. melitensis is endemic,'? and it has been described in 2-20%
of the infected patients!>™'# (mostly younger patients).!21415

TaBLE 3

Case report of a patient with brucellosis-related epididymo-orchitis:
Results of the serological assays

Sample number Date RB SAT-EDTA (IAU)
1 11/23/2009 ++ 1,280
12/17/2009 ++ 960
3 1/8/2010 ++ 480
4 2/14/2010 + 160
5 3/26/2010 + 120
6 4/24/2010 + 120
7 5/31/2010 + 100
8 7/14/2010 + 200
9 8/17/2010 + 240
10 9/21/2010 + 400
1 10/18/2010 * 240
12 12/1/2010 ++ 200
13 1/14/2011 ++ 200
14 2/11/2011 + 100
15 3/17/2011 + 100
16 4/27/2011 + 100
17 6/6/2011 + 80
18 7/14/2011 + 60
19 8/11/2011 + 60
20 10/21/2011 + 50
21 12/12/2011 + 30

IAU = international units of agglutination; RB = Rose Bengal test; SAT-EDTA =
Wright's slow agglutination test with EDTA.

However, the present study is the first report in Ecuador with
B. abortus as the causative agent.

Usually, brucellosis-related epididymo-orchitis is unilat-
eral 1216712 byt bilateral infections have been reported.?*?!
As in the present case, the majority of cases (53-69%) were
confirmed by positive blood cultures.'

Isolation of Brucella by epididymal aspiration was
performed in 6.7% of the patients with epididymo-orchitis®
in the present study, B. abortus was isolated from semen, which
warranted the possibility of sexual transmission, but paired
serology taken from his wife with an interval of 16 weeks
remained negative by RB and SAT-EDTA. The isolation of
B. melitensis in semen from a patient with epididymo-orchitis
has been reported®; also, Brucella sp. has been isolated from
blood culture.?*

Several works have promoted leucocytosis as an indica-
tor to differentiate epididymo-orchitis caused by Brucella
spp. 4151820252746 non-specific orchitis, but it was not
observed in this case. In non-specific orchitis, signs of inflam-
mation are very clear (i.e., dermatitis of the scrotal skin). In
Brucella spp.-induced orchitis, the fever is undulating and
lower than in nonspecific orchitis; also, in the present case,
the patient never reported fever or chills.?®

Although the final diagnosis of brucellosis is based on the
isolation of the causal agent, usually from blood samples or
other bodily fluids, the use of standardized immunodiagnostic
assays would be a great contribution to the diagnosis. Cases of
brucellosis confirmed by blood culture with negative serolog-
ical results have been reported, albeit they are rare.?>>°

When bacterial isolation is negative but serological results
are positive or suspected, this zoonosis has to be taken into
account, even more so when there is a history of risk, such as
contact with natural carriers, dubious hygienic standards, living
in an endemic area, or symptoms associated with brucellosis.

In endemic regions, the slightest suspicion should be suffi-
cient to start treatment in anticipation of the confirmation by
laboratory tests.'> Therefore, a detailed anamnesis together
with a correct risk assessment is of the utmost importance to
underpin the diagnosis and specific treatment of epididymo-
orchitis, and it will help to avoid complications such as testic-
ular abscesses or atrophy leading to infertility.'~* In patients
with epididymo-orchitis, the differential diagnosis should
include brucellosis when living in an endemic region such as
Ecuador, especially when these patients belong to a high-risk
population. In this respect, it is interesting to note that, in
2008, epididymo-orchitis was reported in 983,286 hospitalized
patients in Ecuador, but only 369 (0.037%) cases were ascribed
to brucellosis (diagnostic codes N.45.0-N.45.9 according to
International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems).>* However, the 369 cases, provisionally
attributed to brucellosis, were not confirmed by the isolation
of the causal agent because of the lack of a diagnostic strategy
and laboratory infrastructure for this zoonosis.

Given the intracellular localization of Brucella spp. mostly
in the reticulo endotelial cells, the choices of the antibiotic,
its dose, and duration of the treatment are crucial. The com-
bined use of antibiotics for the treatment of brucellosis is
often recommended, specifically when complications like
epididymo-orchitis are involved, and it might help to reduce
the chances of relapses.3> The synergy of several antibiotics
(doxycycline, rifampicin, and streptomycin) has shown effi-
cacy in the treatment of this zoonosis.!”
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Relapse of uncomplicated cases has been reported in 5-10%
of cases,® and it generally occurs weeks or months after the
end of the treatment; it should be confirmed by the isolation of
Brucella from blood or other bodily fluids or tissues.” How-
ever, in the present case, thanks to the continuous serological
follow-up, the event of a possible relapse could be anticipated.
As such, a complementary treatment was justified, thus
avoiding septicemia and clinical complications.

For RB, the intensity of reaction was expressed as negative
(-; absence of reaction) or + to ++++ (degree of agglutina-
tion), which a posteriori enables comparison with other quan-
titative assays such as i-enzyme-linked immunosorbent assay.

A possible relapse could not be confirmed by isolation of
the causal agent (i.e., a negative blood and semen culture
until 10/7/2010), but given the history of orchitis, it was
decided to start a second treatment to minimize the risk for a
relapse or development of a chronic localized brucellosis.
Furthermore, the results of the SAT-EDTA assay (Table 3)
and the symptoms reported by the patient underpinned the
decision for a second treatment. However, despite the detec-
tion of antibodies on 7/14/2010, at that time, the medical
specialist did not consider this result to be a sufficient crite-
rion to start a second treatment. It only began when the pain
in the lumbosacral region started to rise combined with an
increase of antibodies, mainly detected by SAT-EDTA.

The observations made during the follow-up of the present
case emphasize the need to accurately identify the causal agent
of the disease and not rely solely on symptomatic treatment.
As pointed out in previous studies by the CIZ, brucellosis is an
important zoonosis in Ecuador; therefore, it is essential that, in
primary healthcare, the clinical and serological tools to diag-
nose this infection should be available. In addition, because it
is a neglected disease, special attention should be given to it in
the training of medical and veterinary students.

To minimize as much as possible the risk for the human
population to contract brucellosis in Ecuador, efforts should
be made to control (eradicate) brucellosis in its natural reser-
voirs, and therefore, a solid control (eradication) program is
needed. In anticipation of this program, it is necessary to
implement an education program, covering topics related to
the transmission, prevention, control, and diagnosis of brucel-
losis in man and animals, at least for the population at risk
and its medical staff. Finally, we want to emphasize that no
control or eradication program for the brucellosis in Ecuador
will bring satisfactory results at the desired time without the
compromise and joint work between the different actors at
national level. Medical doctors and veterinarians should focus
and shore up the One Health initiative.
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4.1.- Etudes préliminaires ayant justifié le travail de these
Deux études préliminaires ont justifié le présent travail de these. Ces études sont citées

car elles permettent de mieux percevoir la pertinence des objectifs de la these.

4.1.1.-Etude préliminaire dans le canton Mejia, province Pichincha - Equateur, en
2003 (Annexe 1)

En 2003, une étude transversale a été réalisée chez les bovins (n = 516) appartenant a 23
Unités de Production Agricole (UPA) dans le canton Mejia, province de Pichincha,
Equateur. L'objectif était d’estimer la prévalence de la brucellose bovine et la fiabilité
des tests de diagnostic utilisés en Equateur. Les premiers résultats mesurés sur les
bovins non vaccinés (n = 99) ont montré une forte prévalence en anticorps (44%) en

réponse a sept tests de diagnostic (voir tableau 4.1).

Tableau 4.1 Résultats des tests réalisés dans le cadre du diagnostic de brucellose
chez les animaux non vaccinés

RB* BPAT* SAT** SAT-EDTA** iELISA** CFT* ST* N° d’observations

- - - - - - - 55
- - - - - - + 5
- - + - - - - 2
- - + - - - + 1
- - - + - - - 7
- - - + - - + 1
- - - - - + - 1
- - - + - - 2
- - - - + - + 1
- - + + - + - 1
- + - - + - - 1
+ + + + - - 1
- + + + + + - 1
- + + + + + + 2
+ + + + - + + 0
+ + + + + - + 1
+ + - - + + - 1
+ + + + + + - 10
+ + + + + + + 6
TOTAL 99

Légende : *: tests effectués aux CIZ - Equateur, **: tests effectués aux CERVA - Belgiquea, RB: Rose
de Bengale, BPAT: Epreuve d'agglutination sur lame & l'antigéne tamponné, SAT: Test d’agglutination
lente, SAT — EDTA: Test d’agglutination lente en présence d’EDTA, iELISA: Test d’immuno-
absorption enzymatique indirect, CFT: Test de fixation du complément ", ST: Test cutané.

Une analyse bayesienne a permis d’estimer la prévalence réelle (28%), son intervalle de
crédibilité et les parametres des tests diagnostiques utilisés, a savoir sensibilité (Se) et
specificité (Sp) (voir tableau 4.2), tout en tenant compte d’une spécificité supérieure a

99% pour le test cutané (ST).
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Tableau 4.2 Estimations de la sensibilité et de la spécificité des tests appliqués dans
le cadre du diagnostic de la brucellose bovine

Bayesp DIC pD prev 1 Cr Parametro ST* RB IELISA SAT-EDTA
046 6168 586 028 0.16-045 Se* 0.74 048 061 0.59
ICr(25%) 057 0.28 043 0.39
ICr(97.5%) 092 0.68 0.85 0.78
Sp* 1.00 091 0.86 0.82
I Cr (2.5%) - 0.86 0.77 0.64
I Cr (97.5%) - 0.97  0.93 0.93

Légende : Bayes p: probabilité de Bayes; DIC: Deviance Information Criterion ou critére d’information
de déviance; prev: prévalence estimée; | Cr: intervalle de crédibilité; Se*: sensibilit¢ moyenne; Sp*:
spécificité moyenne; ST: Test cutané; RB: Rose Bengale; iELISA: Test d’immuno-absorption
enzymatique indirect; SAT — EDTA: Test de séro-agglutination lente en présence d'EDTA; ST*: Test
cutané, avec seuil fixé & 2mm.

Les tests microbiologiques ayant permis d’isoler et de caractériser I'agent causal ont
contribué a I'étude initiale. L'analyse d’échantillons de lait provenant de 4 animaux
séropositifs a permis de mettre en évidence la présence de Brucella abortus biotype 4
dans la zone d'étude. Des informations detaillées sur les animaux chez qui I’agent causal

avait été isolé et les résultats des tests diagnostiques sont présentés dans le Tableau 4.3.

En considérant une prévalence en anticorps élevée chez des animaux apparemment non
vaccines, ainsi que I’isolement d’une souche de B. abortus biotype 4 chez un animal
vacciné avec la souche B-19, puis revacciné avec la souche RB-51, il était justifié de
s’interroger a propos de la qualité des vaccins et des protocoles de vaccination mis en
place. Cette étude initiale nous a permis de réaliser que le vaccin produit localement (B-
19) et généralement utilisé jusqu’alors en Equateur, contenait 200 fois moins d’unités
formant colonies que les exigences émises par les Organisations Internationales. Il était
évident que le contenu ne correspondait pas & ce qui était indiqué sur la fiole (60 x 10°
bactéries viables). A 1’opposé, le vaccin importé RB51 répondait de maniére

satisfaisante aux prescriptions (Tableau 4.4).

Les résultats partiels de I'étude ont été présentés sous la forme d’un poster (Annexe 1)
au Congres mondial de brucellose qui s’est tenu & Pampelune, en Espagne, en 2003.
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Tableau 4.3 Information complémentaire concernant les animaux chez lesquels Brucella abortus biotype 4 a isolée

N echantillon Vaccination Test de diagnostic
1°°fois Rappel RB BPAT SAT SAT-EDTA iELISA CFT ST* MRT ELISA-L
15 NC NC + + > 100 > 100 > 60 > 25600 3mm - +
33 NC NC + + > 100 > 100 18 > 25600 1 mm NI +
60 NC NC + + > 100 > 100 18 >25600* 5.5 mm + +
94 B-19 RB-51 + + > 100 > 100 18 6400 1 mm + +

Légende : N: nombre; NC: Non connu; NI: résultat non interpretable; RB: Rose de Bengale; BPAT: Epreuve d'agglutination sur lame a I'antigéne tamponné; SAT: Test
de séro-agglutination; SAT — EDTA: Test de sérg—agglutination lente en présence dEDTA; iELISA: Test d’immuno-absorption enzymatique indirect; CFT: Test de
fixation du complement; ST: Test cutané; MRT: Epreuve de I’anneau sur le lait; ELISA-L: Test d’immuno-absorption enzymatique indirect réalisé sur le lait; *: seuil
fixé & 2mm.

Tableau 4.4 Résultats du suivi des vaccins contre la brucellose bovine utilisés dans la zone d'étude
Concentration

Type de N ot initiale pas Volume  Facteurde  Volume N UCE N Brucella N Brucella
vaccin dose par dose ¥ dilution® utilisé ® par ml®  par dose ®
B-19 02-2933 60 x 10° 3ml 1x10° 0.1 ml 15
0.1ml 10
0.1ml 12
0.1 ml 7
11* 1.1x 108 3.3x108
RB-51 2044 1x10° 2 1x10° 0.1ml 220
0.1 ml 240
0.1 ml 180
0.1 ml 230
2175  217x10° 4.34x10°
RB-51 1678 1x10° 2 1x10° 0.1 ml 300
0.1 ml 330
0.1 ml 350
0.1 ml 330

3275%  327x10° 6.54x10°

Légende : UCF: Unités Formant des Colonies; *Nombre moyen de Brucella par 0,1 ml; la concentration finale du vaccin (5) est obtenue en
multipliant le volume par dose administrée (1), par le facteur de dilution (2), par le volume utilisé (3) (0,1 ml), et par le nombre de UCF/ml (*).
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L'étude initiale a permis de confirmer la nécessité de mettre en ceuvre une «batterie de
tests de diagnostic» afin d’identifier et de localiser un maximum d’animaux positifs,
mais a également soulevé des questions quant a la situation épidémiologique de cette
zoonose en Equateur. Bien qu’en 2003 I'Equateur disposait déja d’une technologie de
pointe en matiére de diagnostics sérologique, microbiologique et moléculaire des
brucelloses humaine et animale au travers du Centro Internacional de Zoonosis (ClZ,
inclus dans 1’Université Centrale de Quito), cela n'a pas suffit en raison principalement
d’une vaccination anarchique des bovins. Au moment de cette étude, la prévalence

réelle chez les bovins et I’impact en santé publique n’était pas encore clairement établis.

4.1.2.- Etude complémentaire chez les chiens, réalisée en 2008 dans une zone
d’endémie de brucellose bovine (Canton Mejia, province de Pichincha) (Annexe 2)

En complément aux etudes réalisees chez les bovins, les caprins et chez I’lhomme, une
étude a petite échelle a eté réalisée chez les chiens (n=151) de 34 exploitations laitiéres
situées en zone d’endémie de brucellose bovine (province de Pichincha). Les résultats
ont démontré que cette espéce pouvait jouer le role de réservoir pour la bactérie
(Annexe 2), en particulier via la transmission des souches en phase lisse, comme c’est le
cas pour B. abortus. La prévalence s’élevait a 11,92% et 15,89%, aprés analyse avec
respectivement les tests SAT-EDTA et RB. Méme I’analyse préliminaire par iELISA,
avec utilisation du LPS de B. abortus, a montré que la prévalence pouvait atteindre
23,85%. Les contacts étroits et fréquents avec le bétail (85,43%) ainsi que la
consommation de produits davortements (64%) expliquent, non seulement la
prévalence élevée observée chez les chiens, mais surtout I'isolement de B. abortus

biotype 4 chez les chiens abattus (n=5) aprés consentement de leur propriétaire.

L'étude a montré que les efforts entrepris en Equateur (canton Mejia, province de
Pichincha) pour contrdler et éradiquer la brucellose bovine sont mal compris car les
éleverus considérent a tord que les bovins sont le seul réservoir potentiel de la bactérie
dans leur exploitation et ce, en raison des pertes financiéres conséquentes causées par la

maladie chez cette espece.
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4.2.- Rappel des objectifs du travail.

Le travail réalise dans le cadre de cette thése avait pour objectif de générer des
informations fiables sur la situation épidémiologique de la brucellose bovine et son
impact en santé publique dans le nord-ouest de I'Equateur, mais aussi d’identifier de
potentiels facteurs de risque de la maladie. Ces données contribuent a rendre plus fiables
les informations officielles rapportées par les Organismes en charge de la surveillance
de cette zoonose en Equateur, en contextualisant le probléme. A cette fin, quatre

objectifs spécifiques ont été fixés.

Avant cette thése, peu de données relatives a la brucellose animale et humaine en
Equateur étaient disponibles dans les bases de données bibliographiques internationales.
Néanmoins, une revue de la littérature existante, principalement constituée par des
theses réalisées dans les Facultés de Médecine Vétérinaire et d’Ingénierie Agricole des
universités équatoriennes, a déja permis de fournir un premier apercu de la situation. La
brucellose a toujours suscité un intérét scientifique en Equateur, et ce, malgré le manque
évident de ressources techniques pour 1’étudier et comprendre son épidémiologie de

facon optimale.

Dans le cas de la brucellose, la seule source d’infection pour I’homme est constituée par
les réservoirs animaux. Des études visant a estimer la prévalence de cette infection chez
les bovins et les caprins et a évaluer la performance des tests diagnostiques utilisés ont
été réalisées dans le nord-ouest de I'Equateur. Ces travaux ont également permis de

rechercher les potentiels facteurs de risque d’infection.

Des études sur la prévalence et les facteurs de risques chez I'nomme ont mis en évidence
Iimpact de cette infection au sein de la population équatorienne. Néanmoins, ces
travaux ont souligne le caractére faiblement prioritaire de cette zoonose dans le cadre du

systéme de santé équatorien.
Enfin, une stratégie possible de surveillance épidémiologique de la brucellose en

Equateur, tant chez I’homme que chez les bovins, a ¢été proposée. Il est indispensable

que cette stratégie soit adaptée aux conditions du nord-ouest de I'Equateur.
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4.3.-Contextualisation générale du probleme de la brucellose dans le nord-ouest de

I'Equateur et principaux résultats des travaux réalises

4.3.1.- Une revue de la bibliographie locale a démontré que la brucellose a toujours
été une préoccupation en Equateur

En Equateur, grace a la diversité climatique, 1’élevage de différentes espéces animales
est pratiqué depuis I’antiquité dans le but premier de subvenir aux besoins des
populations rurales, mais aussi pour 1I’exportation de produits animaux. La répartition et
I’élevage des espéces animales telles que les bovins, ovins, caprins, porcins et camélidés
est basée sur 1’adaptation de différentes races au climat rencontré dans les différentes
régions naturelles du pays (plaine cotiere, montagne, amazonie et région insulaire) et

aux ressources alimentaires dont elles disposent.

D’aprés I'INEC et al. (2002), I’Equateur comptabilisait en 2002, 4.486.020 bovins,
répartis au sein de 427.514 Unités de Production Agricole (UPAS) et 178.367 caprins
répartis entre 16.405 UPAs. En ce qui concerne les bovins, 50.69% des animaux se
concentraient dans la “Sierra” ou zone montagneuse, dans 339.555 UPAs, ce qui

représente 79.42% de I’ensemble des UPAs au niveau national.

Toujours en 2002, si I’on considere le type d’élevage, 54,33% des UPAs pratiquaient le
paturage au piquet, 44,22% le paturage libre et 1,43% un autre systeme. Il faut
mentionner que le systéme traditionnel de paturage au piquet consiste en I’amarrage des
animaux a un piquet dans des terrains en friche, le long des chemins et des routes, mais
aussi dans des lieux publics. L’animal étant maintenu attaché au piquet au moyen d’une

corde, ses mouvements sont limités (INEC et al., 2002).

Une coutume largement implantée en Equateur est la commercialisation d’animaux dans
de petites foires aux bestiaux, ou différentes espéces partagent des espaces communs, ce
qui représente un facteur de risque non négligeable en termes de transmission de
maladies (Acha & Szyfres, 2003; Muma et al., 2007). De plus, il existe de grands
marchés aux bestiaux, tel celui de de Santo Domingo de los Tsachilas dans la plaine
cotiere, pour lesquels les animaux sont déplacés entre régions ce qui constitue un risque

additionnel pour la dissémination des maladies.
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La brucellose a toujours été un centre d’intérét en Equateur, car suite aux premicres
notifications chez les bovins par Salvestroni en 1926 (Alvarado, 1959) et chez I’lhomme
par Valenzuela en 1934 (Véasconez-Lbopeez, 1960), de nombreuses études ont été
réalisées, principalement chez les especes animales réservoirs. Le réle du vétérinaire de

terrain vis-a-vis de cette zoonose a d’ailleurs été mis en avant.

La situation réelle de la brucellose humaine en Equateur, telle que rapportée au niveau
international, est erronée. En effet, selon les rapports officiels, soit la maladie ne serait
pas présente, soit il n’existerait aucune information fiable sur la situation (Pappas et al.,
2006), soit elle serait contrlée (Cartelle et al., 2015). Cela s’explique par le peu
d’études menées chez ’homme. La plupart de ces derniéres ont été réalisées dans le but
de rechercher la maladie uniquement chez les groupes a risque. En effet, dans le
contexte équatorien, la surveillance de la maladie humaine est uniquement passive et
repose sur les déclarations des cas hospitalisés ( Ron-Roman et al., 2013; Ron-Roman et
al., 2014). De plus, les professionnels de la santé publique ne lui accordent que peu
d’importance, ce qui est confirmé par la faible place qu’elle occupe tout au long de la
formation médicale (Ron-Roméan, 2012, communication personnelle). Ce manque de
sensibilisation des professionnels de la santé représente un frein au dépistage correct de
la maladie dans la patientéle de tous les jours, a tel point que ce sont les vétérinaires qui
conseillent aux personnes présentant un tableau clinique suspect de se soumettre a des

tests de diagnostic (Ron-Roman et al., 2012).

Selon les Organisations Panaméricaine (OPS) et Mondiale de la Santé (OMS), les
connaissances en matiére de brucellose humaine en Amérique sont mangquantes,
notamment a cause des lacunes en matiére de diagnostic et du non rapportage de cas.
Néanmoins, des données rapportées entre 1994 et 1998 sont disponibles. Au cours de
cette période, 29132 cas ont été rapportés par 20 pays d’Amérique; parmi ces
notifications, 54,5% émanaient d’Amérique du Sud. Selon les données officielles,
I’Equateur a seulement notifié 52 cas humains durant cette période (Cartelle et al.,

2015).
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4.3.2.- Détermination de la prévalence apparente et des facteurs de risque de
brucellose chez les bovins.

Il est fort probable que la prévalence élevée chez 1’homme soit consécutive a la
présence de I’infection chez au moins un des réservoirs naturels, tels que les bovins,
caprins ou ovins, car ce sont des especes fréquemment rencontrées dans les
exploitations en Equateur, comme la circulation de Brucella sp. Notre étude a en effet
montré une prévalence élevée de ’infection chez les bovins dans la région ciblée
(6,84%; 228/3332; 1C:4,83-8,85). Une telle prevalence rejoindrait les rapports officiels
émis par [’Agence Equatorienne d’Assurance Qualité de 1’Agriculture,
AGROCALIDAD (Torres, 2008): des prévalences allant de 0,4% (4/1000) dans la
province de Manabi jusqu’a 51,6% (510/989) dans le nord-ouest de I’Equateur avaient
été estimées (Maldonado & Salgado, 1979; Plaza, 1977). Des prévalences inter-
troupeaux presqu’identiques ont ét¢ mesurées dans la zone andine (Sierra; 21,89%;
44/201) et dans la plaine c6tiere (Costa; 25,17% 36/143). La plus grande différence se
situait au niveau de la prévalence intra-troupeau, puisqu’elle atteignait 12,46%
(161/1292) en zone andine et 3,28% (67/2040) dans la plaine cotiere. Le sexe
(OR=3,91; femelle) et I’age (OR=3,14; classe des 25 a 60 mois) se sont avérés tres des
facteurs de risque, confirmant de la sorte les résultats d’une étude antérieure (Asiimwe
et al. 2015).

L’¢tude a permis de démontrer que la brucellose ¢€tait présente dans les deux régions
(zone andine et plaine cétiére), mais que la différence de prévalence au niveau intra-
troupeau pouvait étre liée au systéme d’élevage des animaux, ce qui a ét€ mis en
évidence antérieurement. Une telle différence de prévalence entre régions avait déja été
observée lors d’études antérieures, qui avaient mis en évidence une prévalence de
51,6% en zone andine (Maldonado & Salgado, 1979) et de seulement 13,3% dans la
plaine cotiere (Bailon & Mufioz, 2003), au moyen de tests serologiques (respectivement
le test au RB et le test d’Huddleson) comparables a ceux utilisés dans le cadre de cette
thése. Des prévalences trés élevées, a savoir 68,8% en zone andine et 57% dans la
plaine cotiere ont eté estimées au moyen du MRT (Estupifian, 1967; Olleague, 1969).
Le MRT est un test largement utilisé pour détecter la présence de brucellose dans les
troupeaux laitiers (Ragan, 2002). Malheureusement, la fiabilité de ses résultats dépend

de nombreux facteurs principalement liés & la qualité de 1I’échantillon de lait et a son
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degré de dilution (OIE, 2016a). L’application de ce test, trés utile pour le suivi
épidémiologique en zone laitiére, ne peut donner une idée précise de I’ampleur du
probleme car ses sensibilité et spécificité sont faibles (Nielsen, 2002) et le type

d’échantillon peut générer un biais.

Des biais d’autre nature peuvent étre responsables d’une appréciation erronée du
probléme, comme dans 1’étude de Rodriguez-Hidalgo et. al (2015) qui avaient estimé
une prévalence de 7,6% dans des fermes confirmées positives antérieurement en
cherchant a isoler et typer des souches circulantes de Brucella spp. & Santo Domingo de
los Tsachilas.

En toutes circonstances, il est indispensable de considérer que le diagnostic de la
brucellose et 1’estimation de la prévalence réelle chez les bovins ne sont pas choses
faciles surtout en raison de I’existence de réactions croisees et ce, notamment, apres la
vaccination avec le vacicn B-19 (Godfroid et al., 2002). Poulsen et collaborateurs
(2014) ont justement observe une différence entre la prévalence rapportée chez les
bovins non vaccinés (2,6%) et celle estimée en considérant 1I’ensemble des échantillons

collectés (5,5%).

Griace a I’expérience acquise lors de 1’étude de 2003 réalisée en province de Pichincha
(zone andine), au cours de laquelle une prévalence élevée en Ac (44%) avait été estimée
sur des animaux garantis comme non vaccinés (n=99), le travail développé tout au long
de notre recherche a renforcé la nécessité de travailler avec des animaux réellement non
vaccinés contre la brucellose, afin de minimiser le probléme de réactions croisées avec
les tests sérologiques utilises, dues a la vaccination. Les échantillons bovins récoltés au

cours de cette étude antérieure ont été exclus de I’analyse finale.

I1 est important de préciser que 1’étude présentée ici s’est basée sur le diagnostic chez
les animaux a n’importe quel stade de I’infection grace a trois tests de diagnostic qui
détectent des Ac différents: le RB détecte surtout les 1gG et IgM, le SAT-EDTA détecte
les IgM et "iELISA détecte les IgG (Alton et al., 1988; Godfroid & Boelaert, 1995;
Nielsen, 2002; Saegerman et al., 2010).

185



Bien que des tests de diagnostic complémentaires tels que le test de fixation du
complément (CFT) et le test cutané¢ (ST) aient été utilisés lors de I’étude antérieure,
ceux-ci n’ont pas €té incorporés a la batterie de tests réalisés ultérieurement, suite au
mangue de réactifs (globules rouges de mouton indemne de brucellose pour le CFT et
antigéne dans le cas du ST). Au contraire des tests sérologiques détectant les Ac (Alton
et al., 1988), le ST se base sur I’hypersensibilité de type IV (Bercovich, 2000); il ne
présente donc pas de réactions croisées avec d’autres bactéries Gram négatives telle que
Yersinia enterocolitica 0:9 (OIE, 2016a; Saegerman et al., 1999; Saegerman et al.,
2010). Bien que I’équipement nécessaire a la réalisation de ce test ne soit pas élaboré, le
probléme principal réside en 1’exécution correcte de la procédure. De plus, il nécessite
du temps, surtout quand il faut réaliser deux inspections chez chagque animal (Pouillot et
al., 1997). Les réactions inflammatoires severes sont faciles a visualiser et a interpréter.
Néanmoins, il faut étre attentif aux réactions légeres car elles peuvent passer inapergues
(OIE, 2016a). Le site d’injection de I’Ag doit étre identifié avec précision et chaque
animal doit étre examiné minutieusement a la recherche du moindre signe
d’inflammation, d’abord par inspection visuelle et palpation, puis en mesurant
correctement 1’épaisseur de la peau (Saegerman et al., 1999). Dans I’étude de 2003,
nous avons observé, non seulement des réactions légérement positives (épaisseur de la
peau comprise entre 2 et 3 mm), mais aussi des réactions tres severes (épaisseur de la

peau >12 mm).

Les observations réalisées au cours de ce travail ont permis d’identifier certaines
pratiques pouvant jouer un réle important dans la transmission de la maladie, comme
déja décrit par d’autres auteurs:

(a) L’existence de différents systémes d’¢levage bovin dans la zone d’étude, ce qui est
un frein a la mise en place d’un programme global de controle et/ou éradication de la
maladie (Acha & Szyfres, 2003; Arnaud-Bosq, 1977; Sanogo et al., 2008);

(b) La forte concentration d’animaux dans les UPAs de la zone 1, facteur qui favorise la
dissémination de I’infection au sein d’un méme troupeau par l’augmentation des
possiblités de contact entre animaux (Domenech et al., 1980);

(c) La présence de taureaux utilisés comme males reproducteurs d’une UPA déterminée,
et leur “prét/location” temporaire a d’autres; ils sont alors responsables d’un grand

nombre d’infections chez les femelles;
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(d) La présence d’autres especes animales réceptives dans 1I’UPA: ovins, porcins,
chiens, camélidés sud-américains et chevaux;

(e) L’achat d’animaux de remplacement dont les statuts sanitaire et vaccinal vis-a-vis de
la brucellose sont inconnus;

(f) L’absence de quarantaine avant d’introduire de nouveaux animaux dans un troupeau
(Blood et al., 1987);

(9) La fréquence élevée d’avortements dans les UPAs, et la gestion inappropriée des
produits d’avortement;

(h) La présence de chiens dans les fermes; ces derniers peuvent jouer le role de vecteurs
mécaniques de la brucellose dans les exploitations en transférant des morceaux de
placenta ou d’avorton d’un endroit a un autre;

(1) Le risque d’utiliser du sperme contaminé, si aucun contréle adéquat du sperme
produit localement ou importé n’est réalis¢,;

(j) L’inexistence d’un systeme uniforme de vaccination; en effet, dans la zone d’étude,
il a été observé que certaines UPAs ne pratiquaient pas la vaccination, tandis que
d’autres vaccinaient soit avec la souche B-19 soit avec la RB51, en fonction des
disponibilités de ces produits dans les magasins vétérinaires;

(k) L’élimination incorrecte des animaux positifs et

(I) Ne pas écarter la possibilité que les médecins vétérinaires peuvent jouer un réle dans

la dissémination de I’infection (Arnaud-Bosg, 1977).

4.3.3.- La découverte de la souche vaccinale B-19 chez les chévres pourrait-elle
confirmer la situation anarchique de la vaccination chez les bovins?

Dans le cas des maladies zoonotiques, 1’élevage en zone péri-urbaine ou urbaine
augmente le risque de transmission suite a la production de déchets tels que urines,
matiéres fécales, sécrétions diverses et avortons qui peuvent contaminer
I’environnement (Samartino et al., 2000; Thys et al., 2006). L’étude ciblant les chévres
dans les provinces de Carchi (n=160), Pichincha (n=224) et Loja (n=2024) a seulement
permis d’identifier deux animaux faiblement positifs, ce qui va a I’encontre du rapport
de (Poulsen et al., 2014) qui avait estimé une prévalence de 17,8% chez cette espéce.
Bien que 1’étude ait mis en évidence une faible prévalence en brucellose chez cette
espece, elle tire la sonnette d’alarme suite a 1’isolement et au typage de la souche

vaccinale B-19 (Brucella abortus biovar 1) habituellement utilisée pour la vaccination
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des bovins. Méme si cette observation a déja été rapportée antérieurement, elle met en
évidence la problématique liée a 1’utilisation d’un vaccin vivant (Lambert et al., 1964).
Il est indispensable de former et sensibiliser les utilisateurs de vaccins contre la
brucellose aux normes relatives a leur transport, reconstitution, stockage, dosage,
administration et élimination des déchets, telles que précisées par les fabricants et
surtout selon les exigences de I’OIE (OIE, 2016a).

Selon Poulsen et. al (2014), la prévalence basée sur le test au RB chez les chévres
(17.8%) serait trois fois supérieure a celle rencontrée chez les bovins (5.5%) dans la
méme ¢étude; si c’était le cas, la situation de cette zoonose serait simplement
incontrdlable. Il s’agit probablement d’une surestimation du probléme car les tests
d’agglutination au RB ne sont pas trés fiables chez cette espece et nécessitent des

modifications du protocole usuel.

4.3.4.- Détermination de la prévalence apparente et des facteurs de risque de
brucellose chez ’homme

Les travaux de terrain et de laboratoire entrepris au cours de ce travail ont mis en
évidence une prévalence apparente chez I’homme de 1,88% (71/3733) (IC: 1,48-2,38)
dans le Nord-Ouest du pays. La prévalence estimée grace a cette épidémiovigilance
active va a I’encontre des conclusions du rapport officiel transmis par le service
d’Epidémiologie de [D’Institut National d’Investigations en Santé¢ Publique
(anciennement Ministére de la Santé Publique). Celui-ci mentionnait seulement 14 cas
confirmés de brucellose au niveau national pour la période de 2006 a 2008 (Cartelle et
al., 2015). Dans notre étude, une variation de la prévalence en fonction de la province
d’origine a pu étre observée (2,5% dans la province de Carchi ; 2,6% dans la province
d’Esmeraldas ; 1,3% dans la province d’Imbabura ; 2,9% dans la province de Manabi et
1,7% dans la province de Pichincha). La recherche active d’indicateurs de la maladie,
comme par exemple le taux d’anticorps, permettrait d’avoir un apergu du statut réel de
la maladie chez ’homme (Corbel, 2006; Doganay et al., 2003). Nos observations sont
en lien direct avec celles de Ron-Roman et al., (2013), qui avaient mentionné
antérieurement que les foyers d’infection enregistrés dans cette région entre 2006 et
2008 étaient localisés dans les provinces citées ci-dessus. Elles rejoignent également les

résultats d’études de prévalence réalisées auprés de 700 patients d’un hopital de
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Portoviejo et chez 70 personnes travaillant dans des exploitations bovines de Santo
Domingo de los Ts&chilas, avec respectivement 2,4% et 1,43% (Cuenca, 2013; Macias,
1977).

Les observations chez ’homme ont permis d’identifier et de quantifier les facteurs de
risque de brucellose tels que: 1’age (OR=4,5 pour la classe d’age des > 46 ans), le sexe
(OR=1,7 pour les hommes), des contacts avec les animaux (OR=3,7), la consommation
de placenta et de foetus (OR=2,7) et la consommation de sang frais (OR=2,0). Ces
facteurs seraient en lien direct, non seulement avec les modes d’¢levage traditionnels
toujours existant en Equateur (surtout pour les troupeaux de taille réduite), mais aussi
avec les habitudes alimentaires liées a la consommation de produits d’origine animale
dans des conditions peu hygiéniques. Cette observation avait déja été rapportée
antérieurement (Ariza et al., 1995; Pasquereau, 1980; Roux, 1979). Tel est le cas d'un
patient aux Etats-Unis, qui a déclaré avoir consommeé du sang frais des animaux, tout en

travaillant dans un abattoir en Equateur (Herrick et al., 2014).

Les personnes interrogées associent généralement les syndromes fébriles, les douleurs
musculaires ou articulaires et les céphalées a une simple grippe. De plus, les études
épidémiologiques ciblant la brucellose humaine sont rares en Equateur et les méthodes
fréguemment utilisées détectent seulement une partie des cas. Considérant tous ces
facteurs, il est plus que probable que la prévalence de la brucellose humaine soit

fortement sous-estimée.

L’origine d’un syndrome fébrile prolongé chez ’homme est difficilement diagnostiqué.
Afin d’établir son étiologie précise, une étude complexe et coliteuse est généralement
nécessaire (Buzgan et al., 2010; Hasanjani Roushan et al., 2016). Néanmoins, il est
fondamental que le médecin de campagne confronté a un syndrome a étiologie variable
suspecte la brucellose et effectue une bonne anamnése aupres du patient, en collectant
des informations sur son occupation, le type et la fréquence de contacts avec les
animaux ainsi que sur les habitudes alimentaires.

Une étude épidemiologique sur la brucellose ne doit pas seulement inclure des

personnes exposées, a savoir en contact régulier avec une ou des sources d’infection,
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mais aussi une population non exposee (habitants de la zone urbaine) (Doganay et al.,
2003; Massenet et al., 1993).

A I’heure actuelle, un autre mécanisme d’infection a été identifi¢ dans la population, a
savoir que les personnes résidant en zone indemne de brucellose contractent 1’infection
lorsqu’elles voyagent dans des régions/pays ou la maladie présente une prévalence
élevée. Dans ce ca, les signes cliniques se déclenchent une fois que les patients
retournent chez eux (FAO & OMS, 1986). La cause principale serait liée au fait que les
voyageurs adoptent les habitudes alimentaires des régions ou pays visités (Wade et al.,
1998). Il est donc primordial que tous les pays mettent en place des plans de prévention

et de contrdle contre cette zoonose.

4.3.5.- Détermination des prévalences réelles de la brucellose humaine et bovine et
des performances des tests de diagnostic utilisés, au moyen du théoréme de Bayes

La brucellose pourrait certainement étre la maladie pour laquelle le plus grand nombre
de tests a été développé pour le diagnostic indirect. Ceux-ci vont d’une simple
agglutination rapide sur plaque comme le RB aux tests de polarisation de fluorescence,
en passant par I’ELISA (indirect et de compétition). Ils obéissent a la complexité du
diagnostic direct basé sur I’isolement de Brucella sp., et au risque élevé de
contamination lors des manipulations. La performance d’un test indirect basé sur la
détection d’Ac contre le LPS (Alton et al., 1988; Garin-Bastuji, 1993; Godfroid &
Boelaert, 1995; Saegerman et al., 2010) dépend non seulement de son principe de base
mais aussi du type d’échantillon sur lequel il est effectué (sang entier, sérum, plasma,

lait ou lactosérum).

Comme déja mentionné antéricurement, il n’existe aucun test sérologique de référence
(gold standard) pour diagnostiquer la brucellose chez I'homme et les différentes
especes animales (Corbel, 2006; Godfroid et al., 2010). Dans ce contexte, un modele
Bayésien combinant I’information collectée sur le terrain avec 1’information a priori
(opinions d’experts) a permis d’estimer la prévalence réelle de la brucellose chez
I’homme et dans I’espece bovine. Cette démarche a permis d’éviter de répéter les
erreurs commises en appliquant 1’équation de Rogan & Gladen (1978) (Lesaffre et al.,

2007). En effet, I’application des cette équation aurait conduit a une estimation de la
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prévalence réelle de 7,2% chez les bovins dans le nord de I’Equateur (Poulsen et al.
(2014). Dans cette equation, ont été considérées une prévalence apparente de 5,5% et
des valeurs de Se et de Sp de respectivement 72,2% et 99,6% (Fosgate et al., 2002).
Cette probable surestimation de la prévalence pourrait alarmer les éleveurs qui seraient
alors tentés d’adopter des moyens de prévention et de contrdle sans fondement
épidémiologique (par exemple, la vaccination anarchique). Au contraire, notre étude a
permis, dans un contexte bayésien, d’estimer une prévalence réelle de 1% chez ’homme
et 2,1% chez les bovins, ainsi que la Se et la Sp des tests utilisés (RB, SAT-EDTA et
iIELISA). Le mod¢le a d’ailleurs identifi¢ I'iELISA comme étant le meilleur test pour le
diagnostic de la brucellose chez I’homme et 1’animal. Néanmoins, la Sp du test ELISA
dépend du type de conjugué utilisé (Saegerman et al., 2004). Le test RB ne devrait
toutefois pas étre écarté car c’est un des tests les plus utilisé dans le diagnostic de cette
maladie car il est facile a réaliser, peu colteux, ses résultats sont faciles a lire, et il
présente une haute Se (Manger, 2002). Ce test permet d’obtenir une appréciation
sérologique rapide, tant au niveau individuel qu’a 1’échelle du troupeau (OIE, 2016a).
Néanmoins, il convient de garder a 1’esprit la possibilité de réactions croisées avec des
bactéries Gram négatives telle que Yersinia enterocolitica O:9 et aprés vaccination avec
la souche B-19 (Saegerman et al., 1999; Godfroid et al., 2002; Godfroid et al., 2010;
Saegerman et al., 2010).

4.3.6.- Le role des chiens dans la transmission de la brucellose bovine en zone
endémique.

L’importance du chien comme réservoir potentiel de I’infection (phase lisse de
Brucella) dans les exploitations bovines a été mise en évidence grace a 1’étude ciblant
cette espéce, au vu de la haute prévalence mesurée via les tests SAT-EDTA (11,92%;
18/151) et RB (15,89%; 21/151). Une étude de 1978 avait rapporté une prévalence de
3,5% (14/400) en province de Manabi (Zambrano, 1978). Un lien pourrait étre établi
entre la prévalence élevée rencontrée chez les chiens et le nombre élevé d’avortements
chez les bovins en Equateur (INEC et al., 2002), comme confirmé dans ce travail. Ces
observations confirment le réle biologique que peuvent jouer les chiens dans une
maladie telle que la brucellose (Baek et al., 2003; Wareth et al., 2016).
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4.3.7.- lIsolement et typage des souches de Brucella abortus chez différents
réservoirs en Equateur

Des inquiétudes subsistent dans de nombreux pays, dans lesquels la brucellose a été
déclaree comme présente suite a la réalisation de tests sérologiques sans que les souches
de Brucella spp. circulantes n’aient encore pu étre identifiées (Roux, 1979). Comme le
suggérent la FAO et ’'OMS (FAO & OMS, 1986), chaque fois qu’il est possible de le
faire, I’identification de I’agent causal doit étre entreprise jusqu’au niveau du biotypage,
car des souches présentent fréeguemment une distribution géographique particuliére. La
connaissance plus précise des biotypes impliqués permet de mieux comprendre la
propagation de la maladie (Corbel, 2006; Roux, 1979; Saegerman et al., 2010).
Malheureusement, I’isolement des germes n’est pas une tiche aisée, requiert un
laboratoire spécialisé¢ et de haute sécurité. C’est la raison pour laquelle le nombre
d’isolements rapportés par pays est en relation directe avec le degré de développement
des laboratoires de références. L’Equateur n’échappe pas a la régle car, a 1’heure
actuelle, il n’existe aucune information officielle sur le nombre d’isolements réalisés ni
sur la distribution des souches de Brucella spp. circulant en Equateur. Selon Thimn
(1982), entre 1965 et 1977, 794 isolements de Brucella ont été réalisés dans 12 pays
d’Amérique, dont 1I’Argentine (n=220), le Mexique (n=160), le Pérou (n=114) et le
Chili (n=95). En Equateur, seuls 8 isolements ont été rapportés au cours de cette
période: un isolement de B. abortus biotype 1, six isolements de B. abortus biotype 4 et
un isolement de B. suis biotype 1. Néanmoins, les rapports officiels notifiaient, pour la
méme époque, une prévalence supérieure a 25% chez les bovins (en cause: B. abortus),
de 6 et 15% respectivement chez les caprins (en cause: B. melitensis) et les ovins (en
cause: B. ovis et B. melitensis), et enfin, supérieure a 25% chez les porcs (en cause: B.
suis). 1l est notoire que ces données sont trés éloignées de la réalité vu le nombre si
faible d’isolements et que de surcroit B. melitensis et B. ovis n’ont encore jamais été
identifiés en Equateur. Le méme rapport de Thimn (1982) fait référence a I’absence
totale d’information concernant la brucellose chez d’autres espéces telles que les chiens,
les chevaux et les camélidés sud-américains. De plus, I’équipe de Lucero a rapporté
qu’entre 1968 et 2006, seuls 3 isolements avaient €té réalisés chez les bovins, dont un

de B. abortus biotype 1 et deux de B. abortus biotype 4 (Lucero et al., 2008).
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Concernant la présence de la brucellose chez les porcs, les quelques études existantes
sont anciennes (Tobar, 1961; Escalante, 1963; Robalino, 1966) et ont toujours été
réalisées grace a des tests de faible sensibilité, comme le test d’aglutination de
Huddleson. Les études récentes, basées sur le méme test, n’ont pas montré la présence
d'anticorps contre la brucellose dans ce type de réservoir animal (Demera, et al., 2002).

A ce jour, aucune souche B. suis n’a été isolée en Equateur.

L’existence a 1’état endémique de la brucellose tant chez ’homme que chez les bovins a
été mis en exergue au cours de ce travail. De méme, I’isolement de 1’agent causal a
facilitement été identifié chez chacun des réservoirs étudiés. Pour isoler et caractériser
I’agent causal, différents échantillons ont été utilisés, selon le réservoir étudié: sang et
sperme chez I’homme, lait chez les bovins et les caprins, ainsi qu’organes internes chez
les chiens. Tous les échantillons positifs ont présenté une réponse tres significative aux
tests sérologiques. Dans le contexte équatorien, la présence d’hygroma n’a jamais été
observée chez les bovins, raison pour laquelle 1’isolement dans ce type de liquide n’a
pas été entrepris, contrairement au contexte africain (Bankole et al., 2010; Boukary et
al., 2013; Saegeman et al., 2010).

Sur base des stratégies décrites ci-dessus, basées sur I’optimisation des ressources et la
diminution des risques de contamination (fréquentes lorsqu’on travaille avec une
bactérie présentant un tel risque biologique) (Corbel, 2006; Godfroid et al., 2010; OIE,
2016a; Saegerman et al., 2010), 26 souches ont été isolées: 17 chez les bovins, 1 chez
les caprins, 4 chez I’homme et 4 chez les chiens. Brucella abortus biotype 4 était
majoritaire. Une souche isolée chez une chévre s’est avérée étre B. abortus biotype 1
souche vaccinale (B-19) et un isolement chez un cas humain a révélé une souche de
terrain B. abortus biotype 1. Quelques-unes de souches de B. abortus biotype 4 isolées
chez les bovins et chez ’homme, ainsi que la souche de terrain B. abortus biotype 1
isolée chez deux patients humains, ont présenté certaines particularités lors du typage,
notamment 1’inhibition de croissance en milieu coloré avec la safranine (100 pg/ml) et
la fuchsine (20 pg/ml). Ces observations ont déja été rapportées (Alton et al., 1988),
tout comme le profil métabolique différent en réponse au test d’oxydase, comme les
souches isolées en Afrique (Sanogo et al., 2013). Ces particularités pourraient étre
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responsables de notifications erronées de la présence de B. abortus biotype 2 en
Equateur, comme mentionné par Rodriguez-Hidalgo et. al. (2015).

La mise en place en Equateur de I’isolement et du typage microbien au travers des tests
bactériologiques (observations macro- et microscopiques), des tests biochimiques
(oxydase, catalase et uréase), des exigences en CO,, de la production d’H,S, de la
croissance en présence de colorants (fuchsine, thionine et safranine), de I’agglutination
en présence de serums monospécifiques (A — M) et du typage moléculaire via PCR
(711, AMOS, AMOS modifié) ont permis de réaliser 50% des isolements et typages
dans le pays d’origine. Le développement de ces capacités diagnotiques permettrait
d’éviter le transfert de matériel contaminant dans un pays indemne de brucellose comme
la Belgique. C’est une valeur ajoutée au travail réalisé durant cette these. L utilisation
de protocoles standardisés pour 1’isolement et le typage de souches selon les procédures
décrites par Bricker & Halling (1994 et 1995) et I’otention de contr6les d’ADN nous a

permis de garantir ces résultats.

4.3.8.- Directives de base pour le Programme National de Contrdle de la Brucellose
Bovine en Equateur

A I’heure actuelle, I’humanité est confrontée a la mondialisation qui permet, entre autre,
la diffusion ou 1’échange rapide de connaissances et d’informations entre personnes,
pays et continents. La mondialisation commerciale ne permet pas seulement 1’échange
et les mouvements des produits animaux, mais aussi des agents infectieux, qui peuvent
maintenant «voyager» facilement entre zones et/ou pays a statut sanitaire différent vis-

a-vis d’une maladie déterminée.

Dans ce contexte, maintenant plus que jamais, I’OIE a lancé un appel aux pays afin
qu’ils renforcent leurs systémes de vigilance et suivi épidémiologiques, afin de détecter
de maniere précoce les agents infectieux et de proposer des solutions rapides, efficaces
et appropriées aux problémes sanitaires chez les animaux. Les nouvelles stratégies et
législations devant étre adoptées par les pays membres de I’OIE se doivent d’étre
coordonnées afin d’éviter les probléemes et de permettre une détection rapide des
maladies (Roux, 1979). Selon Luna-Martinez et Mateos (2001), les programmes de

contrble ont répondu, soit a I’enthousiasme d’un groupe de chercheurs, soit a la
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disponibilité des moyens financiers temporaires. Une véritable politique durable ne
transparait pas au travers des programmes de contrdle, ce qui explique pourquoi peu de
pays ont reellement mis en place des programmes permanents de prévention et de

contréle de la brucellose.

Premiérement, la lutte contre la brucellose doit se conceptualiser de maniére
généralisée, a savoir en travaillant sur toutes les espéces animales sensibles et bien
évidemment en incluant ’homme. La collaboration entre les organismes officiels de
contrdle (MSP et MAG), les laboratoires publics et privés, les propriétaires d’UPAs et
les marchands de bestiaux sera le pilier fondamental pour la réussite d’un programme de

prévention, de controle et d’éradication de la maladie.

La stratégie de prévention, de contrdle et d’éradication de la brucellose dans une zone
déterminée repose sur quatre axes: (i) suivi et surveillance épidémiologique de la
brucellose, (ii) élimination et indemnisation des animaux infectés, (iii) prévention de
I’infection, via la vaccination des animaux sensibles, le contrble des facteurs de risque

et (iv) I’éducation de la population.

(1) Suivi épidémiologique: le suivi efficace de la maladie est fondamental afin d’arriver

a la comprendre, et de la sorte, arriver a la prévenir et la contréler. Petit a petit,
I’Equateur a travaillé sur un systéme national, ou au moins régional, qui assure ce
suivi épidemiologique, élément-clé au moment de la prise de décision en santé
publique et animale. Lors de 1’élaboration d’un programme de controle de telle ou
telle maladie, il faut se baser sur la connaissance de sa prévalence, des facteurs
associés a sa manifestation mais aussi aux moyens requis a mettre en ceuvre a I’aide
d’études cotts-bénéfices. Un pré-requis du suivi épidémiologique est une
identification correcte des exploitations, des animaux et des opérateurs de la filiére

(Saegerman et al., 2010).

(2) Elimination des animaux infectés: 1’élimination des animaux infectés est sans aucun

doute le moyen le plus efficace pour controler et éradiquer la brucellose au sein d’un
troupeau (Vargas, 2002). Comme précisé antérieurement, il est d’une importance

capitale qu’une fois les animaux infectés identifiés, de les éliminer correctement. Il
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ne servira a rien de se défaire de I’animal en le vendant a son voisin. A cet égard, le
gouvernement central ou les gouvernements provinciaux devront jouer un role clef
en cherchant la formule idéale pour indemniser les éleveurs des futures pertes
engendrées par ’abattage de leurs animaux. Comme 1’ont mentionné Blood et al.
(1987), il convient de rappeler que la motivation qui incite au contrble et a
I’éradication de la brucellose, plus que les pertes économiques causées dans le
secteur de ’¢élevage, devrait étre la perte de vies humaines et les implications en
santé publique. Indubitablement, le contréle définitif de la brucellose chez I’homme
dépendra de 1I’élimination de la maladie chez les réservoirs naturels (OPS & OMS,

2001; Saegerman et al., 2010).

(3) Prévention de I’infection: conformément au principe selon lequel la vaccination a

elle seule ne peut venir a bout du probléme, 1’élimination des animaux infectés y
arrivera (Corbel, 2006). Néanmoins, pour réaliser une élimination graduelle chez les
animaux, il convient de protéger d’une fagon ou d’une autre les animaux sains, et 1a,
la vaccination joue un role. Il est évident que beaucoup de travail reste a faire
concernant la planification d’un calendrier de vaccination, la formation du personnel
sur la gestion correcte des registres et des vaccins (avant, pendant et apres
’injection), mais aussi sur le contrdle rigoureux de la qualité des vaccins utilisés. Si
un de ces points venait a faillir, I’animal ne serait pas correctement immunisé ou des

problémes d’interprétation des résultats des tests de diagnostic pourraient se poser.

(4) Education de la population: 1’éducation de la population servira de mécanisme de

prévention de la zoonose (Corbel, 2006; Doganay et al., 2003). Les points essentiels
a traiter seraient: le danger de consommer le lait et les produits laitiers non
pasteurisés, une attention particuliere dans la gestion et manipulation des avortons
et produits d’avortement, I’importance de la notification des cas humains et animaux
(avortements), le danger li¢ a la manipulation des vaccins, 1’éducation du personnel
des abattoirs sur Iimportance de I’utilisation de gants et d’un équipement de
protection et le danger de consommer des aliments et/ou de fumer en manipulant des
animaux. La FAO et I' OMS (1986) mettent 1’accent sur 1’éducation sanitaire des
personnes comme moyen de prévention. Il est donc indispensable d’éduquer les

propriétaires des UPAs a I’importance de la brucellose, non seulement pour leurs
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animaux et 1’économie de leurs exploitations, mais aussi pour leurs proches, leur

communaute et le pays en général.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES




Dans le cadre des zoonoses, a savoir des infections ou maladies transmissibles de
I’animal vertébré a ’homme, et inversement, de nombreuses recherches menées de par
le monde démontrent que la brucellose est loin d’étre sous controle, surtout dans les
zones ou elle est présente sous forme endémique. Toutefois, sa situation et sa
distribution réelle ne sont pas clairement établies, notamment dans les régions ou les
rapports officiels sont basés sur un suivi épidémiologique passif (cas rapportés).
L’appréciation erronée de la situation épidémiologique de la brucellose en Equateur,
tant chez I’homme que chez les animaux, n’a pas permis de comprendre et d’apprécier
I’ampleur du probléme représenté par cette zoonose, qui est un aspect fondamental si
des solutions adaptées a la réalité doivent étre développées. Ce travail de these a
éclairci, au travers de la revue de la littérature locale et de quatre sections
expérimentales, la situation épidémiologique réelle de la brucellose bovine et son
impact en santé publique, dans le nord-ouest de I’Equateur. Il a pu mettre en évidence
que les brucelloses humaine et animale sont des maladies négligées en Equateur, et
apporte ’information de base nécessaire afin de faire évoluer cet état des choses. La
complexité du tableau clinique de la maladie chez I’homme, le sous-rapportage des cas,
I’absence d’études épidémiologiques, I’utilisation d’un nombre limité de techniques
diagnostiques (sans que les résultats soient validés par des laboratoires de référence
internationaux), mais aussi le peu d’isolements et de typages de Brucella spp, sont tous

des facteurs démontrant que la situation de la brucellose est méconnue en Equateur.

La combinaison des résultats obtenus grace a l’application de tests multiples de
diagnostic dans un modé¢le statistique basé sur le théoréme de Bayes, a permis d’estimer
les prévalences réelles des brucelloses bovine et humaine et les parametres (sensibilité
et spécificité) de chaque test inclus dans le modele. Méme si 'utilisation de tests
multiples a permis de détecter un plus grand nombre d’animaux infectés, cette stratégie
ne sera pas applicable, car trop onhéreux, pour le diagnostic de routine de la maladie en
Equateur. Les résultats nous ont permis de conclure que I’'1IELISA serait le test de choix
pour diagnostiquer la maladie, mais le test au Rose Bengale de devrait pas étre mis de

cOté, au vu de sa réalisation aisée et de son trés faible co(t.

Les observations réalisées au cours de ce travail ont permis de démontrer 1’existence de

facteurs de risque qui pourraient influencer I’introduction et/ou le maintien de
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I’infection dans les exploitations; elles ¢tablissent aussi les bases permettant de
contextualiser les actions a inclure dans les futurs programmes de contréle en fonction
de la zone épidémiologique (montagne et plaine cotiere). L’information collectée
répond a I’appel de I’OIE sur la possible compartimentation d’un territoire comme
stratégie de controle et d’éradication d’une maladie. De plus, ce travail de thése
déclenche la sonnette d’alarme sur les conséquences de la vaccination anarchique des
bovins et sur la circulation de Brucella spp. au sein des diverses especes réservoirs
potentielles. Les études ne devraient pas se limiter a des examens sérologiques, mais au
contraire devraient aller jusqu’a ’isolement et au typage de Brucella spp. afin

d’améliorer la compréhension des voies de transmission.

Ce travail de these met en avant que les efforts développés par les organismes officiels
de contrdle et surtout par les propriétaires, se focalisent uniquement sur les bovins, chez
qui les pertes économiques sont évidentes. L’existence d’autres réservoirs possibles, tels
que, par exemple, les chiens, n’est pas considérée. Les enquétes épidémiologiques
ciblant la brucellose devraient étre entreprises chez les réservoirs de 1’infection, en
standardisant la réalisation et D’interprétation des tests de diagnostic. Ce type
d’investigation épidémiologique devrait étre entrepris chez toutes les especes sensibles

et au sein de la population humaine (a risque ou non).

La brucellose humaine ne disparaitra pas tant qu’elle n’est pas éradiquée chez les
réservoirs animaux. Comme toute contamination humaine implique 1’existence d’un
foyer de I’infection, il est indispensable de coordonner les actions entre organismes
officiels de controle vétérinaires et de santé publique (concept d’une seule santé proné
par I’OIE — One Health). Il est fondamental qu’un laboratoire de référence national soit
mis sur pied en Equateur, lequel devrait étre en charge du contrdle de qualité des
réactifs et des vaccins utilisés et des tests de diagnostic utilisés par les laboratoires
publics et privés. La collaboration avec les laboratoires internationaux permettrait de
disposer de sérums et souches de contrdle, mais favoriserait aussi le partage des

connaissances et des savoirs-faire.

Pour conclure, I’information récoltée met en évidence que les brucelloses humaine et

animale sont toujours un probléeme en Equateur. Une stratégie contextualisée, adaptée a
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la situation épidémiologique de chaque zone, devrait étre élaborée pour controler la
brucellose en Equateur.
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Préambule

Le travail effectué tout au long de cette these de doctorat a débuté par une enquéte séro-
épidémiologique a petite échelle dans la zone qui s’est révélée étre a forte prévalence en
brucellose bovine. L'objectif initial était d’investiguer la situation de 1a brucellose bovine sur

base du transfert de technologie dans le cadre d’une Coopération Nord - Sud.

Cette coopération entre le Centre d'Etudes Vétérinaires et Agrochimiques (CODA-CERVA),
I'Institut de Médecine Tropicale d'’Anvers (IMT-ITG), le Centro Internacional de Zoonosis et
I’Université de Li¢ge a permis de développer des outils de diagnostic sérologique,
intradermique, microbiologique, moléculaire et épidémiologiques afin d'étudier les

brucelloses animale et humaine en Equateur.

Bien que le résumé de ces travaux ait été présenté a la Conférence Internationale sur la
Brucellose qui s’est tenue lors de la 56™ Conférence de Recherche sur la Brucellose en
2003, a Pampelune en Espagne, nous avons attendu d’avoir approfondi les études a plus large
échelle (visant une plus large représentativité) ciblant la maladie avant de diffuser les

résultats.

Résumé en francais

Une enquéte épidémiologique ayant pour objectif de déterminer la prévalence de la brucellose
chez les bovins et les travailleurs agricoles a été réalisée dans 23 fermes des Andes
équatoriennes entre Octobre 2002 et Avril 2003. Les sérums provenaient de bovins laitiers
(n= 516) et de travailleurs agricoles (n= 98) et ont été testés au Rose Bengale (RB), par
Agglutination Lente de Wright (SAW) avec EDTA, par le test de Fixation du Complément
(CFT) et par un test immuno enzymatique indirect (iELISA). Par ailleurs, le test cutané (ST)
réalisé avec un allergéne purifié (Brucellergen, Synbiotics) a été réalisé sur les animaux. Des
tests microbiologiques ont été réalisés sur 103 echantillons de lait prélevés chez 27 animaux

provenant d’exploitations infectées.

Une analyse bayésienne utilisant les résultats des quatre tests (RB, SAW-EDTA, ELISA et
ST) pratiqués chez les animaux non vaccinés (n= 99) a été réalisée. Etant donné que le ST
présente une Sp de 100%, le taux de prévalence des animaux a été estimé entre 35% et 40%.

Les caractéristiques des autres tests ont été évaluées: Se=84% et Sp=100% pour le ST,
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Se=47% et Sp=87% pour I"iELISA, Se=58% et Sp=85% pour le SAW-EDTA, et Se=40% et
Sp=90% pour le RB.

Brucella abortus biotype 4 a été isolée dans le lait de 4 animaux. L'un des échantillons
provenait d’une vache vaccinée avec B19 et revacciné avec RB51. Six personnes vivant dans
les fermes infectées étaient positives aux tests SAW-EDTA, iELISA et CFT. La notification
officielle de 183 cas humains rapportés entre 1960 et 2000 laisserait supposer une probable

sous-déclaration des cas humains de brucellose en Equateur.

Ces résultats aideront le Centro Internacional de Zoonosis (ClZ) a formuler des
recommandations au Ministere de I'Agriculture et de I'Elevage et au Ministére de la Santé
Publique en ce qui concerne le diagnostic et la prévention et le contréle de la brucellose en

Equateur.
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VALIDATION OF DIAGNOSTIC TEST TO DETECT
BRUCELLOSISAND EPIDEMIOLOGICAL SURVEY IN THE
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(2) Veterinary and Agrochemical Research Center (CERVA). Brussels, Belgium.

(3) Ministry of Health, Consumer’s protection and Environment. Brussels, Belgium.

(4) “Prince Leopoldo” Institute of Tropical Medecine, Department of Animal Health. Antwerp, Belgium.

Introduction

Brucellosis, the most widely distributed zoonosis, is
highly prevalent in traditional husbandry systems,
where sanitary standards are poor.

In Ecuador, information on brucellosis in man and his
livestock is scarce i.a. because standardised diagnostic
methods are lacking.

Official reports of human brucellosis in Ecuador
(1990 - 2000)

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000

Source: MSP (2002)

Materials and Methods

Sera from bovines (n=516) and farm workers (n=98) from
23 dairy farms in the northern Sierra of Ecuador
(Pichincha Province) were analysed by the following
assays: Rose Bengal (RB), Buffered Plate Agglutination
Test (BPAT), Serum Agglutination Test (SAT-EDTA),
Complement Fixation Test (CFT), Indirect Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (iIELISA) in addition to the Skin
Test (ST) applied on bovines.

A Bayesian analysis on the results of RB, SAT-EDTA,
iELISA and ST of non vaccinated animals (n=99) was
carried out.

Brucella sp. was isolated from milk samples from
seropositive bovines and the strain characterised.

A vaccine, B-19, locally produced was submitted to
aquality control.

Results

Results obtained in the laboratory in Ecuador (ClZ)
corresponded well with those obtained in Brussels
(CERVA), none of the farms appeared to be free of
brucellosis.

Given a specificity of 100% for the ST, prevalence of
bovine brucellosis can be estimated between 16% and
45%. Estimations of the sensitivity and specificity of each
assay are respectively 0.74 and 1 for ST, 0.61 and 0.86 for
iELISA, 0.59 and 0.82 for SAT-EDTA and 0.48 and 0.91
for RB.

Brucella abortus biotype 4, was isolated from 4 bovines,
one of these being vaccinated with B-19 and boosted with
RB-51. The locally available vaccine, proved to contain
about 3.3x108 germs (should have been 60x10° Isolated
strains did not grow in stained media i.e. Basic Fuschin and
Safranin.

In sharp contrast to the official reports, six persons working
and living in farms were seropositive in SAT-EDTA,
iELISA and CFT.

Positive ST (>12 mm)

Poisitive Brucella abortus isolates from bovine milk from Ecuador(E 94 and E95), vs.
control samples (B a2 and B a9) in Fuschin (left) and Safranin (right).

Conclusion

« In contrast to official reports, brucellosis in man and livestock is a seriously underestimated zoonosis in Ecuador.

» Multiple tests allow for the detection of most of the infections.

» An independent national reference laboratory for quality control of reagents and vaccines and for assisting the authorities
on diagnosis, prevention and control of brucellosis, isa major requisite in countries like Ecuador.
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Préeambule

Au cours de cette étude, la prévalence élevée au niveau des troupeaux bovins et des animaux
dans la Sierra équatorienne, ajouté a la forte prévalence des avortements chez les bovins, et a
la facilité d’isolement de Brucella spp. a partir de leur lait, a rapidement souleve la question
du réle potentiel des chiens en tant que réservoir de ’infection. Il était indispensable de
rechercher I’infection chez cette espéce et d’identifier les espéces et biotypes de Brucella, afin
de voir s’il s’agit des mémes que ceux circulant dans les populations bovine et humaine de la

méme zone d’étude.

Résumé en francais

En 2008, une étude réalisee dans plusieurs élevages bovins localisés dans une région
endémique d’Equateur a été menée dans le but de déterminer si les chiens hébergeaient des
Brucella spp. Des sérums de chiens (n = 151) vivant dans des exploitations bovines (n = 34)
du canton Mejia (province de Pichincha) ont été testés grace a I’utilisation d’anticorps anti-
Brucella en phase lisse au moyen de trois tests sérologiques. Cing chiens hautement positifs
ont été euthanasiés et des échantillons de ganglions lymphatiques et de divers organes ont été
prélevés dans le but d’isoler I'agent causal. D’autre part, des sérums bovins (n=93) provenant
d’une exploitation laitiére dans laquelle les chiens avaient réagi positivement ont ét¢ analysés
au moyen de deux tests serologiques. De plus, I’isolement de Brucella spp. a été entrepris sur
des échantillons de lait provenant des vaches séropositives (n = 7). Les isolats ont été

caractérisés au moyen de tests microbiologiques et par PCR-711.

La majorité des chiens (85,43%) avaient des contacts avec le bétail et ingéré du lait cru.
D’autre part, 64,24% d’entre eux mangeaient régulicrement les produits d’avortement. Au
total, 43 chiens (30,46%) ont réagi positivement a au moins un test diagnostic. Pris
individuellement, les tests ont fourni les résultats suivants: (i) 15,89% des chiens étaient
positifs au test d'agglutination rapide au RB, (ii) 11,92% étaient positifs au SAT-EDTA et (iii)
23,85% étaient positifs au test IELISA. Seuls 13 chiens (8,6%) avaient réagi positivement aux
trois tests. Quatre bovins (4,30%) étaient positifs aux tests RB et SAT-EDTA. Brucella
abortus biotype 4 a été identifiée par essais microbiologiques et PCR-711, a partir des

prélevements de chiens (n=5) et de bovins (n=1).
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Les résultats démontrent que le contréle de la brucellose ne devrait pas se limiter uniqguement
a I’espéce bovine, chez qui les pertes économiques sont évidentes. Davantage d’attention
devrait étre portée aux autres espéces animales comme par exemple les chiens de ferme, en

tant que réservoir potentiel de la maladie.
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DOGS AS POTENTIAL MECHANICAL VECTOR OF TRANSMISSION OF BRUCELLA.
sSpp., IN DAIRY CATTLE IN THE SIERRA OF ECUADOR.

Benitez-Capistros, F. ,%2Ron-Roman, J.,34 Gonzalez-Andrade, P.,! Minda-Aluisa, E., !
Berkvens, D.,2 Saegerman C.,* Benitez-Ortiz, W.1-5

1 Centro Internacional de Zoonosis (CIZ), Universidad Central del Ecuador. Quito, Ecuador; 2 Facultad de Ciencias Exéctas y Naturales.
Pontificia Universidad Ctalica del Ecuador. Quito, Ecuador; 3 Department of Animal Health, Prince Leopold Institut of Tropical Medicine (ITG-
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Abstract

In 2008 a study in cattle farms in Ecuador was set up to determine whether dogs
harboured strains of Brucella spp., endemic at the region. Serum samples from dogs
(n=151) living on farms (n=34) in Mejia canton in Pichincha province, Ecuador, were
tested for antibodies against smooth Brucella spp., by three immunodiagnostic assays.
Highly positive dogs (n=5) were euthanized in order to cultured samples of lymph
nodes and organs. From a dairy farm with positive dogs, sera from cows (n=93) were
analysed by two immunodiagnostic assays and milk samples from seropositive cows
(n=7) were cultured. In addition, isolates were investigated by PCR-711.

85.43% of the dogs had contact with cattle and drank raw milk, 64.24% regularly ate
aborted material. In total 43 dogs (30.46%) reacted positive at least to one
serodiagnostic test; individual tests showed 15.89% positive reactions when tested by
the Rose Bengal test (RB), 11.92% by the Wright’s Slow Agglutination Test” (SAT-
EDTA) and 23.85% by the indirect Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (IELISA).
Only 13 (8.60%) dogs tested positive in all three tests. Four bovines (4.30%) were
positive on RB and SAT-EDTA. Brucella spp. was identified in isolations from dogs
(n=5) and bovines (n=1), by routine biochemical assays and PCR-711.

Our results demonstrate that control of brucellosis should not be restricted to bovines,
for which economic losses are obvious. Equal attention should be given to other
animals, among them dogs living on farms or in the neighbourhood of farms, as
potential mechanical vector of transmission of this zoonosis.
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