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La brucellose est une maladie infectieuse contagieuse causée par des bactéries du
genre Brucella, bien connues chez les animaux de rente et particulierement les bovins. Les
Brucella présentent un potentiel infectieux pour un grand nombre de mammiféres terrestres
mais aussi, découverte récente, pour les mammiféres marins. Cette maladie est une
anthropozoonose puisqu’elle peut étre transmise & I’homme (hote accidentel) par les espéces

animales infectées.

La présence de cétacés et de pinnipédes sur nos littoraux représente un bon
bioindicateur de la qualité des eaux des océans, ces mammiféres étant au sommet de la chaine
trophique. Leur présence permet également d’estimer 1’impact des activités humaines sur les
ressources marines et de mesurer I’utilité des mesures de protection mises en ceuvre. Les
activités humaines, et plus particulierement la péche intensive, réduisent les zones ou la
nourriture est présente, obligeant les mammiferes marins a se regrouper pour se nourrir. Ces
contacts étroits plutdt inhabituels, notamment chez les cétaces, facilitent la propagation de
pathogeénes tels que Brucella et entrainent une compétition pour les ressources pouvant causer
une sous-nutrition et donc une susceptibilité¢ augmentée aux infections. A ce titre, de
nombreuses espéces menacées d’extinction d’aprés le CITES se sont récemment révélées
infectées par des Brucella marines. La brucellose touchant principalement les organes
reproducteurs, sa prévalence peut avoir un impact sur la dynamique des populations et

présente donc un réel probléme dans le contexte de la sauvegarde de ces especes.

Le premier rapport d’infection de mammiferes marins par la brucellose est récent. En
1994, quatre phogues veaux-marins, deux marsouins communs et un dauphin commun se sont
échoués sur les coOtes écossaises. Des bactéries appartenant au genre Brucella ont été isolées
de tissus collectés lors de I’examen post-mortem des animaux (Ewalt et al., 1994 ; Nymo et
al., 2011). La méme année, un grand dauphin captif a San Diego, Californie, avorte. Une
bactérie du genre Brucella est retrouvée dans les tissus de I’avorton (Ewalt et al., 1994 ;
Nymo et al., 2011 ; Guzman-Verri et al., 2012). Depuis ces premiéres descriptions, de plus en

plus d’espéces de mammiféres marins ont été découvertes infectées par des Brucella marines.

Le potentiel zoonotique de la brucellose souleve quant a lui la problématique des
contacts étroits de plus en plus fréquents entre les mammiféres marins et les humains. lls
peuvent prendre différentes formes: (i) les échouages (ii) les attractions touristiques (iii)
certaines thérapies comportementales impliquant 1’utilisation de dauphins. (iv) La

consommation de viande de mammiferes marins par certaines populations telles que les

20



Inuits, pour qui les phoques constituent un aliment de base. Cependant, ils ne sont pas les
seuls susceptibles de se contaminer via I’ingestion de viande de mammiféres marins. Selon
Robards et Reeves (2011), la consommation de viande de mammiferes marins est
mondialement répandue. Depuis 1990, des personnes provenant d’au moins 114 pays ont
consommeé de la viande marine parmi 87 espéces (soit environ 2/3 du total des espéces de
mammiféres marins peuplant notre planete). La transmission de maladies zoonotiques par ces

ressources est donc actuellement une vraie source d’inquiétude.

Dans ce contexte difficile, entre sauvegarde des espéces de mammiferes marins et
protection des populations humaines, les maladies infectieuses comme la brucellose, devraient
étre prises en compte dans les programmes de conservation. Néanmoins, la découverte de la
brucellose marine étant récente, peu de données sont disponibles a son sujet. C’est la raison
pour laquelle, dans la premiere partie de ce manuscrit, je présenterai des généralités sur les
bactéries du genre Brucella a partir de ce qui est connu chez les Brucella des mammiferes
terrestres : taxonomie, morphologie et biologie, pathogénicité et traitement. Dans une
deuxiéme partie, je m’attacherai a décrire les récentes avancées en termes de caractérisation
des Brucella des mammiféres marins, de leur épidémiologie et de la clinique qui leur est
associée. Enfin, je présenterai et discuterai les résultats obtenus lors de mes travaux de these
concernant les enquétes épidémiologique et anatomo-pathologique réalisées sur les échouages

de mammiféres marins de 1995 a nos jours sur les cotes francaises de la Manche.
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1. Le genre bactérien Brucella

1.1. Historique et classification du genre Brucella

Les bactéries du genre Brucella appartiennent a la famille des Brucellaceae, a 1’ordre
des Rhizobiales et a la classe des a2-Proteobacteria (Markey et al., 2013). Ce genre a été
établi en 1920 par Meyer et Shaw, avec a I’époque deux espéces identifiées: Brucella
melitensis chez I’homme et chez la chevre, et B.abortus chez les bovins (Markey et al., 2013).
Suite a plusieurs études, I’agent pathogene responsable de la fievre ondulante chez I’homme
(appelée également fievre de Malte) n’a pas pu étre différencié morphologiquement ou
biochimiquement de 1’agent pathogéne responsable d’avortements chez les animaux
domestiques (Banai et Corbel, 2010). Par la suite, quatre autres especes ont été décrites
comme appartenant a ce genre : B.suis en 1929 chez le porc, B.ovis en 1956 chez les ovins,
B.neotomae en 1957 isolé chez un petit rongeur de régions désertiques, et B.canis isolé chez
les canidés en 1968 (Markey et al., 2013). Cette classification est largement basée sur les
caractéres phénotypiques, les différences de pathogénicité et le spectre d’hotes. L apparition
de méthodes moléculaires de plus en plus sophistiquées a permis de confirmer que ces
espéces étaient phylogénétiquement trés proches les unes des autres avec un pourcentage
d’homologie de 90% (Banai et Corbel, 2010). Les séquences de leurs ARN ribosomique 16S
sont identiques, de méme que celles du géne recA qui code pour une protéine de
réparation/recombinaison de I’ADN intervenant dans le cadre du systtme SOS (Banai et
Corbel, 2010).

Jusqu’a 2007, ces six especes constituaient les seules espéces de Brucella connues.
Depuis, quatre autres espéces ont été incluses dans le genre: (i) Brucella microti, décrite en
2008, isolée d’un campagnol commun en République Tchéque puis de renards roux et du sol
en Autriche (Markey et al., 2013), (ii) Brucella inopinata, découverte chez une femme
présentant des signes de brucellose (Markey et al., 2013). La bactérie a été isolée de
I’infection d’un implant mammaire chez cette patiente et représente a 1’heure actuelle,
I’espéce de Brucella la plus éloignée phénotypiquement des autres malgré une homologie
avec B.melitensis supérieure a 80%. (iii) B.ceti et B.pinnipedialis, isolées chez des
mammiferes marins (cétacés et pinnipédes, respectivement) et sur lesquelles ont porté mes

travaux de thése (Guzman-Verri et al., 2012).

23



A ce jour, le genre Brucella regroupe donc dix espéces différentes mais certains
auteurs soutiennent qu’il en reste encore a décrire (Wyatt et al., 2013).

1.2. Caracteristiques structurales et physiologiques

1.2.1. Morphologie et structure

Les bactéries du genre Brucella sont des coccobacilles de petite taille : 0,5-0,7 pm X
0,6 - 1,5 um (Banai et Corbel, 2010). Ce sont des bactéries GRAM négatives, non-capsulées,
non sporulées et non mobiles. Ce sont des bactéries intracellulaires facultatives et sont

capables d’infecter beaucoup d’espéces de mammiféres a travers le monde (Banai et Corbel,

2010 ; Markey et al., 2013).

Les Brucella sont en partie acido-résistantes puisqu’elles ne sont pas décolorées par
I’acide acétique utilisé dans la coloration de Zielh-Nielsen modifiée. Ainsi, le carbolfuschine
reste piégé dans les bactéries qui apparaissent alors rouges sur fond bleu. Toutefois, il
convient de faire attention lors du diagnostic car d’autres bactéries telles que Coxiella burnetii

ou les Chlamydophila peuvent aussi étre révélées de cette maniere (Markey et al., 2013).

La présence ou non de I’antigéne O au sein du lipopolysaccharide (LPS) des Brucella
définit respectivement deux phénotypes de colonies : lisses (S pour smooth) ou rugueuses (R
pour rough (Mancilla, 2016). Le phénotype S est associé a une virulence plus marquée,
comme chez B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. neotomae, B. ceti et B. pinnipedialis (Foster
et al.,, 2007 ; Guzman-Verri et al., 2012). Brucella ovis et Brucella canis, en revanche,
expriment naturellement un LPS tronqué de son antigene O, leur conférant un phénotype R et

une virulence diminuée (Mancilla, 2016).
1.2.2. Biochimie

Les Brucella sont catalase positives, oxydase positives et uréase positives. Elles

possédent également une nitrate réductase (Foster et al., 2007).

Les tableaux 1 et 2 qui suivent résument les caractéristiques de toutes les especes de

Brucella et de leurs biovars.
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Tableau 1: Caractéristiques phénotypiques des différentes espéeces de Brucella (1).

Lysis by Phages"
T Wh 121 RC
Species Mnf_::‘::ﬂ,. m:u:::. o | BTD' | 104RTD | RID | RTD | RTD | Oxidase L:;: Preferred Hott
B aborms 5 -d * + - * - *e “f Cartbe xnd cther Bovidae
Beovar 1: swiae
Beovar 2: swine, hare
B, qwiz 5 - - *- '} -z - - ] Brovar 3: vvine
Beovar 4: reindeer
Beovar 3: wild redents
B. melineisls 5 - - - -1 + - + - Sheep and poats
B meoromae 5 = = - - - = = =h Desert wood raf
B oviz R - - - - - * - - Rams
B conis R - - - - - + + +h Dioggs
B catd 5 +m n 0 - + + Cetaceans
B. prnipadiaiis 5 +m +n 0 - - + Peannipeds
B micren 5 - - + + + + Vole (Micronss anvalis)
B ingpinata 5 = P * *(fast) | T

a. Phages: Thilisi (Th), Weybridge (Wb), Izatnagar1(lz1) and R/C; b. Morphologie des colonies: S: smooth (lisse), R: rough
(rugueux) ; c. RTD: test de dilution de routine; d. Brucella abortushiovar 2 a généralement besoin de sérum pour la
croissance ; e. Quelques isolats africains de B. abortus biovar 3 sontnégatifs ; f. Taux intermédiaire, sauf la souche 544 et
quelques souches qui sont négatives ; g. Quelques isolats de B. suis biovar 2 ne sont pas partiellement lysés par les phages
Wh or Iz1 ; h. Taux rapide ; i. Quelques isolats sont lysés par le phage W ; j. Taux faible sauf quelques souches qui ont un
taux rapide ; I. Neotoma lepida ; m. Quelques isolats sont lysés par le phage Tb ; n. La plupart des isolats sont lysés par le
phage Wb ; o. La plupart des isolats est lysée par le phage Iz ; p. Lyse incompléte avec les phages Th, F1 et F2 ; (d’aprés
Banai et Corbel, 2010).

25



Tableau 2: Caractéristiques phénotypiques des différentes espéces de Brucella (2).

dpedies Biovar | CO; Requirement | H.S Production Growth on Dyes” Agglutination with Monospecific Sera
Thionin Basic Fuchsin A M R
1 - - +d + - + -
B. melitensis 2 = = + 3 + = %
3 - - + + - - =
1 +b + - ¥ + - -
2 +b + - = + = &
3 +b + + + + - -
B. abortus 4 +b + L2 +c ot + i
5 - - + + - + -
6 = 2 ¥ ¥ + = ==
9 +or— + - - = + =
1 - + + —-e + - -
2 =3 23 % = + = s
B. suis 3 - - - + + = 7z
4 - - + -f + + -
5 = = = = e =
B. neotomae - - + -g = + s £
B. ovis - + - - —£ = = +
B. canis - - - - —£ = = +
B. ceti - - = =d ¥ + =F cus
B. pinnipedialis - - 2 + o + -f i
B. microfi - - - - = IS + &
B. inopinata - - + * + R +

a. Concentration en colorant dans le milieu sérum dextrose: 20 pg/mL ; b. Habituellement positif sur premier isolement ; c.
Certaines souches sensibles a la fuschine basique ont été isolées ; d. Certaines souches sont inhibées par les colorants ; e.
Certaines souches résistantes a la fuschine basique ont été isolées ; f. Négatif pour la plupart des souches ; g. Croissance a
une concentration de thionine de 10 pg/ml ;(d’aprés Banai et Corbel, 2010).

Les Brucella de mammiféres marins ne produisent pas de sulfure d’hydrogeéne, H,S.
En ce qui concerne la lyse par les bactériophages, les Brucella marines sont, pour la plupart
des souches, lysées par Tsibili, Weybridge et Izatnagar mais sont résistantes au phage R/C.
De plus, elles ne s’agglutinent qu’avec le sérum monospécifique anti-A. Leur croissance est

possible en présence de fuschine basique et de thionine.

Les souches issues des pinnipédes sont capnophiliques ¢’est-a-dire qu’elles ont besoin
de dioxyde de carbone pour leur croissance alors que les souches issues de cétacés ne le sont
pas (Banai et Corbel, 2010 ; Foster et al., 2007 ; Guzman-Verri et al., 2012).

26



En ce qui concerne le métabolisme oxydatif, comme le montre le tableau 3, les
souches issues de cétacés sont capables de métaboliser le D-galactose contrairement aux

souches provenant de pinnipedes (Jahans et al., 1997 ; Jacques et al., 2006).

Tableau 3 : Métabolisme oxydatif des Brucella.

ClrlZ|Izle DP9 lx D
S5 |8|€|e|S|8|8 2|53
=) =) ) 2 | oc| & =
s 5312|152 |&8|5|8|%]|3
S| 2|e|3|5|®|5|8|° =
113 = S |3 ®
o = b4

@D (':D @D
B.pinnipedialis + - - - - - - + - +
B.ceti (marsouins, baleines, dauphins) | * - - - - - + |+ |+ | + | +
B.ceti (dauphins) |- - - - T T T
B.abortus + |+ |+ | - - [ I P R I
B.melitensis S T T - - - - - S
B.suis biovars 1, 2 + ] - - + |+ [+ + |+ |+ + |+
B.suis biova_rs 34,5 I ) + |4 i ] ] ] ] .

B.canis

B.ovis + - + - - - - - - . -

(d’aprés Jacques et al., 2006)

1.2.3. Croissance
Les Brucella sont des bactéries aérobies strictes, mais certaines souches nécessitent
une atmosphere enrichie en CO; (5 a 10 %) pour leur croissance (Markey et al., 2013). Le

tableau 4 présente les conditions nécessaires pour la croissance de la bactérie. Seule Brucella

ovis nécessite du sérum pour sa croissance (Banai et Corbel, 2010).
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Tableau 4: Paramétres physico-chimiques de croissance des Brucella.

Croissance optimale Extrémes

Température 34°C 20-40°C
p 6,6-7,4 5,8-8,7

0,4% 4%
CO, 5-10%

(d’aprés Markey et al., 2013)
1.2.4. Organisation génomique

Le génome de Brucella est composé de deux chromosomes circulaires
d’approximativement 2,1 et 1,2 Mpb sauf B.suis biovar 3 qui possede un seul chromosome
(Markey et al., 2013).

Les différentes espéces de Brucella sont phylogénétiquement proches puisque le
pourcentage d’homologie est de 90% (Banai et Corbel, 2010 ; Markey et al., 2013). Cette
homologie rend plus difficile le développement de méthodes moléculaires pour

I’identification spécifique de chaque espéce (Lafléche et al., 2006).

1.3. Réservoir et Spectre d’hote

Les animaux d’¢levage sont les principaux réservoirs de la brucellose mais certaines
especes de Brucella peuvent également infecter des mammiferes sauvages et marins. La
pathogénicité de la bactérie varie en fonction des espéces. Le tableau 5 présente les différents

réservoirs animaux ainsi que la pathogénicité pour I’Homme.
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Tableau 5: Répartition géographique, spectre d’héte et potentiel zoonotique de différentes espéces de

Brucella.

Pathogénicité

Biovars Répartition Hote animal
I’Homme
o Bovins, ongulés .
Brucella abortus | 1,2,3,4,5,6,9 Ubiquitaire Modérée
sauvages
Bassin ] )
Brucella o . Ovins,  caprins,
) ) 1,2, 3 méditerranéen, ) Forte
melitensis ) ongulés sauvages
Moyen Orient
) Amérique, Asie, o
Brucella suis 1,3 o Suides Forte
Oceéanie
) Europe centrale et o )
Brucella suis 2 ) Suidés, lievres Faible
occidentale
i Amérique du .
Brucella suis 4 ) Rennes Modérée
Nord, Russie
) ) Rongeurs
Brucella suis 5 Russie Forte
sauvages
Ubiquitaire
) (fréquence élevée ) )
Brucella canis . Chiens Faible
en Amérique du
Sud)
) Bassin ]
Brucella ovis o . Ovins Nulle
méditerranéen
Brucella ) Rongeurs du
Utah (Etats-Unis) ) Inconnue
neotomae désert
Brucella ceti ? Cétacés A I’étude
Brucella o
o ? Pinnipédes A I’étude
pinnipedialis
(d’aprés Maurin, 2005)
1.4.  Pathogénicité et virulence

Brucella est une bactérie intracellulaire facultative du systéme réticuloendothélial, elle

se multiplie préférentiellement au sein des macrophages, des cellules dendritiques et des

cellules trophoblastiques du placenta (Martirosyan et al., 2011). Sa virulence dépend

grandement de la souche et de la dose d’inoculation. La pathogénie varie également selon

I’espece hote et I’individu (le statut reproducteur est prépondérant). En conséquence, tous les
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degrés d’atteinte intermédiaire sont observés sur le terrain, de I’absence de signes cliniques a

I’infection aigiie et sévere.

Les Brucella possédent un développement intracellulaire facultatif (Markey et al.,
2013). Elles ont mis en place des mécanismes de défenses leur permettant de contourner la
réponse immunitaire de 1’hote (Poester et al., 2013). L’infection peut se faire par les
mugqueuses respiratoires ou digestives. Les bactéries envahissent alors les cellules épithéliales
comme les cellules M des plaques de Peyer (Poester et al., 2013). Une fois dans 1’organisme,
elles peuvent survivre dans n’importe quelle cellule. Elles échappent a la phagocytose par les
macrophages dans lesquels elles se multiplient sans provoquer leur destruction (Poester et al.,
2013). En effet, elles empéchent la fusion phagolysosomale et peuvent inhiber 1’apoptose des
macrophages et se diriger vers un compartiment du réticulum endoplasmique rugueux (RER)
propice a la réplication des Brucella (Poester et al., 2013). Les Brucella, notamment B.
abortus, possedent un fort tropisme pour les cellules trophoblastiques dans lesquelles elles se
multiplient intensément (De Figueiredo et al., 2015). L’érythritol, un alcool a quatre carbones
présent naturellement dans les eaux feetales des ruminants, serait une source privilégiée de
carbone pour les Brucella, favorisant ainsi leur croissance au niveau de I’utérus (Poester et
al., 2013). Ces bactéries entrainent alors des ulcéres de I’endometre, des placentites et la
destruction des villosités, causant la mort et ’expulsion du feetus (De Figueiredo et al., 2015).
Ces cocobacilles colonisent également les cotylédons, le chorion, les poumons du feetus et les
fluides foetaux au cours du dernier tiers de gestation chez les ruminants. Le foetus expulsé
présente souvent des lésions de pleuropneumonie (De Figueiredo et al., 2015).
L’internalisation des Brucella dans les cellules de 1’organisme est possible grace aux
protéines bactériennes BvrR (Brucella virulence related regulatory protein) et BvrS (Brucella
virulence related sensory protein) (Carvalho-Nota et al., 2010). Celles-ci permettent
I’expression de protéines de la membrane externe qui facilitent I’internalisation des bactéries
par modification du cystosquelette de la cellule héte (Carvalho-Nota et al., 2010). L’invasion
par la muqueuse digestive n’entraine pas de réaction inflammatoire (Poester et al., 2013). Les
Brucella présentent des mécanismes inhibant I’activation du systéme immunitaire, la
sécrétion des cytokines ainsi que la présentation des antigénes. Le LPS, malgré son activité
endotoxinique relativement faible, joue un réle important. Il prévient 1’action du complément
et permet une resistance contre les peptides antimicrobiens comme les défensines et les
lactoferrines (Poester et al.,, 2013). En effet, les Brucella possédent une enveloppe

hydrophobe constituée de nombreuses molécules peu chargées négativement (Martirosyan et
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al., 2011), les rendants insensibles aux peptides antimicrobiens cationiques de 1’hdte. Les
Brucella ne possédent pas de capsule, de fimbriae ou d’exotoxines (Godfroid et al., 2014). En
revanche, le systeme de sécrétion de type IV codé par 1I’opéron virB est indispensable pour la
survie des bactéries dans le milieu intracellulaire (Poester et al., 2013). L’expression de
I’opéron virB est activée en milieu acide (Carvalho-Nota et al., 2010) et entraine la
neutralisation du pH du phagosome, permettant ainsi la survie des bactéries. Enfin, d’autres
genes sont exprimés afin d’empécher la maturation et la fusion du phagosome avec le
lysosome (Carvalho-Nota et al., 2010). Cette derniere est également empéchée par le glucane
cyclique B-1,2, protéine de la membrane externe (Carvalho-Nota et al., 2010). Les

mécanismes de virulence des Brucella ne sont pas encore tous connus.

1.5.  Immunité anti-Brucella

1.5.1. Rappels

Lors de I’entrée d’une bactérie dans 1’organisme, celle-ci est tout d’abord reconnue par
les cellules résidentes, notamment les macrophages et les cellules dendritiques, grace a des
récepteurs de motifs microbiens conservés, appelés PRR (e.g C3R, pentraxines, TLR, RLR,
NLR). L’engagement de ces récepteurs avec leurs ligands, les PAMPs (pour Pathogen
associated Molecular Pattern), induit 1’internalisation de la bactérie au sein d’une vacuole
appelée phagosome et le déclenchement de la réponse inflammatoire grace a la sécrétion de
médiateurs chimiques, les cytokines. La réponse inflammatoire permet le recrutement, au site
de D’infection, de nouveaux effecteurs de I'immunité innée, tels que les polynucléaires
neutrophiles et les monocytes sanguins qui combattent le pathogéne de maniére non-
specifique. Parallelement, les phagocytes (macrophages et cellules dendritiques) ayant
internalisé la bactérie migrent vers le noeud lymphatique le plus proche afin d’activer
I’'immunité adaptative. Pour ce faire, ils doivent digérer la bactérie et présenter ses antigénes
aux lymphocytes T (LT) dans le contexte du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH).
Ces cellules sont qualifié¢es CPA (Cellules présentatrices d’antigene) professionnelles. La
destruction de la bactérie internalisée par les CPA a lieu lors de la fusion du phagosome avec
les lysosomes, vacuoles contenant de nombreux éléments bactéricides qui permettront la
destruction et la digestion du pathogéne de maniere dépendante ou non des radicaux libres.
Selon la nature des antigenes bactériens, ceux-ci seront apprétés dans le contexte du CMH de
classe I ou Il et présentés aux LT CD8+ ou CD4+ helpers, respectivement. La reconnaissance

spécifique entre I’antigéne présenté par la CPA et un clone de LT entrainera sa sélection et sa
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prolifération. Les r6les des LT matures activés sont multiples. Certains, comme les LT CD4+
helpers de type 1 (LThl), vont favoriser la réponse a mediation cellulaire basée sur
I’intervention des LT CD8+ cytotoxiques, trés importants dans la lutte contre les pathogénes
intracellulaires. D’autres, comme les LTh2, favoriseront plutét la réponse a médiation
humorale, via la production d’anticorps par les lymphocytes B (LB) différenciés en
plasmocytes. Contre les pathogenes intracellulaires, les anticorps peuvent engendrer une
protection via les phénoménes de neutralisation et d’ADCC (Antibody-dependant cell
cytotoxicity) impliquant les cellules NK. II existe bien d’autre type de LTh que je n’aborderai

pas ici.
1.5.2. Contournement du systéeme immunitaire par Brucella

Comme la plupart des pathogenes, les bactéries du genre Brucella ont mis en place un
vaste panel de stratégies leur permettant de détourner la réponse immunitaire a leur avantage

et donc de survivre chez leur héte.

a) Reconnaissance PRR-PAMP et induction de la réponse inflammatoire :

Les cellules épithéliales constituent la principale porte d’entrée des Brucella dans
I’organisme (Poester et al., 2013). Contrairement aux autres bactéries intracellulaires, 1’entrée
de ces bactéries dans ces cellules épithéliales n’entraine pas d’altérations cellulaires

suffisantes au déclenchement d’une réaction inflammatoire (Skendros et al., 2013).

Le LPS des Brucella n’induit qu’une faible activation du récepteur toll-like receptor 4
(TLR4), contrairement aux LPS des autres bactéries Gram négatives (De Figueiredo et al.,
2015). La production de facteurs pro-inflammatoires et 1’activation du complément sont
faibles (Skendros et al., 2013).

Il semblerait que le récepteur TLR 9 associ¢ a I’adaptateur MyD88 ait un rdle
important dans la résistance de 1’hote a la brucellose puisqu’il est requis dans 1’élimination de
B. abortus et de B. melitensis dans les macrophages et les cellules dendritiques (De
Figueiredo et al., 2015). Cette observation est cohérente avec la physiologie des Brucella
puisque le récepteur TLR 9 est intracellulaire, exprimé au niveau des endosomes et des
lysosomes. Il est capable de détecter les ADN bactériens riches en motifs CpG entrainant la
production d’interleukine-12 (IL-12), qui déclenche la réponse immunitaire par les
lymphocytes T Thl (De Figueiredo et al.,2015).
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b) Phagocytose :

Les Brucella reconnues par les CPA grace a [D’interaction PRR-PAMP sont
internalisées grace a un systéme de phagocytose de type « fermeture a glissiéres » (De
Figueiredo et al., 2015). Ce mécanisme nécessite 1’intervention des microfilaments d’actine et
des lipides membranaires. L’antigéne O du LPS lisse des Brucella interagit avec les lipides de
la membrane cytoplasmique des macrophages. Ce phénomeéne permet 1’internalisation des
bactéries et la formation de vacuoles particulieres contenant les Brucella (BCV : Brucella-
containing vacuoles) (De Figueiredo et al., 2015). A ce stade environ 90% des bactéries

meurent mais quelques-unes survivent dans les BCV (De Figueiredo et al., 2015).

Les Brucella possedent la capacité de minimiser la fusion des BCV avec les
lysosomes, réduisant leur exposition aux facteurs bactéricides présents dans ces
compartiments. Comme évoqué précédemment (cf §1.3 Pathogénicité et virulence), le B-
glucane cyclique intervient dans ce phénomene (Carvalho-Nota et al., 2010). Le LPS permet
¢également d’empécher la fusion des vacuoles avec le lysosome. En effet, les LPS libérés dans
le milieu intracellulaire forment des micelles qui interagissent avec la membrane des BCV et
modifient leur structure moléculaire (De Figueiredo et al., 2015). Cette nouvelle composition
ne permet alors pas leur fusion avec le lysosome. De maniére intéressante, les Brucella font
partie des rares bactéries a posséder une phosphatidylcholine dans leur membrane,
lipoprotéine retrouvée classiqguement chez les eucaryotes (De Figueiredo et al., 2015).
Lorsqu’une mutation est effectuée au niveau de la phosphatidylcholine-synthase, la fusion
avec le lysosome n’est plus inhibée (De Figueiredo et al., 2015). Cette protéine eucaryote
semble servir de « couverture » aux Brucella pour se cacher dans la cellule héte (Skendros et
al., 2013 ; De Figueiredo et al., 2015).

Afin de s’adapter a leur environnement intracellulaire, les Brucella sont capables de
remodeler leur enveloppe et de modifier leur métabolisme. Pour ce faire, elles expriment
certains genes leur permettant de survivre et de proliférer au sein des BCV, tel que I’opéron
virB, activé a pH acide, permettant la neutralisation du pH des vacuoles (cf 81.3 Pathogénicite

et Virulence).

c) CPA et présentation d’antigénes :

Les Brucella inhibent 1’apoptose des macrophages et la maturation des cellules

dendritiques, prolongeant leur la durée de vie (De Figueiredo et al., 2015). De plus, elles ne
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sécrétent pas de substances toxiques pour leur cellule héte, comme des endotoxines, et
n’envahissent pas leur noyau (Poester et al., 2013). En préservant les CPA hotes, ces bactéries
augmentent leurs chances d’atteindre les nceuds lymphatiques, la rate et le foie et donc de se

disséminer dans tout I’organisme.

De plus, les Brucella interférent avec le fonctionnement des cellules dendritiques en
inhibant leur maturation par 1’intermédiaire de la protéine bactérienne TcpB (De Figueiredo et
al., 2015). Cette inhibition est associée a un faible nombre de CMH de type Il présents a la
surface de ces cellules. Les cellules dendritiques infectées sécretent alors une faible quantité
d’IL-12 et de facteurs de nécrose tumorale o (TNF o) (De Figueiredo et al., 2015).

Pour finir, le LPS des Brucella est difficilement dégradable par les macrophages (De

Figueiredo et al., 2015). Il forme alors des complexes avec les CMH-I11 réduisant leur activité.

d) La réponse adaptative a médiation humorale :

Lorsqu’un bovin est infecté par Brucella abortus, la réponse humorale se met en place,
déclenchant la production précoce d’IgM. Cette synthése dépend de la voie de contamination,
de la quantité de bactéries infectantes et de I’état de santé de 1’individu. La production d’IgG
se met ensuite en place, suivie de la production d’IgA (Skendros et al., 2013). La réponse
anticorps se fait principalement contre le LPS des Brucella par production d’IgG3 et IgG2a
specifiques (Skendros et al., 2013). Du point de vue de I’infection, ces anticorps ne sont pas

protecteurs et sont uniquement utilisés a des fins diagnostiques.

e) _La réponse adaptative a médiation cellulaire :

L’TFNy et I’IL-12 sont deux cytokines majeures de la réponse a mediation cellulaire.
Elles sont notamment sécrétées par les LThl, permettant l’activation des LT CD8+
cytotoxiques qui sécréteront a leur tour de I’IFNy et iront détruire les cellules infectées. Les
antigenes des Brucella induisent majoritairement la production de cytokines orientant la
réponse immunitaire vers une réponse de type T helper 1 (Thl), ce qui est cohérent avec leur
mode de vie intracellulaire. Malheureusement, les Brucella sont capables d’inhiber la réponse

des lymphocytes T CD8+ grace a une proteine.

En conclusion, les Brucella pathogénes de mammiferes terrestres sont capables
d’échapper au systéeme immunitaire par différents moyens, pas toujours €lucidés. Concernant

la pathogénie de la brucellose chez les mammiféres marins, elle n’a jamais été investiguée.
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1.6. Clinique

L’infection par les Brucella se décompose en deux périodes : la période primaire, qui
correspond a I’infection aigie, et la période secondaire qui correspond a I’infection chronique
(Gagniére et al., 2012 ; Poester et al., 2013).

1.6.1. La période primaire

La contamination peut se faire par voie cutanée, surtout si la peau est lésée, ou par les
muqueuses, notamment 1’oropharynx, la conjonctive, les voies respiratoires supérieures, 1es
voies orale, vaginale et digestive (Gagniére et al., 2012 ). Une fois dans 1’organisme, les
bactéries sont phagocytées puis véhiculées par voie lymphatique par les macrophages
jusqu’aux nceuds lymphatiques drainant le territoire d’entrée (Gagniére et al., 2012). Les
bactéries se multiplient activement au sein des macrophages pendant toute la migration mais
aussi dans le noeud lymphatique. Cette phase locorégionale représente le premier relai
ganglionnaire et la phase d’incubation de la maladie (Gagniére et al., 2012 ). Lors de cette

phase, le diagnostic de la maladie n’est possible que par sérologie (au-dela de deux semaines).

Aprés 1 a 3 semaines, le macrophage est lysé par effet cytopathique, libérant les
bactéries qui sont alors disséminées par voie lymphatique et sanguine vers des localisations
secondaires. A ce stade, il est parfois possible de mettre en évidence une phase de bactériémie
(Gagniére et al., 2012 ). La phase de dissémination est asymptomatique chez les ruminants
et associée a de la fievre chez I’homme. Elle permet aux Brucella de gagner des sites
secondaires. Dans ces localisations secondaires, la multiplication intense des bactéries va a
nouveau conduire a la lyse des macrophages, induisant une nouvelle phase de dissémination.
C’est la répétition des cycles de multiplication-dissémination qui est a I’origine de la fiévre
sudoro-algique (ondulante) chez ’homme. La durée de la période primaire et donc le nombre
de cycles sont variables en fonction des espéces. L’issue de la période primaire est
généralement 1’entrée en période chronique bien qu’il ait été observée, dans de trés rares cas,

une guérison avec élimination des bactéries si I’animal posséde un bon systéme immunitaire.

Les localisations secondaires préférentielles de Brucella sont: le systéme réticulo-
endothélial, notamment la rate, les neceuds lymphatiques et le foie, les testicules et leurs
annexes, I’utérus gravide, plus précisément au niveau du placenta mais également la mamelle
ou elles sont excrétées dans le lait, les articulations, les bourses séreuses et synoviales

(Gagniere et al., 2012 ; Poester et al., 2013). Ainsi en fonction du lieu de multiplication de la

35



bactérie, différents tableaux cliniques peuvent étre observés comme des avortements, des
orchites, des arthrites... Les Brucella se multiplient notamment au niveau de 1’espace utéro-
chorial provoquant une placentite exsudative et nécrotique (De Figueiredo et al., 2015). Ceci
entraine un décollement utéro-chorial et la formation d’adhérences fibreuses entre le placenta
et I’utérus. Si ces lésions sont étendues, les échanges nutritifs entre la mére et le feetus sont
arrétés et celui-ci meurt d’anoxie, déclenchant I’avortement (De Figueiredo et al., 2015). Les
Brucella peuvent également passer dans le liquide amniotique. Dans ce cas, le feetus les
ingere provoquant une septicémie et la mort du feetus, et donc un avortement. Si les lésions
placentaires sont peu étendues, le feetus peut survivre et naitre a terme ou prématurément.
L’avortement peut survenir quelques semaines a quelques mois apres ’infection pendant la
gestation (Poester et al., 2013). Par la suite, la femelle ayant avorté peut présenter une
endométrite et des problémes d’infécondité. En général, une vache infectée n’avorte qu’une
seule fois. L’éradication de tous les gites microbiens est impossible. Les foyers bactériens
ostéo-articulaires, neuro-meéningés, abces a centre caseifié du foie, de la rate et des reins

présentent une évolution torpide.

1.6.2. La période chronique

La période chronique peut prendre deux formes : (i) I’établissement d’une infection
chronique avec des signes cliniques associés, (ii) une infection latente asymptomatique,
fréguemment rencontrée chez la vache, avec persistance de bactéries dans les macrophages
dans les nceuds lymphatiques particulierement ceux de 1’appareil génital et de la mamelle
procurant ainsi la possibilité de réactivation aprés plusieurs années (Gagniére et al., 2012).

Les signaux de réactivation sont encore inconnus.

1.7.  Traitement et prophylaxie

1.7.1. Traitement

In vitro, les Brucella sont sensibles aux cyclines, aux aminosides, au cotrimoxazole et
a la rifampicine (Chakroun, 2007). Néanmoins, chez 1’hote, leur physiopathologie (bactéries
intracellulaires s’établissant au sein de noeuds lymphatiques parfois sous forme quiescente)
peut les rendre insensibles a 1’antibiothérapie. Cette maladie étant une zoonose grave, le
traitement est donc interdit chez I’animal et 1’abattage est systématique (cf paragraphe 1.5.2

sur la prophylaxie sanitaire).
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Chez, ’homme le traitement est possible durant les phases précoces de 1’infection
uniquement. Plusieurs molécules possédant une bonne pénétration intracellulaire peuvent étre
associees sur une durée variable en fonction du stade de la maladie. Lors de la phase aigué,
exprimée la plupart du temps par une fiévre sudoro-algique, une bithérapie est mise en place a
base de doxycycline et rifampicine ou doxycycline et streptomycine pendant six semaines. En
I’absence de traitement ou lorsque celui-Ci a été insuffisant, la maladie progresse et rentre en
phase focalisée subaigué. Il y a constitution de foyers infectieux isolés ou multiples,
majoritairement ostéoarticulaires et, dans une moindre mesure, neurologiques, hépatiques,
génitaux ou cardiaques. Des signes cliniques de type arthrite, méningite ou orchite peuvent
apparaitre. La nature du traitement de la brucellose focalisée est indentique a celui de la
brucellose aigué mais dure de trois a quatre mois. Dans certains cas, on peut avoir recours a
une trithérapie a base de doxycycline, rifampicine et gentamicine. L’antibiothérapie en phase
chronique est illusoire, les bactéries étant devenues inaccessibles. On se contente souvent
d’un traitement symptomatique, d’une antigéno-thérapie (injection d’extrait d’enveloppe
bactérienne) pour activer le systeme immunitaire et parfois d’une exérése des foyers
infectieux. Chez les mammiféres marins, un seul traitement combinant des molécules utilisés

en humaine a été testé et a permis une amélioration clinique de ’animal (Cassle et al., 2013).

1.7.2. Prophylaxies sanitaire et médicale

La brucellose ovine et caprine — quelque soit sa forme — ainsi que la brucellose bovine
abortive appartiennent a la liste des dangers sanitaires de premiere catégorie du fait de leurs
consequences economiques et du risque zoonotique qu’elles représentent. En France, au début
des années 1970, lors de la mise en place de la réglementation sanitaire stricte concernant
cette maladie, certains animaux furent vaccinés. Néanmoins, si les vaccins vivants atténués
semblaient limiter efficacement 1’excrétion, ils ne prévenaient pas I’infection et rendaient les
animaux vaccineés indifférenciables des animaux infectés lors des tests de dépistage. C’est
pouquoi, la vaccination vis-a-vis de la brucellose est aujourd’hui interdite en France et la
prophylaxie concernant cette maladie n’est plus que sanitaire. Pour chaque avortement de
bovin, un test de dépistage de la brucellose doit étre obligatoirement effectué. Pour les petits
ruminants, a partir de trois avortements en une semaine ou moins d’intervalle, une déclaration
doit étre réalisée avec prélévements et analyses. Il est conseillé aux éleveurs de n’introduire
dans leur troupeau que des animaux provenant de cheptels présentant des garanties sanitaires,

en les placant sous quarantaine a leur arrivée. Un controle sérologique systématique des
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animaux d’élevage doit étre réalisé. Les animaux séropositifs sont abattus. Une hygiéne
particuliére des locaux et au niveau de la reproduction est recommandée. Les femelles en
parturition ou avortant doivent étre isolées et les placentas et autres produits de la mise bas
doivent étre eliminés. Enfin, pour prévenir la contamination a I’Homme, le lait consommé

doit étre préférentiellement pasteurise.

En conclusion, les connaissances sur la brucellose sont tres majoritairement basées sur
les données accumulées depuis des décennies chez les mammifeéres terrestres. En 1994, les
mises en culture d’organes de cétacés et de pinnipédes ainsi que de ceux d’un avorton ont
révélé la présence de bactéries du genre Brucella, correspondant a une nouvelle espéce du
genre et a une premiére description de brucellose chez les mammiféres marins. Ainsi, dans la
partie qui suit, je développerai les quelques données acquises depuis ces vingt derniéres

années sur la brucellose chez les mammiféres marins.
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2. La Brucellose chez les mammiféeres marins

Nous allons tout d’abord nous intéresser a la classification des souches de Brucella
chez les mammiferes marins. Par la suite, nous nous focaliserons sur les connaissances
accumulées depuis 1994 sur la maladie chez les cétaceés et les pinnipedes. Enfin, une derniere
partie sera dediée a I’impact de la bactérie sur les autres espéces animales et le potentiel

zoonotique de celle-ci.
2.1. Caractérisation moléculaire des Brucella marines

La classification des Brucella marines est largement basée sur des données provenant
de I’Atlantique Nord (Cloeckaert et al., 2011). En 1994, les souches issues des premiers
prélevements sur mammiféres marins ont été identifiées comme appartenant au genre
Brucella par la morphologic des colonies et des cellules, I’activité biochimique,
I’agglutination sur sérum monospécifique et les profils métaboliques. Toutes les
caractéristiques trouvées n’ont pas été¢ assimilables a 1’'une ou l’autre des six espéces de
Brucella bien connues a cette époque. C’est pourquoi, faute d’études plus approfondies, il a
été suggéré de les nommer Brucella maris (Jahans et al., 1997). Des études ultérieures ont
démontré que Brucella maris était homogene par ADN-ADN hybridation aux souches de
Brucella terrestres (77%) et a été confirmée comme appartenant au genre Brucella par
homologie de I’ARN ribosomique 16S (Foster et al., 2007 ; Banai et Corbel, 2010).

2.1.1. Etude des genes codant pour les protéines de la membrane

externe (génes omp)

Les génes omp sont les genes codant pour des protéines de la membrane externe des
Brucella (Cloeckaert et al., 2001). Les proteines de la membrane externe peuvent étre, entre
autres, des lipoproteines qui donnent une stabilité a la membrane ou des porines qui forment
des canaux permettant les échanges avec le milieu environnemental, mais qui peuvent aussi
servir de récepteurs pour des phages et enfin d’autres protéines structurales (Markey et al.,
2013). Leur étude est particulierement intéressante puisque ces génes se sont révélés tres
polymorphiques et permettent donc de différencier les espéces entre elles ainsi que leurs
biovars (Cloeckaert et al., 2001).
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a) Le géne omp28:

Le gene omp28 (ou bp26) code pour la protéine périplasmique BP26 qui est un
antigene majeur pour la colonisation de I’organisme par les especes de Brucella circulant dans
les troupeaux de ruminants domestiques, mais dont le role précis n’a pas été élucidé (Kim et
al., 2013). Chez les espéces de Brucella terrestres, le gene omp28 présente une phase ouverte
de lecture (ORF) de 1 029 paires de base (pb). De maniére intéressante, I’amplification du
gene omp28 par PCR chez les espéces de Brucella marines montre que I’ORF compte 1 900
pb (Cloeckaert et al., 2000). Son sequencage a révelé la présence d’une séquence d’insertion,

nommeée 1S711, située entre omp28 et la séquence palindromique Bru-RS1 (fig.1).

L’IS711 est depuis longtemps considéré comme un bon marqueur du genre Brucella
permettant également de discriminer les espéces de Brucella et leurs biovars en fonction de
son nombre de copies et de sa répartition dans le généme (voir ci-aprés, paragraphe 2.1.2).
Dans cette optique, une amplification de cette séquence d’insertion par PCR standardisée est

répertoriée sur la base de données GenBank (Cloeckaert et al., 2000).

Aujourd’hui, la présence de la séquence d’insertion 1S711 en aval du géne bp26 est
reconnue comme un marqueur spécifique permettant de différencier les Brucella terrestres des
Brucella marines (Cloeckaert et al., 2000). En effet, on retrouve un plus grand nombre de
copies de la séquence 1S711 chez les Brucella marines que chez les espéces de Brucella

terrestres, a I’exception de Brucella ovis qui posséde plus de 35 copies (Foster et al., 2007).

B. melitensis 16M — M—

26 Bru-RS1
- oo —

Brucella B2/9%4 —C S -

bp2e 15711 Bru-RS51
g

[} 500 1000 1500 1858
| 1 | i 1 1 ! I ]

Figure 1: Organisation génomique du locus omp28 (bp26) de Brucella melitensis 16M et d’un isolat de
phoque B2/94.

(d’apres Cloeckaert et al., 2000)
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b) Les génes omp2 :

Les génes omp2a et omp2b codent pour deux porines homologues de 36kDa. Ces
genes sont étroitement liés dans le génome de Brucella et sont orientés dans des directions

opposées (Banai et Corbel, 2010).

Les Brucella terrestres présentent une copie de chaque gene : omp2a et omp2b, avec
une exception pour Brucella ovis qui présente deux copies du géne omp2a et pas de géne
omp2b (Banai et Corbel, 2010). Les Brucella issues de cétacés ont la particularité de ne pas
présenter de géne omp2a mais possédent au contraire deux copies du géne omp2b (Cloeckaert
et al., 2001). Enfin, les souches issues de pinnipedes présentent une copie du gene omp2a et

une copie du gene omp2b (Cloeckaert et al., 2001).

Les génes omp2 de Brucella isolées chez les mammiferes marins présentent des motifs
specifiques (Cloeckaert et al., 2001 ; Foster et al., 2007). De plus, I’élaboration de cartes de
restriction des génes omp2a et omp2b permet de discriminer les especes de Brucella issues de
mammiferes marins (Dawson et al., 2008b). Pour ce faire, pour chacun des génes omp2, les
auteurs attribuent une lettre a chaque profil de restriction différent. La nomenclature X(Y)
représente la combinaison des profils de restriction des génes omp2b et, entre parenthéses,
omp2a. Cette étude a permis de grouper les isolats de mammiféres marins de la fagon

suivante :

- Le profil M(J) composé de 79% d’isolats de marsouins, 15% de dauphins, 4% de
phoques et 2% de baleines ;

- Le profil N(K) présentant a 100% d’isolats provenant de dauphins ;

- Le profil L(I) compose & 95% des isolats de phoques ;

- Le profil O(I) comportant 85% d’isolats de phoques ;

- Les profils P(I) et Q(I) regroupant les isolats issus de phoques a capuchon et un isolat

d’avorton de grand dauphin en Californie.

Ce résultat suggéere une dichotomie parmi les souches de Brucella issues de
mammiferes marins avec, d’un c6té, les Brucella isolées de pinnipédes et, de I’autre, des
Brucella isolées de cétacés. Ce constat est en accord avec les caractéristiques phénotypiques
évoquées préecedemment (c.f. paragraphe 1.2.3. Croissance): les souches issues des pinnipédes
nécessitent du dioxyde de carbone pour leur croissance et sont incapables de métaboliser le D-

galactose contrairement aux souches issues de cétaces (Jahans et al., 1997).
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Cette relation entre le polymorphisme des génes omp2 et le spectre d’hote des
bactéries a démontré 1’existence d’au moins deux espéces de Brucella marines au lieu de la
seule B. maris. Elles furent initialemment dénommeées Brucella cetaceae et Brucella
pinnipediae (Cloeckaert et al., 2001). L’existence de ces deux espéces fut confirmée par PCR-
Infrequent Restriction Site, qui prend en compte le nombre plus important de seéquence
d’insertion 1S711 dans le génome des Brucella marines (Foster et al., 2007). Aujourd’hui, ces
deux espéces sont répertoriées sous les noms de Brucella ceti pour les cétacés et Brucella

pinnipedialis pour les pinnipedes (Banai et Corbel, 2010).

c) Lafamille de génes omp25/omp31 :

La famille omp25/omp31 est composée de cing génes biens connus dans le genre
Brucella : omp31b, omp25b, omp25c, omp25d et omp22. Ces génes codent pour des protéines,
dont certaines sont des porines, de la membrane externe qui ont un réle dans la virulence de la
bactérie (Vizcaino et al., 2004). lls sont bien conservés dans ce genre bactérien bien que
quelques différences entre especes aient été soulignées (Vizcaino et al., 2004). Concernant
notre étude, aucune donnée disponible a ce jour ne révéle de différence significative entre les
espéces de Brucella marines et celles des Brucella terrestres. En revanche, une inversion d’un
fragment d’ADN de 1747 pb par rapport a I’orientation de référence, incluant le géne omp25b
et presque entierement deux génes adjacents, a été révélée pour la plupart des souches de
Brucella ceti. Le fait que la totalité des échantillons de Brucella ceti ne montre pas cette

inversion suggeérerait la présence de plusieurs biovars (Vizcaino et al., 2004).
2.1.2. Empreintes génétiques de la séquence d’insertion 1S711

Comme abordé précédemment, I’empreinte génétique de la séquence d’insertion 1S711

chez les Brucella issues de mammiféres marins a permis d’affiner leur classification.

La distribution des copies de 1’IS711 dans le génome des 102 souches de Brucella
marines incluses dans cette étude ont montre peu de ressemblances avec les profils observés
chez les mammiferes terrestres, méme ceux de Brucella ovis et Brucella suis biovar 2 qui
possédent beaucoup de copies de cet élément (Guzman-Verri et al., 2012). A partir de 17
empreintes génétiques, il a été possible de grouper les Brucella de mammiféres marins en
quatre groupes en respectant au minimum 85% de similarité pour les souches d’un méme
groupe (fig.2). Les membres du groupe 1 ont été associés principalement a des isolats de

phoques possédant les patterns L(I1) et O(l) pour les genes omp2a et omp2b (c.f paragraphe

42



2.1.1.b). Le groupe 2 rassemble en grande majorité des isolats provenant de marsouins
possédant le pattern M(J). Les isolats du groupe 3 sont exclusivement issus de dauphins et
correspond au pattern N(K). Enfin, le groupe 4, correspondant au pattern P(l), est seulement
composé d’isolats de phoques a capuchons (Dawson et al., 2008b ; Guzman-Verri et al.,
2012).

I| » Cluster 1 {Pirnipeds)

Cluster 4
(Hooded seals)

» Cluster 2 (Porpoises)

+ Cluster 3 (Diolphins)

. | Bevis 63290
Bahoyius 3qq
Braris Chaoral
Bopelitensis T0hd
Bsuis 1300

| | Bpeatomas 1533

Figure 2: Empreintes génétiquesde I’IS711 de souches issues de mammiféres marins et de souches de
référence.

Pinnipeds : pinnipédes ; Hooded seals : phoques a capuchon ; Porpoises: marsouins ; Dolphins : dauphins
(d’aprés Dawson et al., 2008b)

2.1.3. Autres méthodes

a) Approche par PCR-Infrequent Restriction Site Derivative (IRS-PCR) :

Cloeckaert et al., 2003 a publié une étude sur la caractérisation des souches de
Brucella marines par IRS-PCR, en tenant compte du nombre plus élevé de 1S711 chez ces
Brucella. Les séquences de nucléotides des fragments d'ADN detectés par IRS- PCR ont été
utilisées pour développer des tests d'identification de PCR pour discriminer Brucella ceti et
Brucella pinnipedialis. Cette méthode moléculaire examine donc la présence ou 1’absence de
quatre fragments distincts. La présence des fragments Il et 11l est corrélée a 1’appartenance
des souches au groupe 2 par la distribution de la séquence 1S711 donc principalement aux
marsouins (Dawson et al., 2008b). Cette méme étude a déterminé que le fragment IV est
présent seulement chez des isolats de dauphins correspondant au groupe 3 defini dans la sous-
partie précédente. Enfin, le fragment | semble étre spécifique des souches principalement

isolées de phoques (groupes 1 et 4 par empreinte de 1S711). Quatre isolats n’ont montré aucun
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produit par amplification. Il s’agit de trois isolats du groupe 1 provenant des Etats-Unis et
d’une souche isolée d’un phoque a capuchon de Grande-Bretagne (Dawson et al., 2008b ;
Guzman-Verri et al., 2012).

b) Analyse de Séguences Multilocus (MLSA) :

Le séquencage multilocus examine la longueur de séquences d’ADN de neuf
fragments indépendants de génes de ménage de Brucella (Godfroid et al., 2010). En
comparant les souches de Brucella terrestres avec celles issues de mammiféres marins, ces
dernieres se sont révélées comme appartenant a un groupe génétique distinct compose de cing
séquences types numérotées de ST23 a ST27 (fig.3). Cette analyse va dans le sens de
I’appartenance des souches de Brucella marines a une ou plusieurs nouvelles especes de
Brucella.

Marine
Mammal

Brucella B. neotomae

87126 B. suis

ar S
- biovar 5 B. abortu

ST26
ST28

B. ovis ST13

B. suis
biovar 2

B. suis
biovar 1

B. suis

biovar 3/4 B. canis

Figure 3: Reconstruction phylogénétique des relations entre les séquences types (STs) des Brucella.
(d’aprés Banai et Corbel, 2010)

La séquence type ST23 est retrouvée dans 74% des cas chez des marsouins. Les
séquences types ST24 et ST25, qui divergent au niveau d’un seul nucléotide, chez des
phoques a 84%. La séquence type ST26 est retrouvée chez tous les isolats de dauphins. Enfin,

la séquence type ST27 a été analysée chez un avorton de grand dauphin aux Etats-Unis et
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chez un cas zoonotique en Nouvelle-Zélande. Cette séquence présente plus de similarité avec
les STs de phoques que ceux de dauphins et de marsouins (2-3 divergences contre 4-5)
(Groussaud et al., 2007 ; Guzman-Verri et al., 2012, Godfroid et al.,2010).

Comme le montre la figure 3, ces résultats suggérent I’existence, de non pas deux,

mais trois especes de Brucella marines.

c) Typage par Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) :

Cette étude est basée sur le séquencage de 21 marqueurs présentant des séquences
répétées de 5 pb ou plus. Cela a permis de séparer les Brucella marines en trois groupes
distincts. Le groupe A est exclusivement composé d’isolats de dauphins et correspond a la
ST26. 73% d’isolats de marsouins composent le groupe B, assimilable au groupe de la ST23.
Enfin, le groupe C, composé en grande majorité (80%) d’isolats de phoques, est subdivisable
en trois sous-groupes. Le sous-groupe C1 correspondant a la ST24, le C2 a ST25 et le C3
étant composé de seulement deux isolats, un de phoque a capuchon et I’autre d’un avorton de
grand dauphin c’est-a-dire ST27. De maniére étrange, le groupe B semble présenter plus de

similarité avec le groupe C qu’avec le groupe A (Groussaud et al., 2007).

Ce résultat de groupage, combiné a celui obtenu par MLSA, a amené les auteurs a

proposer trois especes de Brucella marines plutét que deux :

- Brucella delphini pour les dauphins ;
- Brucella phocoenae pour les marsouins ;

- Brucella phocae pour les phoques.

Cette classification en trois especes est dorénavant communément partagée par la
communauté scientifique (Corbel et Banai, 2005 ; Groussaud et al., 2007, Dawson et al.,
2008b). Cependant, d’autres études sont nécessaires, notamment dans 1’hémisphére Sud,
avant de modifier la nomenclature des Brucella marines. C’est pourquoi, les noms Brucella

ceti et Brucella pinnipedialis sont encore d’usage.

d) Multiple Loci Variable Number of Tandem Repeat Analysis (MLVA) :

Cette technique vise a déterminer le nombre de courtes sequences répétées réparties

dans le génome de la plupart des bactéries: le nombre de répétitions etant extrémement
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variable d’une souche a I’autre, I’identité ou la proximité de 2 souches peut ainsi étre établie
de maniere tres fiable. Plusieurs MLVA ont été développées pour différencier les espéces de
Brucella. A titre d’exemple, il a été mis en place une MLVA visant 15 marqueurs dont 8
moyennement variables (minisatellites) et 7 fortement discriminants (microsatellites)
(Lafléche et al., 2006). Mais la méthode MLVA la plus utile & la classification se base sur 16
marqueurs d’ou son nom MLVA-16. L’étude, réalisée sur 295 souches, a permis une

classification des Brucella de mammiféres marins en 3 groupes (fig.4) (Maquart et al., 2009):

Brucella ceti

Cluster B

[0 harbour seal

B human

I AWSD
hooded seal
striped dolphin

B gray seal

I minke whale

I bottienose dolphin
I common dolphin Cluster C

white-beaked dolphin

B otter . . e T,
— s Brucella pinnipedialis

Figure 4: Arbre phylogénique des Brucella marines obtenu par MLVA-16.

Harbour seal = phoque veau-marin ; human = humain ; AWSD = Atlantic white sided dolphin = dauphin a flancs
blancs ; hooded seal = phoque a capuchon ; striped dolphin = dauphin bleu et blanc ; gray seal = phoque gris ;
minke whale = petit rorqual ; bottlenose dolphin = tursiops = grand dauphin ; common dolphin = dauphin
commun ; white-beaked dolphin = dauphin a bec blanc ; otter = loutre ; porpoise = marsouin.

(d’aprés Macquart et al., 2009)

L’analyse des souches regroupées dans les différents clusters présentés figure 4 conduit a

I’établissement de trois groupes distincts :
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- Le groupe A correspond a Brucella ceti. 1l comprend les sous-groupes Al et A2
regroupant des isolats de dauphins et celui d’un petit rorqual, assimilables a ST26
(Macquart et al., 2009). Le sous groupe P1, quant a lui, contient les isolats de
dauphins du Pacifique Est (Guzman-Verri et al., 2012). Ce dernier sous-groupe n’est
pas représenté sur la figure 4, qui ne regroupe que des isolats de I’ Atlantique.

- Le groupe B présente 64% de souches de marsouins, quelques isolats de dauphins, un
isolat issu d’un petit rorqual et un isolat de phoque.

- le groupe C correspond a Brucella pinnipedialis. Le sous-groupe C1 correspond a des
isolats de phoques principalement veaux-marins et un isolat de petit rorqual (ST24)
alors que le sous-groupe C2 présente des isolats de phoques gris et veaux-marins et
celui d’une loutre de mer (ST25). Le sous-groupe C3 enfin, contient des souches de

phoques a capuchon.

La souche zoonotique retrouvée en Nouvelle-Zélande et identique a celle retrouvee
dans un avorton de grand dauphin aux Etats-Unis, et est clairement séparée des groupes
constitués ci-dessus. Elle se trouve en position intermédiaire comme 1’évoquait déja 1’étude
MLSA. Il faudrait analyser et typer un nombre plus important de souches provenant du

Pacifique pour affiner cette classification.
2.1.4. Classification actuelle des Brucella marines

La figure 5 présente un bilan des diverses études moléculaires réalisées pour permettre

de classer les différentes souches de Brucella ceti et de Brucella pinnipedialis.
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Figure 5: Schéma bilan des études moléculaires des especes marines de Brucella.
(d’apres Cloeckaert et al., 2000 ; Cloeckaert et al., 2001 ; Groussaud et al., 2007 ; Dawson et al., 2008b ;
Macquart et al., 2009)

Les résultats du MLSA ont caractérisé les isolats de mammiféres marins comme un
groupe distinct au sein des Brucella marines. En outre, en accord avec 1I’ensemble des
données citées précédemment, leurs sequences types divergent significativement en fonction

de leur hote d’origine, justifiant I’établissement de trois plutot que de deux espéces.

- Brucella delphini pour les dauphins ;
- Brucella phocoenae pour les marsouins ;

- Brucella phocae pour les phoques.

Malgre le fait qu’a I’heure actuelle, seules deux espéces de Brucella marines soient
reconnues, nommeées Brucella ceti et Brucella pinnipedialis, de nouvelles propositions de
classification sont publiées au fur et a mesure des découvertes. La plupart des études
moléculaires réalisées afin de permettre une caractérisation et une classification des souches
de Brucella marines ont été réalisées a partir d’échantillons prélevés sur des animaux de
I’ Atlantique, principalement dans I’hémisphére Nord. Afin de valider, ou non, la classification
proposée actuellement, il serait donc intéressant d’étudier des souches de Brucella marines

issues d’autres mers ou océans.

A ce titre, une étude s’intéressant aux petits rorquals de 1’océan Pacifique a apporté

des données d’intérét (Ohishi et al., 2008). Les auteurs ont isolédes souches de Brucella de
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dix petits rorquals afin de les caractériser par les méthodes moléculaires déja vues
précédemment. Le géne codant pour la protéine BP26 est similaire a celui des Brucella issues
de ’océan Atlantique, présentant la séquence d’insertion 1S711 caractéristique en aval de ce
gene. La caractérisation des genes omp2 chez les Brucella de ces petits rorquals a révelé la
présence d’une copie du géne omp2a et d’une copie du géne omp2b. Cette distribution
correspond a celle des Brucella de phoques de I’Atlantique car celle des cétacés de
1’ Atlantique, rappelons-le, possede deux copies du géne omp2b. L’étude des quatre fragments
d’ADN distincts par IRS-PCR a permis de mettre en évidence la présence du fragment | et
I’absence des trois autres. La encore, cette donnée se rapproche des caractéristiques des isolats
de Brucella pinnipedialis de 1’ Atlantique plutot que Brucella ceti (Ohishi et al., 2008). Ces
souches de Brucella issues de petits rorquals, donc de cétacés, présentent plus de similarité
avec Brucella pinnipedialis de I’ Atlantique Nord. Ceci tend a démontrer que la classification
des Brucella selon la préférence d’hote, comme elle a été proposée en Atlantique, pourrait ne
pas étre appropriée ailleurs autour du globe. Cependant, de plus amples études sur des
échantillons du Pacifique et de ’hémisphere Sud sont nécessaires, d’autant plus que 1’étude
précedemment citée ne comprend que dix isolats du Pacifique et qu’une autre étude dans cet
océan a permis d’isoler Brucella ceti, présentant les mémes caractéristiques que celle de

1’ Atlantique Nord, chez des dauphins bleu et blanc (Hernandez-Mora et al., 2008).

2.2. Les infections a Brucella chez les mammiféeres marins

2.2.1. Epidémiologie
a) Réservoir :

Les Brucella terrestres ne se multiplient pas en dehors de leur héte mais sont trés
résistantes dans 1’environnement. Elles peuvent ainsi persister plusieurs années dans des
placentas ou avortons congelés, pendant des mois en condition humide a 10-15°C et des
heures a des températures de 45-50°C. Concernant les Brucella marines, aucune étude n’a été
réalisee pour déterminer leur résistance dans le milieu océanique. L’océan est un
environnement présentant des conditions souvent extremes (e.g température, pH, osmolarité).
De plus, I’effet de dilution compromet fortement la rencontre entre les Brucella, non mobiles,
et leur hote. Certains auteurs en concluent que 1’océan lui-méme ne serait pas une source
possible de la bactérie (Nymo et al., 2011 ; Guzman-Verri et al., 2012 ; Hernandez-Mora et

al., 2013). Ainsi, le réservoir des Brucella marines serait représenté par toutes les especes
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infectées qui peuvent excréter la bactérie. Les pinnipedes infectés peuvent plus facilement la

transmettre a leurs congéneres. De plus, il se pourrait que les poissons soient porteurs de

Brucella et puissent la transmettre aux mammiféres marins (c.f. paragraphe 2.2.1. d)). Cette

perspective est pour le moins inquiétante en terme de potentiel zoonotique, ce qui sera

discutée plus loin dans ce manuscrit.

b) Spectre d’hote :

La présence de Brucella spp. a été mise en évidence chez de nombreuses espéces de

pinnipedes et de cétacés par culture directe ou par PCR. La liste des especes concernées par

I’infection est présentée dans le tableau 6. Elle est non exhaustive et s’allonge au fur et &

mesure des études de terrain.

Tableau 6: Liste des especes de mammiféres marins chez lesquelles Brucella a été isolée ou détectée.

LEOE -2 2Z -

LEAQP-EO

Nom francais
Phoque veau-marin ou phoque commun
Phoque annelé ou marbré
Phoque du Groenland
Phoque a capuchon
Phoque gris
Lion de mer de Californie

Dauphin commun a bec court
Marsouin commun
Dauphin bleu et blanc
Grand dauphin ou tursiops
Dauphin a flancs blancs

Dauphin a nez blanc
Dauphin d’Hector

Orque ou épaulard

Petit rorqual ou rorqual a museau pointu

Narval
Baleine franche australe

Nom anglais
Harbor seal
Ringed seal

Harp seal
Hooded seal
Gray seal
Californian sea lion

Common dolphin
Harbor porpoise
Striped dolphin

Bottlenose dolphin

Atlantic white sided
dolphin
White beaked dolphin

White headed dolphin

Killer whale
Minke whale

Narwhal
Southern right whale

Nom binominal
Phoca vitulina
Phoca hispida

Phoca groenlandica
Cystophora cristata
Halichoerus grypus
Zalophus
californiacus

Delphinus delphi
Phocoena phocoena
Stenella coeruleoalba
Tursiops truncatus
Lagenoriyncus
acutus
Lagenorhynchus
albirostrus
Cephalorhyncus
hectori
Orcinus orca
Blaenoptera
acuterostrata
Monodon monoceros
Eubalaena australis

Parallélement, certains animaux possedent des anticorps anti-Brucella sans pour autant

que la bactérie puisse étre isolée (tableau 7). Ce phénomeéne est courant lors de la recherche de

Brucella, en effet, lors de la phase locorégionale, les bactéries se situent dans les nceuds
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lymphatiques et seule la détection des anticorps est possible, d’ou I’importance des méthodes

sérologiques.

Tableau 7: Espéces de mammiféres marins chez lesquelles seuls des anticorps anti-Brucella ont été

détectés.

»w M QMY - Z 2 -

»w =2 A o= O

Nom francais
Phoque de Weddell
Otarie a fourrure d’ Atlantique
Phoque moine d’Hawai
Lion de mer australien

Morse d’ Atlantique

Marsouin de Burmeister

Dauphin commun a bec long

Dauphin obscur
Rorqual commun
Beluga
Baleine pilote
Cachalot pygmée

Grand cachalot

Nom anglais
Weddell seal
Atlantic fur seal
Hawaien monk seal
Australian sea lion

Atlantic walrus

Burmeister’s porpoise
Long beaked common
dolphin
Dusky dolphin
Fin whale
Beluga
Pilot whale
Pygmy sperm whale

Sperm whale

Nom binominal

Leptonychotes weddelli

Arctocephalus gazella
Monachus schawinslandi
Neophoca cinerea
Odoberuis rosmarus

rosmarus

Phocoena spinipinus

Delphinus capensis

Lagenorhyncus obscurus
Balaenoptera borealis
Delphinapterus leucas

Globicephala melas
Kogia breviceps

Physeter macrocephalus

En conclusion, des Brucella ont été directement mises en évidence chez six especes de

pinnipedes et onze especes de cétacés (Center for Food Security and Public Health, 2009 ;
Guzman-Verri et al., 2012 ; Hernandez-Mora et al., 2013). Des anticorps anti-Brucella ont été
détectés chez quatorze especes de pinnipédes et trente-cing especes de cétacés (mysticetes et
odontocétes) (Center for Food Security and Public Health, 2009 ; Guzman-Verri et al., 2012 ;
Hernandez-Mora et al., 2013). A I’heure actuelle, aucune bactérie du genre Brucella, ni aucun
anticorps, n’a été retrouvé chez les siréniens (dugons et lamantins) ou chez les dauphins de

riviere.

D’autres especes de mammiféres apparentés aux mammiféres marins ont présenté des
résultats sérologiques positifs pour la brucellose (Hernandez-Mora et al., 2013). Des ours

polaires se sont révélés positifs par diverses techniques sérologiques dont des méthodes
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ELISA et d’agglutination. Ces ours séropositifs ne présentent apparemment pas de signes
cliniques bien que I’impact réel de cette exposition reste inconnu. Or, la séropositivité des
ours polaires coincide avec la présence de nombreux phoques annelés séropositifs dans la
région, qui s’avérent étre les proies favorites de ces ursides (Tryland et al., 2001). Des loutres
de mer sont aussi séropositives a Brucella notamment en Alaska. L’établissement récent d’un
test sérologique spécifique a Brucella pinnipedialis a permis de révéler des sérologies
positives chez des loutres de mer de 1I’ile de Béring en Russie et de Kodiak aux Etats-Unis. La
transmission a cette espece n’est pas expliquée. On peut émettre ’hypothése d’une
transmission par le contact avec les phoques, lors de traumatisme ou via des parasites de type
nématodes (Hanni et al., 2003 ; Goldstein et al., 2011).

Il convient d’insister sur le fait que beaucoup d’animaux sont séropositifs mais peu
présentent des signes cliniques. De plus, le dépistage direct de Brucella est rarement
concluant, méme parmi les animaux présentant des sérologies positives (Van Bressem et al.,
2001).

c) Sensibilité a ’infection : Facteurs favorisants :

Un seul facteur potentiellement favorisant a pour I’instant été étudié. Il existe de plus
en plus de preuves de l’effet immunodépressif des xénobiotiques chez les mammiferes
marins. Une étude a montré que ’infection par Brucella ceti est associée a la présence d’un
haut taux de chlorobiphényl dans la graisse de dauphins (Davison et al., 2011). L’effet néfaste
des xénobiotiques pourrait augmenter la sensibilité des cétacés exposés a I’infection par
Brucella ceti. Cela a également été suggéré chez les pinnipédes (Davison et al., 2011 ;
Guzman-Verri et al., 2012 ; Lambourn et al., 2013). Cependant ces études ne portent que sur
deux ou trois animaux, ce quin’est pas representatif de la population totale. De plus, cela
concerne des animaux échoués dont la plupart sont amaigris. Or les xénobiotiques sont
lipophiles, donc chez les animaux amaigris, il y a de toute fagcon une plus grande
concentration de xénobiotiques dans les graisses ce qui biaise la conclusion que I’on peut

apporter.

La séroprévalence augmente de maniere significative aprés le sevrage (Lynch et al.,
2011). Les otariidés ont des taux de prévalence moins élevés que les phocidés (Jensen et al.,
2013).
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- Les pinnipédes

Les pinnipédes semblent peu sensibles a la brucellose car peu de signes cliniques sont
décrits mais ils sont trés réceptifs a Brucella pinnipedialis, en témoigne les hauts taux de
séroprévalence chez ces animaux (Center for Food Security and Public Health, 2009 ;
Godfroid et al., 2010; Guzman-Verri et al., 2012).

- Les cétacés

Les cétacés sont plus sensibles que les pinnipédes, de nombreux signes cliniques ayant
été décrits. Les especes les plus sensibles sont le marsouin commun, le dauphin bleu et blanc,
le grand dauphin et le dauphin commun chez les odontocetes. Les petits rorquals semblent
étre 1’espéce de mysticétes la plus sensible. Parmi toutes ces espéces, le dauphin bleu et blanc
est réellement 1’espéce présentant des signes cliniques graves et de séveres lésions décrites
dans les publications, de type méningoencéphalite (Miller et al., 1999 ; Hernandez-Mora et
al., 2008 ; Jauniaux et al., 2010 ; Davison et al., 2013).

d) Transmission :

En ce qui concerne les Brucella terrestres, la transmission survient habituellement par
contact avec les avortons ou le placenta, via le matériel infecté, par des plaies, par la lactation,
par les insectes piqueurs mais aussi parfois par voies respiratoire et digestive. Il ne faut pas
oublier la transmission verticale de la mére au foetus qui cause le principal symptome de la

maladie a savoir I’avortement (Nymo et al., 2011).

Les modes de transmission des Brucella marines n’ont pas été clairement établis.
Néanmoins, par analogie avec ce que 1’on connait de la transmission chez les Brucella
terrestres et grace aux données des différentes études menées sur la brucellose chez les
mammiferes marins, nous pouvons émettre quelques hypotheses en ce qui concerne les voies

de transmission de la bactérie dans le milieu marin.

- Transmission horizontale

Concernant la transmission horizontale, 1’exposition a la bactérie par contact pourrait
surtout intervenir chez les phoques qui sont des animaux grégaires contrairement aux cétacés
qui sont dans la majorité des cas, des animaux solitaires. De plus, la bactérie a été mise en

évidence dans la salive et ’'urine de ces animaux (Lambourn et al., 2013). Ceci pourrait
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suggérer une transmission par morsure, les phoques ayant I’habitude de se disputer les

meilleures places pour la sieste sur les sites de repos.

La bactérie étant fréquemment isolée des poumons des animaux infectés, une
transmission par aerosol pourrait étre envisageable (Jauniaux et al., 2010 ; Guzman-Verri et
al., 2012 ; Lambourn et al., 2013).

La transmission de la bacterie lors de rapport sexuel semble également possible, la
bactérie ayant été isolée des organes reproducteurs de cétaces (Miller et al., 1999, Center for
Food Security and Public Health, 2009 ; Godfroid et al., 2010; Guzman-Verri et al., 2012).
Dans ce sens, il a été démontré que la séroconvertion ne s’effectue généralement qu’a la

puberté (Meegan et al., 2012).

Bien entendu, comme chez les mammiferes terrestres, les placentas et les avortons des
animaux infectés présentent une charge bactérienne trés elevée et peuvent ainsi représenter
une source de transmission. Cette voie de transmission pourrait avoir un role plus important
chez les phoques qui ont une vie terrestre. Ces derniers sont en effet plus susceptibles d’étre
exposes aux déchets raménés sur terre par les oiseaux marins (Ewalt et al., 1994 ; Center for
Food Security and Public Health, 2009 ; Godfroid et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012).

Une transmission par le lait maternel apparait tout a fait possible puisque la bactérie a
été isolée de ce liquide chez les cétacés (Center for Food Security and Public Health, 2009 ;
Jauniaux et al., 2010 ; Godfroid et al., 2010; Guzman-Verri et al., 2012). En revanche, ce
dernier mode de transmission horizontale n’a trouvé aucune preuve chez les pinnipédes
(Lambourn et al., 2013).

Pour finir, chez les pinnipédes, la bactérie semble étre également excrétée par les féces

qui peuvent alors contaminer les autres individus de la colonie (Lambourn et al., 2013).

- Transmission verticale

La transmission verticale de la mere au feetus est prouvée chez les cétacés (Ewalt et
al., 1994 ; Hernandez-Mora et al., 2008 ; Maquart et al., 2009 ; Godfroid et al., 2010 ;
Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012) mais est encore a I’étude chez
les pinnipédes ou deux seul cas possibles d’avortement a cause de la brucellose ont été décrits
chez des lions de mer de Californie (Goldstein et al., 2009). La culture des placentas est

revenue positive a Brucella spp. ainsi que la RT-PCR du géne bcsp31. Cependant, le placenta
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ne présentait aucune lésion. En attendant plus de preuves, les scientifiques pensent que ce

mode de transmission n’existe pas chez les pinnipédes (Godfroid et al., 2014).

- Des vecteurs possibles de la bactérie ?

Les parasites pourraient jouer un role important dans la transmission de la brucellose
chez les mammiferes marins. Des 1997, Garner et al., ont pu identifier la présence de
Brucella spp. dans 1'utérus et 1’appareil digestif d’un nématode pulmonaire femelle,
Parafilaroides, infestant un phoque veau-marin. L’immunomarquage et la microscopie
électronique ont permis de révéler la présence de Brucella en étroite liaison avec les cellules
¢épithéliales de I'utérus de femelles nématodes. La présence de bactéries immunomarquées
dans des granulomes inflammatoires pulmonaires contenant des larves de nématode et la
présence d’antigenes de Brucella dans les macrophages du parenchyme pulmonaire a
proximité des parasites infectés suggérent que la transmission de Brucella pinnipedialis par
des vers pulmonaires chez le phogque veau-marin est une possibilité (Perrett et al., 2004a).
Cette hypothése est également suggérée par d’autres publications plus récentes chez les
cétacés ou la bactérie a été identifiée dans des vers pulmonaires de I’espeéce Pseudalius
inflexus chez un marsouin commun (Jauniaux et al., 2010) ou d’Halocercus chez des grands
dauphins (Davison et al., 2011). Certaines études suggéerent méme que dans 50% des cas, il y
a association de Brucella et d’une infestation parasitaire pulmonaire (Lambourn et al., 2013).
Le fait est que Brucella est souvent isolée des poumons chez les mammiféres marins
(Prenger-Berninghoff et al., 2008 ; Center for Food Security and Public Health, 2009 ;
Godfroid et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012). On peut alors se demander si les parasites
contaminent leur hote ou bien I’hdte infecté contamine les parasites. Rappelons que les
Brucella n’ont aucun tropisme particulier pour les poumons et que chez les mammiféres
terrestres, on ne retrouve pas la bactérie dans cet organe (Banai et Corbel, 2010). Le fait de
trouver la bactérie chez les mammiféres marins préférentiellement dans les poumons qui, plus
est, en association avec du parasitisme évoque plutot une transmission des parasites a 1’hote.
Il n’y a aucune publication, a notre connaissance, présentant I’infection de parasites de

ruminants par les Brucella de mammiferes terrestres.

Le cycle des parasites chez les mammiferes marins fait intervenir les poissons comme
hotes intermédiaires. La séroprévalence des jeunes mammiferes marins augmente brutalement
juste aprés le sevrage impliquant une transmission possible par les proies comme les poissons
et les crustacés (Lynch et al., 2011 ; Meegan et al., 2012 ; Lambourn et al., 2013). La
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transmission par les proies englobe avec elle la transmission par les parasites puisque les

mammiféres s’infestent via les poissons.

La transmission par la consommation de proies est étoffée par la séroprévalence non
nulle des ours polaires, des loutres de mer et des orques, consommateurs de phoques

potentiellement infectés (Nymo et al., 2011 ; Tryland et al., 2011).

- Transmission inter-espéce?

Brucella ceti est-elle transmissible aux pinnipédes et Brucella pinnipedialis peut—elle

infecter des cétacés ?

Un isolat de Brucella de phoque a été classé comme Brucella ceti par MLVA sur plus
de 290 échantillons testés et correspondants a la préférence d’hote a laquelle on peut
s’attendre. On ne peut cependant pas affirmer avec certitude que c¢’est une transmission inter-
espece. Il y a Dl’incertitude de la méthode et le fait que des phoques peuvent avoir un
comportement de prédation envers des marsouins notamment et se contaminer par ce biais
(Maquart et al.,, 2009). Dans une étude de 2008, la caractérisation phénotypique et
génotypique (par sequencgage des génes omp2) n’a pas révélé de différence entre les Brucella
isolées de phoques et celles de marsouins (Prenger-Berninghoff et al., 2008). Les auteurs ont
interprété cela comme une contamination inter-espéce puisque les rapports entre pinnipedes et
cétacés cdtiers sont étroits sur les cotes germaniques. Cela ne concerne que deux isolements
parmi des centaines qui ont été proprement classés selon la préférence d’hote. Il faudrait 1a-
encore d’autres études avant d’affirmer une transmission inter-espece d’autant plus, que cela
peut juste évoquer que la préférence d’hote utilisée pour la classification n’est pas correcte,

comme déja évoqué précédemment.

De maniere générale, les voies de transmission de la brucellose sont encore moins
comprises chez les pinnipédes que chez les cétacés. En effet, pour ces derniers, on retrouve la

plupart des modes de transmission que nous connaissons pour les animaux terrestres.
e) Prévalence :

La prévalence réelle de Brucella ceti et de Brucella pinnipedialis n’a pas été établie a
cause de la diversité des techniques de laboratoire donnant des pourcentages de faux positifs

et de faux négatifs différents et de 1’absence d’un test systématique. De plus, la plupart des
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tests sont réalisés sur des animaux échoués dont la cause primaire d’échouage n’est pas

systématiquement connue (Guzman-Verri et al., 2012).

Une des études la plus importante réalisée jusqu’a aujourd’hui comprend 2470
mammiferes marins des océans Atlantique, Pacifique et Arctiqgue et a montré une
séroprévalence globale de 4%, tous mammiféres marins confondus (Center for Food Security
and Public Health, 2009). En Amérique du Nord, sur 1855 pinnipedes testés, seulement 3,1%
étaient séropositifs et en Atlantique Nord, parmi 1386 pinnipédes et cétacés collectés, 8,2%
étaient seropositifs (Tryland et al., 1999 ; McDonald et al., 2006). La plupart des études sont
de moins grande ampleur et obtiennent des taux de séroprévalence plus élevés, surtout

concernant certaines espéces .

- 35% de phoques a capuchon de I’Atlantique Nord et de la mer de Barent
(Tryland et al., 1999) ;

- 49% de phoques veaux-marins en Ecosse ;

- 75% (9/12) de trois especes de lions de mer et 57% des otaries a fourrure en
Australie (Lynch et al., 2011) ;

- 0% (0/101) de lions de mer en Nouvelle-Zélande (McDonald et al., 2006) ;

- 4,7% (2/48) des phoques de Weddell, 65,6% (21/33) des éléphants de mer et
0% des otaries a fourrure en Antarctique (Jensen et al., 2013) ;

- Environ 30% des marsouins communs en Europe du Nord ;

- 31% des dauphins communs au Royaume-Uni ;

- 55,2% (32/58) chez diverses espéces de cétacés ;

- 38% sur 40 petits rorquals du Pacifique Nord et 9% sur 43 baleines de Bryde
(Ohishi et al., 2008) ;

- 0% sur 104 petits rorquals d’ Antarctique (Ohishi et al., 2008) pouvant suggérer
que I’exposition a Brucella ceti dans cette zone du globe est faible ;

- 5,4% de séroprévalence chez les ours polaires (Tryland et al., 2001) ;

- 28,1% des loutres de mer sur I’ile de Béring et 1,3% en Kodiak (Goldstein et
al., 2011) et 7,7% en Alaska ;

- Sur les cotes britanniques, la seropositivité est plus élevée chez les cétacés
(31% des marsouins et dauphins communs) que chez les pinnipédes (8% des

phogues veau-marins et 10% des phoques gris).
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Il faudrait isoler et caractériser les Brucella infectant les loutres de mer et les ours

polaires pour connaitre I’espéce de la bactérie concernée.

De part cette liste de séroprévalence, on peut s’apercevoir que peu d’études ont été

réalisées dans 1’hémisphére Sud.

Pour la zone de notre étude, sur 137 marsouins communs échoués en Mer du Nord, la
bactérie a pu étre identifiée par culture sur milieu de Farell et MLVA chez seulement six
animaux soit 4,4% des individus (Alonso-Velasco et al., 2013). Sur la méme période, la
bactérie a été isolée de 5 phoques communs sur 42 animaux analysés soit une incidence de
11,9% et trois phoques gris sur les 13 analysés soit 23,1% (Alonso-Velasco et al., 2013). Sur
les cotes de I’Allemagne, 1’incidence de la brucellose a été analysée par culture bactérienne,
puis les isolats ont été caractérisés par la distribution des copies IS711 et PCR-RLFP des
génes omp2 (Prenger-Berninghoff et al., 2008). Les résultats obtenus par cette étude ont été
une incidence de 11% chez les phoques veaux-marins (47/426), 2,9% chez les phoques gris

(1/34) et 0,7% chez les marsouins communs.

f) Distribution géographique :

Des animaux infectés ou séropositifs ont été retrouvés majoritairement dans 1’océan
Atlantique Nord, la Méditerranée, 1’océan Arctique et la Mer de Barent (Center for Food
Security and Public Health, 2009 ; Hernandez-Mora et al., 2013 ; Jensen et al., 2013). Mais ce
ne sont pas les seules régions de la planete concernées, nous pouvons aussi citer les cotes
Pacifique et Atlantique de I’Amérique du Nord, le Pérou, 1’ Australie (Lynch et al., 2011), la
Nouvelle-Zélande, Hawali, les Tles Salomon et le Pacifique Nord (Ohishi et al., 2008) (fig.6 et
7). La grande majorité des animaux seropositifs et/ou infectés se trouvent dans 1’hémisphére
Nord mais cela pourrait étre dii a 1’échantillonnage plutot qu’a une réelle distribution de la
maladie, la plupart des études étant réalisées dans la moitié Nord de la planéte. Dans
I’hémisphére Sud, les études sont moins nombreuses probablement la conséquence d’un
mangue de subventions et de la consommation de la chair des animaux échoués notamment

sur les cotes africaines.
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I: Brueeila isolated in at least one animal of a specific species
P: pathologies associated with Brucella spp.
A: DNA of Brucelia spp.

Figure 6: Répartition géographique des cétacés séropositifs et infectés par la brucellose.
I : Brucella isolée chez au moins un individu ; P : pathologie due a Brucella, A : ADN de Brucella spp. détecté
(d’aprés Guzman-Verri et al., 2012et Hernandez-Mora et al., 2013)

A

Species
[l Arctocephalus gazella

[ ennyara wtris konyoni

] Hyarurga feptonyx
[ Leptonychotes weddeini

B neophoca cinerea

[ Phoca vitutina

I: Brucella isolated in at least one animal of a specific species 1+ 175: number of sera from harbour seals (Phoca vitulina) in coastal areas of Washington
: pathologi iated with Brucella spp. State (this number is given to enable readers to estimate the number of sera in each sector
o: one individual studied of each circular graph)

Figure 7: Répartition géographique des pinnipédes, loutres de mer et ours polaires séropositifs a Brucella.
I : Brucella isolée chez au moins un individu ; P : pathologie due a Brucella, A : ADN de Brucella spp.détecté
(d’aprés Hernandez-Mora et al., 2013)
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2.2.2. Signes cliniques

La période d’incubation de la maladie n’est pas connue. Les signes cliniques ne sont
pas spécifiques et de trés nombreux animaux sont asymptomatiques. Des signes cliniques
n’ont été identifiés que dans des cas sporadiques. De plus, les animaux étudiées sont la plupart
du temps des animaux échoués dont les signes cliniques, s’ils étaient présents, n’ont pas pu
étre observés. Beaucoup d’animaux échoués sont infestés par des parasites et présentent des
tableaux lésionnels différents. Les lésions et le parasitisme peuvent étre primaire ou
secondaire, il est souvent dur de le déterminer (Center for Food Security and Public Health,
2009 ; Godfroid et al., 2010; Guzman-Verri et al., 2012, Hernandez-Mora et al., 2013).

Les taux de morbidité et de mortalité ne sont pas connus (Center for Food Security and
Public Health, 2009).

a) Signes clinigues dus a Brucella pinnipedialis :

La bactérie est souvent isolée des pinnipedes apparemment sains. Les animaux chez
lesquels la bactérie a été cultivée ou détectée par PCR présentent dans la majorité des cas une
pneumonie que les auteurs expliquent comme secondaire a I’infestation parasitaire des voies
respiratoires. La brucellose chez les pinnipedes pourrait étre une cause d’avortement mais cet
élément reste en suspend. Deux cas ont été décrits chez des lions de mer de Californie ou la
bactérie a été identifiée et cultivée a partir de deux placentas de femelles ayant avorté (Foster
et al., 2002 ; Goldstein et al., 2009 ; Lambourn et al., 2013).

b) Signes clinigues associés a Brucella ceti :

- Avortement

Le premier avortement causé par la brucellose chez les cétacés a été decrit en 1994
chez un grand dauphin captif en Californie (Ewalt et al., 1994). Dans ce cas-1a, la bactérie a
été isolée par culture du placenta et de différents organes de I’avorton. Deux avortements ont
été décrits chez des grands dauphins dans les années 90s (Miller et al., 1999). Un avortement
du a Brucella ceti a egalement été suspecté chez un animal échoué sur les cotes belges.
L’avortement n’a pas été établi de facon certaine mais la femelle marsouin commun était
infectée par Brucella, présentait du lait dans les mamelles, sa corne utérine gauche était
dilatée et congestionnée et la bactérie a pu étre identifiée dans un ulcere cutané génital
(Jauniaux et al., 2010).
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On pourrait se poser la question de la diminution de fécondité chez les orques exposés
a Brucella ceti ou Brucella pinnipedialis par consommation de phoques qui poserait un
probléme écologique pour cette espece classée en annexe |1, espece vulnérable par le CITES
(Lambourn et al., 2013).

Autres signes cliniques

Les Brucella ont parfois été isolées d’ulcéres cutanés (fig.8) et d’abcés sous-cutanes
(Center for Food Security and Public Health, 2009 ; Godfroid et al., 2010; Jauniaux et al.,
2010 ; Guzman-Verri et al., 2012, Hernandez-Mora et al., 2013). Des difficultés a la nage et
des problémes d’orientation ont aussi été décrits chez des dauphins présentant une
neurobrucellose (Davison et al., 2009 ; Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Guzman-Verri et
al., 2012 ; Cassle et al., 2013 ; Hernandez-Mora et al., 2013). Enfin, de la dyspnée a été
notée chez un grand dauphin présentant un abces pulmonaire consécutif a I’infection par

Brucella ceti (Cassle et al., 2013).

Figure 8: Ulcére longitudinal entre les deux nageoires pectorales chez un marsouin commun infecté par
Brucella ceti.
(d’aprés Jauniaux et al., 2010)

Dans la majorité des cas, les études sont réalisées a partir d’animaux échoués dont on
réalise ’autopsie. Il est donc tres intéressant de connaitre les lésions provoquées par la

brucellose.
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2.2.3. Lésions post-mortem

Les lésions post-mortem sont intéressantes pour émettre un diagnostic mais aussi pour
détecter la bactérie. Pour D’instant, aucune lésion spécifique a la brucellose chez les
mammiferes marins n’a été décrite. Les 1ésions que 1’on va décrire par la suite sont donc non

pathognomoniques.

a) Lésions dues a Brucella pinnipedialis :

Aucune lésion due a Brucella pinnipedialis n’a été rapportée chez les pinnipédes
infectés par la bactérie (Center for Food Security and Public Health, 2009 ; Godfroid et
al., 2010; Hernandez-Mora et al., 2013). La plupart des isolements de Brucella a partir de
tissus infectés proviennent d’animaux apparemment sains. Si une lésion est associée a
I’isolement ou a [Didentification de la bactérie, il s’agit principalement d’une
bronchopneumonie d’origine vermineuse (Center for Food Security and Public Health, 2009 ;
Godfroid et al., 2010; Hernandez-Mora et al., 2013 ; Lambourn et al., 2013). Méme pour les
cas possibles d’avortement chez les lions de mer de Californie, aucune Iésion n’a été
rapportée, pas méme de placentite, c’est pour cette raison que I’avortement du a Brucella est

hypothétique (Goldstein et al., 2009).

b) Lésions dues a Brucella ceti :

Brucella ceti a été associée a de multiples Iésions chez les cétacés, en particulier dans

le systéme nerveux central et les organes reproducteurs.

- Lésions des organes reproducteurs

La principale Iésion retrouvée est une placentite nécro-purulente, caractéristique de
I’infection par la brucellose chez les mammiferes terrestres (Foster et al., 2002 ; Ohishi et al.,
2003 ; Hernandez-Mora et al., 2008 ; Maquart et al., 2009 ; Gonzales-Barrientos et al., 2010 ;
Lynch et al., 2011). A I’observation lors de 1’autopsie, les cryptes des caroncules de placenta
infectés sont remplies de débris nécrotiques, les vaisseaux sont hyperhémiques, il y a de la
nécrose multifocale des trophoblastes avec perte de la muqueuse du placenta (Miller et al.,
1999). Le tropisme de la bactérie pour 1'utérus a ét¢ affirmé puisqu’un petit rorqual femelle
séropositif a Brucella du Pacifique Nord a présenté plusieurs granulomes inflammatoires dans

I’endomeétre utérin (Ohishi et al., 2004). Ces lésions ont révélé microscopiquement des
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infiltrations de mononucléaires et des cellules géantes, suggérant une pathologie induite par
Brucella. Comme chez les mammiferes terrestres, les souches de Brucella de mammiferes
marins ont un tropisme pour la mamelle. La brucellose entraine aussi des 1ésions de 1’appareil
génital male. Des épididymites et des orchites ont été décrites chez les cétaces (Hernandez-
Mora et al.,, 2008; Gonzales-Barrientos et al.,, 2010). Par exemple, des orchites
granulomateuses et parfois des abcés nécrotiques ont été trouvés chez des petits rorquals et
des baleines de Bryde males (Ohishi et al., 2008). Cela a aussi été decrit chez des marsouins
communs (fig.9) et des dauphins (Dagleish et al., 2008). Un animal a présenté une

augmentation de volume d’un testicule associée a de multiples abces.

Figure 9: Testicule droit de marsouin commun infecté par Brucella ceti présentant un abcés proximal.
(d’aprées Dagleish et al., 2008)

La localisation de Brucella dans les organes reproducteurs males et femelles suggeérent

fortement une transmission par voie vénérienne et par le lait.

- Lésions dans le systeme nerveux central

La neurobrucellose n’a été rapportée ni chez les bovins, ovins, caprins et porcins ni
chez les canins. Cependant, c’est un cas relativement fréquent de brucellose non traitée chez

I’Homme (OIE).
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L’espéce présentant le plus fréquemment des signes de neurobrucellose est le dauphin
bleu et blanc (Guzman-Verri et al., 2012). Les méninges apparaissent hyperhémiques et une
augmentation de volume du liquide céphalo-rachidien ainsi que de sa cellularité sont
observées (Hernandez-Mora et al., 2008). Microscopiquement, la Iésion se caractérise par une
meéningite (fig.10) ou meéningoencéphalite non suppurative sévere, chronique et étendue,
encore plus sévere dans le tronc cérébral (Hernandez-Mora et al., 2008 ; Davison et al.,
2013). Cette lésion est associée a un infiltrat inflammatoire de lymphocytes, de macrophages
et a de la fibrose (Davison et al., 2013). Des dommages vasculaires ont aussi été décrits avec
des hémorragies et des nécroses de 1’intima des artérioles (Jauniaux et al., 2010). Dans la
plupart des cas, une encéphalite périventriculaire avec infiltration de macrophages a été notée

(Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Jauniaux et al., 2010).

Figure 10: Infiltration des méninges chez un dauphin bleu et blanc du Costa Rica présentant une
neurobrucellose.
(d’aprés Hernandez-Mora et al., 2008)

- Lésions du systéme cardio-vasculaire

Une femelle dauphin bleu et blanc a développé une endocardite sévere, tres
ressemblante aux lésions cardiaques que 1’on peut observer chez des Hommes infectés par
Brucella (Gonzales-Barrientos et al., 2010). Cette endocardite est caractérisée par un nodule
et de la fibrine sur la valvule mitrale (fig.11). Sa surface présente également des zones de
nécrose et de calcification. Microscopiquement, 1’infiltrat présente des lymphocytes et des
macrophages ainsi que quelques cellules géantes. Les Brucella ont été détectées par
immunohistochimie (Gonzales-Barrientos et al., 2010).
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Figure 11: Nodule sur la valvule mitrale et vaisseaux hyperhémiques en zone dorsale de la valvule du
cceur chez un dauphin bleu et blanc.
(d’aprés Gonzales-Barrientos et al., 2010)

- Lésions du systéme respiratoire

Les Brucella sont souvent retrouvées dans les poumons infestés de nématodes (Perrett
et al., 2004a ; Dawson et al., 2008a ; Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Davison et al., 2011 ;
Guzman-Verri et al., 2012 ; Cassle et al., 2013 ; Hernandez-Mora et al., 2013). Par exemple,
chez un marsouin commun échoué, dont Brucella ceti avait été isolée des poumons,
I’infestation du ventricule droit du cceur et des vaisseaux pulmonaires par des nématodes a été
associée a des thrombi pulmonaires et a une pneumonie nécrosante (Jauniaux et al., 2010).
D’autres lésions sont décrites comme des bronchopneumonies, des abcés pulmonaires, de
I’hyperhémie et des infiltrats lymphocytaires pulmonaires (Perrett et al., 2004a ; Dawson et
al., 2008a; Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Davison et al., 2011 ; Guzman-Verri et al.,
2012 ; Cassle et al., 2013 ; Hernandez-Mora et al., 2013). Cependant, méme si Brucella est
communément isolée des poumons, on ne comprend pas bien le lien pathogénique avec cet
organe. Enfin, ne pas oublier que dans la majorité des cas, Brucella ceti est identifiée ou

isolée de poumons apparemment sains (Hernandez-Mora et al., 2013).

Notons que la pneumonie a été décrite comme la pathologie la plus commune chez les

avortons suite a I’infection par Brucella abortus (Poester et al., 2013).

- Lésions des os et des articulations

Brucella ceti a été isolée de plusieurs Iésions des os et des articulations. L’autopsie
d’un marsouin commun a révélé une discospondylite non clinique (Gonzales-Barrientos et al.,
2010). Dans un autre cas, un male dauphin bleu et blanc a présenté une arthrite et une ostéite

fibrinopurulente de I’articulation scapulo-humérale droite avec infiltration de la cavité
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synoviale par des macrophages et des polynucléaires neutrophiles (Dagleish et al., 2007). Cet
animal présentait aussi une neurobrucellose, microscopiquement méningoencéphalomyelite.
Enfin, une arthrite de I’atlanto-occipital a été décrite chez un dauphin commun a bec court
(fig.12) et un dauphin a flancs blancs de 1’ Atlantique (Davison et al., 2013). Cette lésion était

associée dans les deux cas a une neurobrucellose.

Figure 12: Arthrite de I’articulation atlanto-occipitalepurulente et caséeuse chez un dauphin commun a
bec court.
(d’apres Davison et al., 2013)

Ce sont des symptémes survenant parfois dans des cas de complications de brucellose
humaine (OIE).

- Lésions dans d’autres organes

Les Brucella sont des bactéries intracellulaires facultatives du systéme réticulo-
histyocytaire. On peut ainsi observer chez les animaux infectés une hépatomégalie, une
hépatite, une splénomégalie, des abcés, de la nécrose et des infiltrations de macrophages dans
le foie et la rate (Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012 ; Hernandez-
Mora et al., 2013). On peut aussi retrouver des adénomégalies et de la congestion rénale.
L’hépatomégalie et la splénomégalie sont des signes d’appel de la brucellose a 1’autopsie chez
les ruminants domestiques (Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012 ;
Hernandez-Mora et al., 2013).
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2.2.4. Diagnostic de la brucellose

a) Diagnostic clinique :

Le diagnostic clinique de la brucellose est difficile puisqu’aucun signe clinique n’est
spécifique, pourvu qu’il ait été observé par ailleurs. De plus, il n’y a pas de réelle médecine de
mammiferes marins puisque la majorité de la pathologie est étudiée chez des animaux
échoués. Pour des cas d’avortements, que cela soit en captivité ou chez des animaux échoués,
il faut suspecter la brucellose et prendre des mesures de biosécurité nécessaires pour les
personnes ayant été en contact avec I’animal. Brucella est par ailleurs a 1’origine de nécrose et
d’hépatite donc d’une augmentation des ASAT et des yGT, parfois découverte chez des
animaux séropositifs en captivité (Foster et al., 2002 ; Ohishi et al., 2003 ; Meegan et al.,
2012).

b) Diagnostic post-mortem et histopathologie :

Lorsqu’un mammifére marin s’échoue, un vétérinaire peut étre appelé afin de réaliser
I’autopsie de I’animal. Il pourra penser a I’infection par Brucella lorsqu’il découvre des
Iésions évocatrices qui sont celles énumérées précédemment. Cependant, il faut garder a
I’esprit que dans la majorité des cas, Brucella ceti et surtout Brucella pinnipedialis sont

isolées d’organes sans lésions macroscopiques ou microscopiques.

Une grande panoplie d’organes peuvent étre prélevés afin d’identifier ou d’isoler la
bactérie par diverses méthodes de laboratoire. En effet, la bactérie a été isolée dans les
organes suivants : poumons, neeuds lymphatiques particuliérement bronchiques pulmonaires
préscapulaires et mésentériques, foie, reins, rate, testicules, placenta, utérus, amnios,
allantoide, cerveau, tronc cérébral, peau (si abcés ou ulceres), sang, liquide péricardique,
cceur, articulations, épanchement thoracique ou abdominal, lait, glandes mammaires
(Godfroid et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012).

Parmi tous ces organes, 1’isolement et 1’identification de la bactérie est le plus
fréquemment obtenus a partir des poumons et des noeuds lymphatiques bronchiques (Garner
etal., 1997 ; Foster et al., 2002 ; Prenger-Berninghoff et al., 2008).

Il ne faut pas hesiter a prélever plusieurs organes pour réaliser les analyses de

laboratoire. Un animal infecté peut présenter des bactéries dans un organe et pas dans un
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autre. Il faut également penser a prélever les nématodes pulmonaires puisque la bactérie a été

identifiée chez ces parasites (Dawson et al., 2008a ; Jauniaux et al., 2010).

L’histopathologie est intéressante puisqu’elle peut permettre de visualiser la
répartition des bactéries dans I’organe et d’identifier les 1ésions. On fixe préalablement les
échantillons d’organes prélevés lors de I’autopsie avant de les mettre en bloc de paraffine afin
de réaliser des lames. Pour la coloration, on peut utiliser la coloration classique a
I’hématoxyline-éosine et essayer de repérer de petits coccobacilles intracellulaires pouvant
évoquer Brucella ou réaliser la coloration de Stamp’s Ziehl-Nielsen puisque les Brucella sont

acido-résistantes (Markey et al., 2013). Les bactéries apparaitront alors rouges sur fond bleu.

Dans la plupart des organes infectés par Brucella ceti, on peut apercevoir une
infiltration par des macrophages et des lymphocytes, des cellules géantes et des dommages
vasculaires (Miller et al., 1999 ; Hernandez-Mora et al., 2008 ; Gonzales-Barrientos et al.,
2010 ; Jauniaux et al., 2010 ; Davison et al., 2013).

c) Diagnostic de laboratoire :

Le diagnostic de la brucellose dépend en grande majorité des tests de laboratoire

puisqu’aucune Iésion n’est pathognomonique.

- Meéthodes directes

Cette partie concerne la culture bactérienne qui reste le « Gold Standard » pour
affirmer le diagnostic de la brucellose (Sidor et al., 2013). Cependant, il faut étre tres prudent
car les Brucella sont des agents zoonotiques. La culture de la bactérie est donc une méthode
diagnostique dangereuse qui nécessite de multiples précautions dont un laboratoire de niveau

de sécurité 3.

Le milieu de Farrell est un milieu sélectif communément utilisé pour la culture de
Brucella spp.. La plupart des souches de B.ceti sont visibles aprés 4 jours d’incubation alors
que la majorité des souches de B.pinnipedialis ne sont visibles qu’aprés 7 a 10 jours
d’incubation. C’est pour cette raison que plusieurs auteurs conseillent d’attendre 14 jours de
temps d’incubation avant de conclure. Cependant, attention, quelques souches de Brucella de
mammiferes marins ne se développent pas bien sur ce milieu, ce qui peut amener a une
conclusion erronée par faux négatif. On préfére donc des milieux peu sélectifs comme le

Blood Agar, le Sérum Dextrose Agar, le Colombia Agar avec 5% de sang de mouton ou le
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Brucella-Agar avec 5% de sérum de cheval. L’incubation se fait a 37°C avec 10% de dioxyde
de carbone pour leur croissance. Les colonies de Brucella apparaissent circulaires de 0,5 a 1
mm de diameétre, convexes, irisées, lisses, brillantes, non hémolytiques et sont translucides et
de couleur miel a la lumiére (Markey et al., 2013). L’observation microscopique révéle de
petits coccobacilles qu’il ne faut pas confondre avec Chlamydophila abortus, Chlamydophila
psitacci et Coxiella burnetti. On peut ensuite realiser différentes expériences de
caractérisations phénotypiques, profil biochimique (catalase, uréase et oxidase), lyse par les
phages, métabolisme oxydatif, production de sulfure d’hydrogéne, sensibilité aux colorants et
agglutination sur sérum d’anticorps monospécifiques pour essayer d’identifier la souche
impliquée. Les isolats de pinnipédes peuvent étre différenciés de ceux des cétacés par leur
besoin en dioxyde de carbone pour la culture, leur temps d’incubation en milieu de Farrell et
I’absence de métabolisme du D-galactose (Jacques et al., 2006 ; Godfroid et al., 2010;
Guzman-Verri et al., 2012).

Méthodes sérologigues

Les reéactions serologiques utilisées dans le diagnostic de la brucellose sont
nombreuses mais il existe une parenté antigénique avec d’autres germes comme Francisella
tularensis, Yersinia enterocolitica O9 (normalement absente chez les mammiféres marins) et

Vibrio cholerae, a I’origine de fausses réactions positives (Godfroid et al., 2010).

- Test de coloration au rose Bengale

Ce test est une réaction d’agglutination rapide sur lame, sensible et spécifique. Elle est
réalisée au moyen d’une suspension bactérienne (souvent B.abortus) colorée au rose Bengale
en milieu acide tamponné a pH 3,65 (Guzman-Verri et al., 2012). Ce n’est pas une réaction
quantitative. Elle permet juste de détecter les immunoglobulines G. C’est un test rapide, facile
a réaliser et qui s’est montré efficace pour détecter les anticorps anti-Brucella chez les
mammiferes marins. Cependant, ce test est inutilisable sur sang hémolysé ce qui pose des

problémes pour les animaux échoués (Guzman-Verri et al., 2012).

- Tests immuno-enzymatigues ELISA

Tout comme chez les ruminants, 1’anticorps détecté dans la plupart des tests
sérologiques est celui dirigé contre le lipopolysaccharide de Brucella et particulierement le

composant N-formylperosamide (Markey et al., 2013). Dans la plupart des cas, des tests
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sérologiques développés pour les ruminants domestiques sont utilisés pour les mammiféres
marins sur la base que 1’antigéne immunodominant reste le LPS pour toutes les souches. La
difficulté pour établir un test spécifiqgue des mammiferes marins est le manque d’animaux
certifiés positifs et négatifs afin de déterminer la performance de 1’essai. Les ELISA
compétitives (CELISA) sont fréquemment utilisées. L’avantage de cette technique est qu’elle
est indépendante de I’espéce dans laquelle le sérum a été prélevé et est donc applicable a
différents mammiferes. Les cELISA utilisent le LPS ou plusieurs antigenes bactériens. Dans
une ¢tude expérimentale comparative a partir de sérums d’odontocetes, la cELISA utilisant le
LPS comme antigéne a montré des résultats variables et une plus faible sensibilité et
spécificité que DI’ELISA indirecte développée par I’équipe, qui utilise des IgG anti-
odontocetes (Hernandez-Mora et al., 2009). L’utilisation de cELISA avec tous les antigénes
bactériens semble une technique présentant une bonne sensibilité mais une spécificité faible,
révélant moins de positifs que les tests par agglutination (Meegan et al., 2010). Les ELISA
indirectes utilisant la protéine G, A ou un combiné des deux pour lier les 1gG a été trés
utilisée pour le diagnostic de la brucellose chez les cétacés (Guzman-Verri et al., 2012).
Cependant, dans une étude comparative utilisant des séra d’odontocétes, la gELISA a montré
une moins bonne sensibilité et une moins bonne spécificité que les autres tests dont cELISA
et iIELISA. 1l a été montré que les iIELISA ont des plus grandes sensibilités et spécificités et
sont plus utiles que la cELISA et gELISA pour la détection des anticorps contre le LPS de
Brucella dans les séra de 17 différentes espéces d’odontocetes (Hernandez-Mora et al., 2009).
Cette performance supérieure des iIELISA peut étre liée a I’antisérum polyclonal qui reconnait
un plus large spectre d’épitopes sur les chaines lourdes et 1égeres des immunoglobulines des
différentes espéces d’odontocétes. La limite a ce test est que les anticorps anti-lIgG des

odontocétes ne reconnaissent pas les immunoglobulines des mysticétes.

Des études ont démontré que des analyses sérologiques utilisant B.abortus diminuaient
le nombre de positifs d’a peu prés 50% par rapport a des ELISA compétitives spécifiques
pour les mammiféeres marins (Meegan et al., 2010 ; Lambourn et al., 2013).

Dans le cas d’un résultat sérologique avec une méthode ELISA, il convient d’étre
prudent dans la conclusion. En effet, un résultat négatif n’indique pas 1’absence d’une
infection passée ou d’une brucellose latente. Un résultat positif ne permet de faire la
différence entre une infection active et un taux d’anticorps maintenu élevé apres guérison
d’une infection (Sidor et al., 2013). Des bactéries ont été retrouvées par culture chez des

animaux seronégatifs.
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- Détection de la bactérie

- Immunohistochimie

L’immunohistochimie est une méthode de localisation de protéines bactériennes dans
des coupes de tissus par la détection d’antigénes au moyen d’anticorps. Ces anticorps peuvent
étre monoclonaux (c’est-a-dire dirigés contre un seul épitope antigénique) ou polyclonaux.
Dans la plupart des cas, ’anticorps est conjugué a une enzyme (peroxydase) qui peut catalyser
une réaction de production de couleur (immunoperoxydase) (Caulet-Maugendre, 1999). Dans
les autres cas, les anticorps sont marqués par un fluorophore. Il faut toujours bloquer les
peroxydases endogenes avant de commencer les expériences d’immunohistochimie en
incubant le tissu a tester dans du peroxyde d’hydrogene (Caulet-Maugendre, 1999). Les
études sur les mammiféres marins utilisent fréquemment des anticorps polyclonaux obtenus
de lapins expérimentalement infectés par Brucella abortus ou B.melitensis (Miller et al.,
1999 ; Hernandez-Mora et al., 2008 ; Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Jauniaux et al., 2010 ;
Davison et al., 2013). Les Brucella sont retrouvées dans les macrophages et les cellules
inflammatoires de divers tissus (nceuds lymphatiques, utérus, placenta (fig.13), rate (fig.14),
cerveau, foie et pancréas), surtout dans le poumon, les organes présentant des lésions, les
parasites et le lait (Miller et al., 1999 ; Hernandez-Mora et al., 2008 ; Gonzales-Barrientos et
al., 2010 ; Jauniaux et al., 2010 ; Davison et al., 2013). Cette technique permet d’identifier la
bactérie dans les parasites pulmonaires ce qui est utile dans 1’étude de la transmission de la

brucellose chez les mammiferes marins (Dawson et al., 2008a).
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Figure 13: Immunohistochimie marquant un antigéne de Brucella dans les cellules inflammatoires des
villosités placentaires chez un dauphin x40.
(d’aprés Gonzales-Barrientos et al.,2010)
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Figure 14: Coloration d’immunohistochimie positive dans les cellules phagocytaires sous la capsule de la
rate chez un marsouin commun infecté par Brucella ceti x200.
(d’aprés Jauniaux et al., 2010)

- Polymerase Chain Reaction (PCR)

C’est une technique de laboratoire de plus en plus utilisée car elle est simple, rapide,

peu dangereuse et présente de bonnes sensibilité et spécificité.

Elle permet d’obtenir un nombre important (de 1’ordre du million) de copies de la
séquence choisie de I’ADN. C’est une méthode d’amplification enzymatique in vitro. Il faut
connaitre les séquences flanquant I’ADN cible afin d’élaborer deux amorces de 15-25 pb
(Poitras et Houde, 2002). Ces amorces doivent s’hybrider spécifiquement aux deux extrémites
de la séquence a amplifier. Elles servent d’amorces a I’ADN polymerase avec I’extrémité
3’OH libre. L’ADN polymerase la plus fréquemment utilisée est la Taq polymerase provenant
de Thermophilus aquaticus qui est une bactérie thermostable (jusqu’a 75-80°C). On peut
réaliser une électrophorese pour déterminer le fragment amplifié ou bien réaliser une real time
PCR par émission de fluorescence qui ne nécessite pas d’électrophorése (Poitras et Houde,

2002).

La PCR est tres utile pour diagnostiquer rapidement et efficacement 1’infection par
B.ceti et B.pinnipedialis. Une méthode PCR trés utilisée pour détecter les bactéries du genre
Brucella cible le géne bcsp31 de 151 pb (adapté a une real time PCR) qui code pour une
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protéine de 31 kDa de la membrane chez toutes les espéces de Brucella (Jauniaux et al.,
2010 ; Godfroid et al., 2010 ; Guzman-Verri et al., 2012). L amplification est possible jusqu’a
16 jours d’incubation donc méme pour des tissus de mauvaise qualité comme on peut 1’avoir
lors d’échouage (Sidor et al., 2013). En real-time PCR, les deux amorces sont
5’GCTGGTTGCCAATATCAATGC3’ et 5’ GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG3’ et la sonde
présente la séquence suivante: 5’6FAM-ACTCCAGAGCGCCCGACTTGATCG-DB3’
(Jauniaux et al., 2010).

D’autres PCR existent pour amplifier des séquences spécifiques de Brucella, ciblant le
gene 16S-23S ou la séquence d’insertion 1S711 spécifique de ces bactéries. La real-time PCR
ciblant la séquence 1S711 est d’autant plus intéressante que le nombre de ces séquences est
important chez les bactéries de mammiféres marins, augmentant ainsi la sensibilité du test
(Godfroid et al., 2010).

Afin d’étre plus discriminant, il est possible de cibler le géne bp26. En réalisant une
électrophorese, on peut affirmer que la bactérie en question est une Brucella marine si la taille
de DPamplicon est de 1900 pb. Les amorces pour cette PCR sont:
5’GCCCCTGACATAACCCGCTT3’et S’GAGCGTGACATTTGCCGATA3’ (Cloeckaert et
al., 2001). Il est ensuite possible de réaliser des PCR de type MLVA, MLST ou IRS-PCR afin
de typer les bactéries et de pouvoir les classer permettant aussi de faire un lien

épidémiologique entre plusieurs cas.

Récemment, des PCR multiplexes ont été développées afin de pouvoir identifier
directement I’espéce de Brucella impliquée dans I’infection de I’animal. On peut s’attarder ici
sur la PCR Bruceladder qui permet de distinguer toutes les especes de Brucella a ’exception
de neuf souches sur 21 de Brucella canis qui avaient le méme profil que B.suis (Lopez-Goni
et al., 2008). Cependant, B.suis n’a jamais été isolée chez un chien. Cette méthode ne permet
pas de différencier les différents biovars d’une espéce (Lopez-Goni et al., 2008). Bruceladder
se base sur le nombre et la taille de sept produits d’amplification de PCR en se servant de
caractéristiques des génomes de différentes especes de Brucella pour réaliser les amorces
(Garcia-Yoldi et al., 2006) :

- Une délétion de 25000 pb amenant a la perte du géne omp31 chez B.abortus ;
- Une délétion de 15000 pb comprenant les genes omp25b et whoAwhoB chez

Brucella ovis ;
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- Une interruption de la séquence d’un géne WhoA par la séquence d’insertion

IS711 dans une souche vaccinale de B.abortus (RB51) ;

Une délétion de 702 pb dans le everyopen de la souche vaccinale de B.abortus
(S19);

Une mutation spécifique du gene rpsL de la souche vaccinale Revl de

B.melitensis par rapport a la souche sauvage ;

Une déléetion de 976 pb dans le chromosome | spécifique de B.canis ;

Une délétion de 2200 pb dans le chromosome | spécifique de B.neotomae ;

Un fragment de 2600 pb de B.suis, absent de B.abortus et B.melitensis ;
- Une séquence d’insertion 1S711 en avant du géne bp26 chez les Brucella de

mammiféres marins.
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Figure 15: Différenciation de toutes les espéces de Brucella et de leurs souches vaccinales S19, RB51 et
Revl par la PCR multiplexe Bruceladder.

(A)B. abortus; (M)B melitensis; (O)B. ovis; (S)B. suis; (S19)souche vaccinale de B. abortus S19; (RB51)
souche vaccinale de B. abortus RB51; (Rev.l)souche vaccinale de B. melitensis Rev.1; (C)B. canis; (N)B.
neotomae; (Bp)B. pinnipedialis; (Bc)B. ceti

(d’aprés Lopez-Goni et al., 2008)

En ce qui concerne les Brucella marines, un fragment de 1320 pb est amplifié tandis
qu’une séquence de 450 pb est manquante par rapport aux autres especes de Brucella (fig.15).
C’est une technique rapide, stire et simple de préparation. Cependant, toutes les souches et
biovars ne sont pas différentiables. Cette PCR multiplexe vient surpasser la AMOS PCR qui
ne permettait pas d’identifier B.canis, B.neotomae, B.ceti, B.pinnipedialis, B.abortus biovars

3-5-6 et 7 et B.suis biovars 2-3-4 et 5 (Garcia-Yoldi et al., 2006).
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2.2.5. Traitement et Prophylaxie

Un seul traitement a été tenté chez les mammiféres marins. Il s’agissait d’un grand
dauphin femelle présentant de I’anorexie, de I’apathie et de la dyspnée a cause d’un abces
intra-pulmonaire de trois centimetres de diameétre (Cassle et al., 2013). Dans cette publication,
les vétérinaires ont aspiré 20mL de liquide séro-sanguinolent a purulent de 1’abcés et ont
injecté 20mL d’amikacine (aminoside). L’animal a présenté¢ une amélioration de ses signes
cliniques avec une disparition totale de la dyspnée. Une PCR a révelé la présence de Brucella
spp. dans le contenu de I’abcés. Les vétérinaires ont prescrit de la doxycycline a 2,5 mg/kg
BID per os et de la rifampicine a 4 mg/kg SID per os pendant huit semaines. Ces molécules
constituent 1’association habituelle pour le traitement de la brucellose, notamment chez
I’homme. Dix semaines apres disparition des signes cliniques, 1’échographie de contrdle a
montré que I’abces avait significativement diminué de taille. Deux ans aprés que ’animal ait
été présenté, I’abcés ne constituait plus qu’une minéralisation focale. Durant ces deux années,
le dauphin a toujours présenté des taux d’anticorps élevés (Cassle et al., 2013).
Apparemment, le traitement aurait fonctionné bien que 1’animal n’ait plus été suivi par la

suite.

Cependant, le risque de contamination d’autres espéces et I’impact en santé publique
sont tels que I’euthanasie doit étre envisagée, tout particulierement pour un animal vivant en

captivité, en contact étroit avec I’homme.

Aucune prophylaxie n’est appliquée pour le moment pour prévenir des infections par
des Brucella marines ni pour les mammiferes marins ou terrestres ni pour I’'Homme ce qui

pourrait engendrer des contaminations.
2.3.  Brucella marines et autres especes animales

2.3.1. Chez les Poissons

Le genre de bactérie Brucella n’était pas connu pour infecter les poikylothermes
jusqu’a récemment. Des poissons chat du Nil (Clarias gariepinus) ont été experimentalement
infectés avec Brucella melitensis biovar 3 (Salem et al., 1997). Les poissons ont séroconverti
7 jours apres inoculation et la bactérie a pu étre isolée par culture de leurs organes internes
apres autopsie. Cependant, la bactérie n’a pas été transmise aux poissons sentinelles non

infectés (Salem et al., 1997).
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Dans une étude plus récente de El-Tras et al., 2010, B.melitensis biovar 3 a été isolée
par PCR du géne omp2 des organes internes et a partir d’écouvillons de peau chez un poisson
chat du Nil séropositif. Ce poisson avait été naturellement infecté par Brucella dans la région
du delta du Nil en Egypte ou des déchets animaliers sont usuellement déversés dans 1’eau. Les

poissons pourraient ainsi également étre sensibles a I’infection par B.ceti et B.pinnipedialis.

Ces études suggérent que les poissons pourraient étre réceptifs a la brucellose méme si
leur r6le dans la transmission et/ou comme réservoir de la brucellose dans 1’environnement

aquatique n’est pas connu.

On peut émettre I’hypothése d’une transmission aux poissons par les nématodes
pulmonaires. En effet, des Brucella ont été découvertes dans ces parasites de mammiferes
marins. Leur cycle évolutif n’est pas bien connu mais il ferait intervenir les poissons via

I’ingestion de feéces infestés qui pourraient étre a I’origine de la contamination des poissons.

S’il était prouvé que les Brucella des mammiféres marins pouvaient infectés les
poissons, cela aurait un impact économique colossal sur I’industrie de la péche et un impact
sur la santé publique significatif. Il est donc impératif de réaliser des études plus approfondies

sur ce sujet.
2.3.2. Chez les mammiféeres terrestres

La brucellose chez les ruminants est une maladie infectieuse et contagieuse entrainant
de grandes pertes économiques. La brucellose peut causer des avortements, des veaux faibles,
de l’infertilité et des baisses de production laitiére. C’est pour ces raisons qu’elle est classée

comme un danger sanitaire de catégorie 1 en France (autre que B.ovis et B.suis sérotype 2).

L’inoculation expérimentale par voie veineuse d’une souche de Brucella provenant
d’un phoque commun du Pacifique a entrainé I’avortement de 2 vaches sur les 3 inoculées 50-
56 jours post-inoculation (Rhyan et al., 2001). La bactériologie (culture et
immunohistochimie) a révelé la présence des bactéries dans le placenta, le vagin, le tissu
mammaire et plusieurs noeuds lymphatiques des deux vaches ayant avorté ainsi que dans les
tissus d’un avorton. Les lésions post-mortem étaient une placentite nécro-purulente ainsi
qu’une endométrite. Les vaches ont toutes séroconverti méme si les titres d’anticorps
n’étaient importants et durablesque chez les deux vaches ayant avorté. Cette étude montre que

des Brucella provenant de mammiféres marins peuvent entrainer la production d’anticorps et
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des avortements chez les bovins mais sont moins pathogénes que B.abortus dans cette espece
(Rhyan et al., 2001). Une autre étude expérimentale a montré une colonisation de 1’organisme
mais avec une faible pathogénicité de 3 souches de Brucella marines chez des moutons (1
avortement sur 24) (Perrett et al., 2004b).

Plus tard, 10 cochons ont été inoculés avec une souche de Brucella marine zoonotique
(02/611 ST27) (Bingham et al., 2008). Un titre faible et transitoire d’anticorps a été détecté
chez seulement 3 porcs dont deux ont été négatifs a la culture. Les cochons ne se sont pas

révélés de bons hotes pour cette souche de Brucella (Bingham et al., 2008).
2.3.3. Potentiel zoonotique

La brucellose est une zoonose infectieuse qui se transmet facilement a I’Homme chez
qui elle est souvent nommeée fievre de Malte, ou elle a été identifiée pour la premiére fois dans
les années 1850 (OIE). L’incidence mondiale de la brucellose humaine est estimée a 500 000
nouveaux cas par an par 1’Organisme Mondial de la Santé. En France, cette maladie est
désormais rare (France officiellement indemne depuis 2005), principalement contractée dans

les pays tiers ou la maladie animale est insuffisamment ou non contrélée.

Chez I'Homme, la plupart des espéces de Brucella provoquent des syndromes
similaires. Les infections peuvent étre soit asymptomatique soit symptomatique. Dans les cas
symptomatiques, la maladie est extrémement variable et les signes cliniques peuvent
apparaitre insidieusement ou brusquement. Typiquement, la brucellose humaine commence
comme une maladie fébrile aigué avec des signes grippaux non spécifiques tels que fievre,
maux de téte, malaises, dorsalgie, myalgies a douleurs généralisées. Des sueurs profuses
peuvent survenir, en particulier la nuit. Certains patients guérissent spontanément, tandis que
d'autres développent des symptémes persistants qui généralement croissent et décroissent
dans le temps (OIE). Des complications sont parfois observées incluant de l'arthrite, de la
spondylarthrite, de la fatigue chronique, et de 1’orchiépididymite. Des signes neurologiques (y
compris des changements de personnalité, une méningite, une uveite et une névrite optique),
de l'anémie, des abces internes, de la néphrite, de I'endocardite et de la dermatite peuvent
également survenir. D'autres organes et tissus peuvent également étre infectés, ce qui entraine
une grande variété de symptomes. Des rechutes peuvent étre subies, méme dans les cas

traités avec succes. Le taux de mortalité est faible; chez les personnes non traitées, les
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estimations du taux de létalité varient entre 2% a 5%. Les décés sont généralement causés par
une endocardite ou une méningite (OIE).

Les vétérinaires, les éleveurs, les chasseurs et le personnel des abattoirs sont
particulierement exposes a I’infection qui peut étre transmise en manipulant les animaux
malades, les avortons ou les placentas. C’est aussi une des maladies les plus facilement
contractées en laboratoire. Cependant, la consommation de lait non pasteurisé provenant
d’animaux infectés est le principal mode de transmission de la maladie a I’lHomme. On peut
aussi citer la viande voire les animaux infectés chez des personnes dont le métier est en
contact avec des animaux hétes. Quatre des six espéces de Brucella connues avant 2007
peuvent se transmettre aux humains : Brucella melitensis par les moutons et les chévres,
Brucella abortus par les vaches, Brucella suis par les porcs et enfin Brucella canis par les
chiens (OIE).

Le potentiel zoonotique des Brucella marines est donc une donnée importante. Le
travail en laboratoire a été a 1’origine du premier cas humain de brucellose marine en 1999
(Brew et al., 1999). Ce patient, travaillant avec des souches de Brucella isolées de
mammiféres marins, souffrait de céphalées, fatigue et sinusite. La réponse sérologique envers
Brucella était positive. Des bactéries ont été isolées d’une culture sanguine et identifiées par
typage et PCR comme des Brucella d’origine marine. Le traitement a consisté en 6 semaines
de rifampicine (600mg/jour) et doxycycline (200mg/jour). Le patient n’a présenté aucune

complication (Brew et al., 1999).

Trois cas d’infections naturellement acquises ont également été rapportés. Deux de ces
cas de brucellose causés par des souches de mammiféres marins se sont présentés au Pérou
(Sohn et al., 2003) et un en Nouvelle-Zélande (McDonald et al., 2006).

Les deux patients peruviens présentaient tous deux des troubles neurologiques
imputables a des masses intra-craniennes correspondant a des granulomes inflammatoires
(Sohn et al., 2003). Le premier patient a consulté en 1985 a 1’age de 26 ans puisqu’il
présentait depuis trois mois des douleurs périoculaires, des maux de téte et des convulsions
généralisées périodiques. L’examen neurologique a mis en évidence une masse de 5 cm de
diametre dans la région frontopariétale gauche. A la biopsie, elle s’est révélée étre un
granulome avec des cellules géantes multinucléées. La sérologie pour la brucellose était
positive. Il a été traité avec de la rifampicine et des tétracyclines. Le second patient a consulté

en 2001 a I’age de 15 ans pour maux de téte, nausées, vomissements et détérioration
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progressive de la vision depuis un an. L’IRM a révélé des masses dans les lobes pariétal et
occipital gauche associées a un cedéme méningé. Ce patient a été opéré et I’histologie des
masses a conclu a des granulomes composés d’un infiltrat lymphohystiocytaire et des cellules
géantes. La sérologie pour Brucella était négative mais la mise en culture positive. Un
traitement contre la brucellose a été prescrit pendant un an. Le patient a présenté
d’importantes améliorations mais n’a pas retrouvé toutes ses capacités visuelles. Ces deux
patients consommaient des fromages non pasteurisés et parfois du poisson cru mais n’ont
jamais été en contact avec des mammiféres marins (Sohn et al., 2003). Une neurobrucellose a
été diagnostiquée dans les deux cas. C’est une forme d’infection systémique rare et sévére qui
présente une grande diversité de signes cliniques. Elle ne survient que chez moins de 5% des
patients humains présentant une brucellose (OIE). Les isolements bactériens provenant de ces
deux patients ont d’abord été identifiés comme B.melitensis mais les tests moléculaires ont
par la suite exclu B.melitensis, B.suis et B.abortus biovar 1. Plus tard, une PCR ciblant le gene
bcsp31 a été réalisee pour confirmer que les deux bactéries isolées des patients étaient bien
des Brucella. Par la suite, I’amplification du geéne bp26 et le séquencage du géne omp2a ont
permis de montrer que les souches provenant des deux patients appartenaient a la méme
espece et qu’on pouvait les associer a un échantillon de Brucella provenant d’un phoque
veau-marin, la souche B2/94 (Sohn et al., 2003). Les souches issues de ces deux cas humains
ont donc été rapprochées, a ce moment-la, de Brucella pinnipedialis en se basant sur le
séquencage du géne omp2a. Dans un premier temps, il a été hypothéqué que les phoques ont
transmis la brucellose aux troupeaux et que par conséquent, les produits laitiers non

pasteurisés étaient contaminés (Sohn et al., 2003).

Le patient de Nouvelle-Zélande a consulté en 2003 a 1’age de 43 ans pour fiévre,
rigidite et sensibilité de la région lombaire révélant une osteomyeélite vertébrale (McDonald et
al., 2006). La sérologie pour Brucella était positive. L’IRM a mis en évidence des zones
d’inflammation multifocales de la premicre a la quatriéme lombaire et au niveau de I’ilium
droit. La culture du produit d’aspiration de la synovie a ’aiguille fine a conclu a un bacille
GRAM négatif. Ces signes cliniques ont d’abord été imputable a Brucella suis. Cette
identification avait été appuyée par le fait que le patient avait préparé deux porcs tués a la
ferme et qu’il n’avait pas consommé de produits laitiers non pasteurisés. Par contre, cette
personne consommait du poisson cru (surtout du vivaneau) mais n’a jamais ¢té en contact
avec un mammifere marin. Des investigations ultérieures par caractérisation phenotypique et

PCR du géne bp26 ont révélé I’appartenance de la bactérie a des Brucella marines. Le
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séquencage des génes omp2 a montré la présence d’une copie du gene omp2a et une copie du
géne omp2b correspondant a des Brucella marines et plus particuliérement a la souche F5/99
isolée d’un avorton de grand dauphin. Cette ressemblance a été confirmée par 1’empreinte
génétique des séquences I1S711 et du géne omp25. Phylogénétiquement, les isolats humains et
celui du grand dauphin F5/99 sont proches de ceux de phoques veaux-marins (mais ils ne
possedent pas de copie du gene omp2b). Ce patient de Nouvelle-Zélande est le second rapport
d’infection naturellement survenue chez un humain (McDonald et al., 2006). Ces différents
travaux nous ont présenté des cas de brucellose zoonotique impliquant des souches d’origine
marine. Aucun cas n’a été formellement imputable a B.ceti ou B.pinnipedialis. C’est une autre
souche de Brucella marine retrouvée également chez un grand dauphin qui a avorté sur la cote

américaine (le génotype ST27).

Au contraire des trois cas naturellement infectés, la personne travaillant dans le
laboratoire présentait une brucellose peu séveére et sans complication. L’analyse par
séquencage de multilocus a révélé que les trois isolats des cas naturellement acquis de
brucellose partagent le méme génotype, ST27 (Whatmore et al., 2008). Or, dans les études
(dont Macquart et al., 2009), le génotype ST27 n’a été retrouvé que chez I’avorton d’un grand
dauphin de la céte Ouest des Etats-Unis dont la souche F5/99 a été isolée. La souche isolée de
la personne travaillant en laboratoire appartient au génotype ST23, des Brucella ceti
principalement associées aux marsouins, ce qui corrobore avec son étude. Il est clair que les
trois cas humains naturellement infectés par des Brucella marines sont étroitement liés. Ce
génotype ST27 est rare dans 1’échantillothéque probablement parce que les échantillons
analysés proviennent surtout de 1’hémisphére Nord. Ainsi, ce génotype ne se retrouve peut
étre que dans I’hémisphére Sud. Cela pose aussi la question d’un potentiel zoonotique plus
important de ce génotype par rapport aux autres. Aucun des trois patients n’a rapporté de
contact avec des mammiferes marins mais ont consommé tous les trois du poisson cru
(Whatmore et al., 2008). La question de la transmission de la brucellose par les poissons
serait, si elle est réelle, un vrai probleme de santé publique qui pourrait entrainer des mesures

drastiques sur I’industrie de la péche.

Ces cas zoonotiques, peu nombreux mais reels, permettent de mettre en lumiére la
variabilité des symptdmes pouvant survenir suite a I’infection par une Brucella d’origine
marine et ainsi d’émettre 1’hypothése d’un sous-diagnostic de cette zoonose. En effet, dans les
différentes etudes, les symptdmes peuvent étre moderés comme de la fatigue, des maux de

téte et des sinusites mais peuvent aussi s’avérer plus séveres avec des troubles neurologiques
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ou une ostéomyélite vertebrale. Rappelons aussi que les symptdmes de la forme classique sont
assez frustres et difficiles a diagnostiquer. Il est clair que le potentiel zoonotique des Brucella
marines est présent et qu’un sous-diagnostic semble réel. De plus, si la souche la plus
zoonotique est présente exclusivement dans I’hémispheére Sud, cela correspond a de nombreux

pays sous-médiques.

In vitro, des souches de Brucella pinnipedialis sont capables de pénétrer dans les
macrophages humains mais ne serait pas capable de s’y multiplier. Ce qui démontre le bas

potentiel zoonotique des souches testées dans cette étude (Larson et al., 2013).

Ce potentiel zoonotique doit étre pris en considération. En effet, encore de nos jours,
de nombreuses personnes se nourrissent de mammiféres marins et pourraient étre contaminés
par une viande trop peu cuite. Les personnes chassant ces mammiféres peuvent aussi étre
infectées lorsqu’ils préparent la carcasse pour la consommation. D’autres groupes de
personnes sont a risque a cause de leur contact potentiel avec un mammifére marin infecté
comme les vétérinaires, les zoologues, les pécheurs, les scientifiques, le personnel de zoo ou
encore toute personne entrant en contact avec un mammifére marin échoué sur une plage. La
contamination des poissons et des troupeaux est trés préoccupante pour le régime alimentaire
de ’'Homme. D’autant plus que des troupeaux peuvent étre en contact avec des phoques dans
certains pays ou que des oiseaux marins peuvent amener sur les cotes des débris de placenta
ou de tissus foetaux contaminés. L’impact pour I’industrie de la péche est d’autant plus
important que les trois cas humains naturellement infectés par une Brucella marine ont
consommé du poisson cru avant d’exprimer les signes cliniques de la maladie. De part toutes
ces voies possibles de contamination, il apparait que la brucellose marine chez I’homme doit
étre sous-diagnostiquée ou présenter une pathogeénicité moins forte que certaines souches de

Brucella terrestres.

81



82



3. Probléematique

La brucellose chez les mammiféres marins est une maladie bactérienne découverte
récemment. Deux especes différentes sont pour le moment reconnues, Brucella ceti et
Brucella pinnipedialis selon leur préférence d’hotes, méme si les recherches actuelles tendent
a remettre cette classification en doute. Pour le moment, la plupart des études sur la brucellose
marine sont réalisées dans 1’hémisphére Nord mais aucune recherche n’a été faite en France
qui presente pourtant 5000 km de littoraux et de nombreux échouages de mammiferes marins
chaque année. Ces échouages représentent une attraction pour le public et ainsi de
nombreuses personnes, professionnelles ou non, se trouvent en contact avec des cadavres de
mammiféres marins. Brucella pinnipedialis n’est pas connue comme causant des avortements
chez les pinnipédes, pourtant, son importance dans les échecs de reproduction devrait étre
investiguée. Des études doivent étre menées pour détecter des Iésions dues a la brucellose
chez ces phocidés. Peut-étre que certaines souches de Brucella marines sont tres bien adaptées
a certains hotes qui joueraient ainsi le r6le de réservoir primaire. On peut citer le marsouin
commun qui présente fréqguemment des anticorps anti-Brucella mais dont la pathologie est
restreinte a quelques cas. Au contraire, le dauphin bleu et blanc semble trés sensible a la
brucellose, en témoigne les nombreux cas de pathologies sévéeres sous différentes latitudes.
Probablement que certaines souches de Brucella ceti et Brucella pinnipedialis sont plus
virulentes que d’autres, notamment la souche ST27 pour 1’aspect zoonotique de la maladie.
Enfin, les données sur la transmission des Brucella dans la faune marine n’est que trés peu
élucidée. Les parasites semblent y jouer un rdle déterminant. Leur implication dans la
transmission de la bactérie pousse a se questionner et a étudier le rdle des poissons dans le

cycle infectieux.

Les échouages de mammiféres marins permettent d’obtenir des données biologiques
difficiles a acquérir par d’autres moyens. Le suivi des populations en mer est en effet
complexe a réaliser et la prise d’échantillons 1’est encore plus. Ainsi, les buts de cette thése
sont doubles. Dans un premier temps, nous analyserons les échouages de mammiferes marins
sur les cotes frangaises de la Manche de 1995 a nos jours et leurs causes pour pouvoir
améliorer la protection de la faune marine. Le deuxieme but est, a partir des mammiferes
marins échoueés, de rechercher Brucella dans les échantillons collectés lors de 1’autopsie afin
d’objectiver la présence ou 1’absence de la bactérie dans nos eaux, de sa pathologie dans le

but de protéger les mammiferes marins et la santé des populations puique Brucella est une
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bactérie zoonotique. En effet, faute de cadre et de moyens, aucune stratégie d’échantillonnage
n’est aujourd’hui appliquée, seuls quelques animaux font ’objet d’une recherche plus

approfondie de pathogénes d’ou I’intérét de cette étude a plus grande échelle.
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1. PARTIE 1 : Etude reéetrospective des échouages et des
causes de mortalité des mammiféres marins sur les

cotes francaises de la Manche de 1995 a 2015

Aucun marsouin commun échoué en 2015 n’est inclus dans cette étude faute
d’archivage et un seul phoque veau-marin échoué en 2015 est inclus dans cette étude car

autopsié lors de la réalisation de ces expériences.

En France, 14 204 cétacés se sont échoués entre 1995 et 2014 sur les trois facades
maritimes (Atlantique, Manche-Mer du Nord et Méditerranée) dont environ 2 950 sur les
cotes francaises de la Manche (Van Canneyt et al., 2015). Sur cette fagade, la majorité des
échouages sont représentés par les marsouins communs avec 1 430 échouages entre 1995 et
2014. Les dix derniéres années, la moyenne des échouages est estimée en moyenne a 800 par
an. Bien qu’il y ait des fluctuations, il y a une tendance globale a 1’augmentation des
échouages de mammiféres marins. Une augmentation sévere de 50% est survenue en 2011 (1
036 échouages contre 590 en 2010), 2012 (1 234) et 2013 (1 373) avec une diminution légeére
en 2014 (1 129) mais toujours bien au-dessus de la moyenne habituelle (fig.16). Depuis une
vingtaine d’années, les échouages de marsouins communs augmentent drastiquement. La
tendance est similaire pour les phocidés avec 1 921 phoques échoués de 1995 a 2014 en
France dont 637 phoques veaux-marins (Van Canneyt et al., 2015). Deux pics d’échouages
sont repérables, un en hiver correspondant aux échouages de phoques gris et un en été pour

les échouages de phoques veaux-marins (fig.17) (Van Canneyt et al., 2015).
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Figure 16 : Distribution annuelle des effectifs d’échouages de cétacés sur le littoral francais de 1980 a 2014
(n=18959).
(Van Canneyt et al., 2015)
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Figure 17 : Distribution intra-annuelle des échouages de cétacés sur ’ensemble du littoral en 2014
(n=1026).
(Van Canneyt et al., 2015)

Les menaces les plus lourdes pesant aujourd’hui sur les petits cétacés et les phocidés
sont les captures par filets de péche et la pollution chimique de nos eaux. La collision avec
des bateaux présente un danger supplémentaire pour les grands cétacés. Enfin, il ne faut pas

oublier qu’un grand nombre de cétacés sont aujourd’hui classés en annexe I (especes

menacées d’extinction) ou II (espéces pouvant étre menacées d’extinction) par le CITES
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(Robineau, 2005). L’étude des causes de mortalité devient une nécessité pour permettre leur

conservation.

L’objectif de cette partie est de présenter I’évolution des échouages sur les cotes
francaises de la Manche, dans le but d’observer des tendances a 1’amélioration ou a la
détérioration des conditions de vie des mammiféres marins. Il sera aussi intéressant de cibler
une population particulierement touchée. Enfin, le troisiéme objectif est de savoir s’il est

possible de relier ces échouages et leur évolution & des causes précises.

Ici, nous ne nous intéressons pas a tous les mammiféres marins échoués en France
mais seulement a ceux échoués sur les cotes francaises de la Manche et ayant fait 1’objet
d’une autopsie a la Faculté¢ Vétérinaire de Liege. Notre étude ne représente donc qu’un petit
échantillon de I’ensemble des animaux qui se sont échoués durant cette période. Néanmoins,
il s’agit dans la plupart des cas d’animaux en bon état de conservation permettant d’identifier
la cause probable de la mort. lls constituent ainsi un échantillon représentatif de la situation

globale.
1.1. Matériel et Méthodes

1.1.1. Collecte des échantillons

Les populations de mammiféres marins des cotes francaises sont suivies, en termes
d’abondance relative, de parametres démographiques et écologiques et de causes de mortalité
au moyen du Réseau National d’Echouage (RNE). Ce réseau couvre toutes les cotes de
France Métropolitaine dont les différentes facades maritimes avoisinent les 5000 kilométres.
Il est composé de plus de 200 bénévoles intervenants sur seulement 300 a 1000 échouages par
an (Van Canneyt et al., 2015). Ce rassemblement de personnes et d’organismes compétents a
pour objectif principal de collecter les informations relatives aux échouages de cétacés et de
pinnipédes. Le RNE est aujourd’hui coordonné par le Centre de Recherche sur les
Mammiféres Marins (CRMM) a La Rochelle. Depuis 2004, le CRMM est intégré a
I’Université de La Rochelle (observatoire-pelagis.cnrs.fr). L’Observatoire Pelagis assure alors
la coordination scientifiqgue du RNE. Le CRMM a pour objet de constituer un observatoire a
long terme des populations de mammiferes marins, d’évaluer les menaces qui pésent sur ces
especes et d’apporter des propositions de gestion aux administrations concernées. Le CRMM

coordonne cet ensemble au compte de 1’Etat (pelagis.com).
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En Belgique, la gestion des mammiferes marins échoués sur les cotes dépend de
I’Unité de Gestion de Mod¢le Mathématique de la Mer du Nord (UGMM). Depuis 1990, une
collaboration existe entre ’'UGMM et le Service de Pathologie de I’Université de Liége afin
que tous les animaux échoués soient analysés. Il s’agit du projet MARIN (Marine Animals
Research and Intervention Network) dont le but est une approche multidisciplinaire
(vétérinaires, biologistes, toxicologistes) des causes de mortalité des mammiferes marins
échoués. Ce projet est subventionné au travers de plusieurs autres programmes de recherche
scientifiques qui émanent de la Politique Scientifique Féderale Belge. Plus particuliérement,

dans la cadre du projet MARIN, les taches suivantes sont réalisées :

- Collecte des animaux échoués sur le littoral ;

- Détermination de I’espéce et du sexe ;

- Autopsie suivant un protocole agréé et examen pathologique et histologique ;

- Evaluation des lésions ;

- Examen, et si possible identification des parasites infestant les animaux ;

- Echantillonnage des organes, tissus, parasites et expédition des échantillons
pour des recherches complémentaires telle que microbiologie, bactériologie,
virologie, toxicologie, parasitologie ;

- Prélévement du contenu stomacal ;

- Prélevement des dents chez les odontocetes afin de déterminer leur age.

En 1995, un accord a été établi entre les représentants du Réseau National d’Echouage
de France et le service de pathologie de la Faculté Vétérinaire de Liege afin de réaliser les
autopsies de mammiféres marins échoués de la frontiére belgo-francaise a la baie de Somme,
représentant a peu prés 180 km de plage, a ’'ULg (Université de Liége). La collecte et le
transport des animaux vers Lieége ont pu étre réalisés grace a des intervenants du RNE, plus
particulierement la Coordination Mammalogique du Nord de la France Groupe Mammiferes
Marins (Graveline), la Ligue Protectrice des Animaux du Nord (Calais), I’Office National de
la chasse et de la faune sauvage, Picardie Nature (Amiens) et la Société Protectrice des

Animaux de Dunkerque. C’est pour cette raison que notre étude commence a partir de 1995.
1.1.2. Protocole d’autopsie des mammiféres marins

Pour chaque mammifére marin échoug, réceptionné en salle d’autopsie de la Faculté

Vétérinaire de Liege, un rapport d'autopsie compilant toutes les données connues sur
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I'individu est rédigé. Un numéro d’autopsie est attribué a chaque animal. Toutes les autopsies
ont été réalisées selon un protocole standard d’investigation post-mortem des cétacés et des
pinnipedes (Jauniaux et al., 2002). Dans chaque rapport est notifié : la date et le lieu
d’échouage s’ils sont connus ainsi que des donnés individuelles déterminées lors de I’examen
post-mortem. Nous pouvons ainsi connaitre: 1’espéce, le sexe de I’animal, la longueur totale
du corps, le poids ainsi que la cause probable de la mort déterminée a partir du tableau
Iésionnel (tableau 8). Toutes les lésions décrites dans le tableau ne sont pas forcément
présentes. Il convient aussi de déterminer le code de conservation de I’animal (tableau 9) qui
décrit I’état de fraicheur de I’individu et conditionne la collecte des échantillons et
I’interprétation des lésions. Le tableau 10 rapporte les codes de décomposition requis pour
que I’échantillon soit utilisable. Un intérét particulier est par ailleurs donné quand a

I’identification des différents échantillons.

Plus en détails, lors de I’examen externe, on prétera particulicrement attention a 1’état
d’embonpoint estimé selon I’épaisseur de graisse sous-cutanée et 1’aspect des muscles. En
bon état d’embonpoint, 1’épaisseur de lard est importante et les muscles sont plutét rebondis.
En cas d’émaciation, le lard sous-cutané est présent en faible quantité, les muscles sont
creusés et on peut voir une dépression derriére la téte et sur la colonne vertébrale qui devient
facilement palpable. La peau est examinée avec précaution pour relever les lésions et les
parasites éventuels. Les orifices corporels sont soigneusement inspectés pour la présence
d’écoulement, de 1ésions et de parasites. Une attention particuliére est portée a I’examen de
I’oreille interne et des sinus péri-tympaniques, les parasites éventuels étant collectés. Chez les
femelles, la glande mammaire est observée et prélevée ainsi que le lait éventuellement
présent. Lors de I’examen interne, I’animal est placé en décubitus latéral droit s’il s’agit d’un
petit cétacé et en décubitus dorsal s’il s’agit d’un pinnipéde. Chez les cétacés, I’ouverture est
réalisée longitudinalement depuis le cou jusqu’a I’anus d’une part et, dans la partie supérieure
du flanc, au niveau des apophyses transverses. Chez les pinnipédes, 1’incision est réalisée sur
la ligne médiane de I’espace inter-mandibulaire a la symphyse pubienne. Le péritoine est
observé afin de détecter d’éventuels kystes de parasites. De manicre générale, pour les cavités
abdominale et thoracique, tout liquide doit étre décrit et prélevé, tous les organes doivent étre
examinés in situ et apres extraction, avant et apres incision. Une attention particuliére est
prétée aux parasites dans les organes et les vaisseaux sanguins. Si des parasites sont présents,

ils doivent étre prélevés (Jauniaux et al., 2002).
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Tableau 8: Cause de mortalité probable en fonction des lésions macroscopiques observées lors de

I’autopsie d’un mammifére marin.

Cause probable de la mort

Capture accidentelle par les filets de péche

Tableau Iésionnel a I’autopsie
Lacérations cutanées, traces de filets ou
amputations
Bon état d’embonpoint
Hématomes sous-cutanés
Contenu stomacal

(Edéme et congestion pulmonaire

Evidence de lésions inflammatoires aigués et/ou

Infection )
chroniques
Epaisseur de lard faible ou nulle
Fonte musculaire

Emaciation Tube digestif vide
(Edéme pulmonaire
Par élimination des autres causes de mortalité
Tumeur
Trauma
Autres L.

Prédation
Etc

(d’aprés Jauniaux et al., 2002)
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Tableau 9: Code de conservation en fonction des observations post-mortem.

Code de Observations d’autopsie

conservation

Extrémement frais (échoués vivants) :
Carcasse non gonflée
Rigidité cadavérique possible
Séparation du sérum

CC1 Membranes cutanéo-mugqueuses integres

(Eil non vitreux

Frais :

Eil vitreux
cC2 Pas de séparation du sérum
Viscéres intacts, non distendus par les gaz de putréfaction

Absence de protusion de la langue et du pénis

Décomposition légeére :

Carcasse gonflée

Détachement de la partie supérieure de la peau
CC3 Altérations lé¢geres d’organes
Protrusion de la langue et du pénis

Viscéres distendus par les gaz de putréfaction

Décomposition avancée :

Ecoulement de liquide par les orifices corporels

Détachement de lambeaux cutanés sur de grandes surfaces
cca corporelles

Altérations sévéres des organes (modification de la couleur, de
consistance, etc)

Certains visceres sont non identifiables

Carcasse non identifiée ou fragmentaire :

CC5 Disparition des organes

(Jauniaux et al., 2002)
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Tableau 10: Pertinence des échantillons en fonction du code de conservation de la carcasse.

ANALYSE CODE DE CONSERVATION

Histopathologie et immunohistopathologie 1-2
Virologie 1-2
Bacteériologie 1-2
Parasitologie 1-3
Toxicologie 1-2
Microscopie électronique 1

Biochimie 1-2
Biologie moléculaire 1-5
Analyse biologique (age, proies, etc) 1-5

(d’aprés Jauniaux et al., 2002)

Pour la présente étude, nous nous sommes intéressés a différentes données
morphologiques sur les mammiferes marins autopsiés depuis 1995, extraites directement des

rapports d’autopsie archivés. Ici, nous nous sommes particulierement intéressés a:

- La date et le lieu d’échouage puisque nous nous concentrons sur les animaux
échoués en France ;

- Le sexe de I’individu ;

- L’age de I’animal ;

- La longueur totale de l'individu a été obtenue en mesurant la distance, en cm,
allant du rostre a I'encoche de la nageoire caudale pour les cétacés (fig.18) et
du museau au bout des nageoires caudales pour les pinnipedes (fig.19) ;

- Le poids corporel, en kg, mesuré grace a une balance ;

- L’épaisseur de lard dorsal sous-cutané, en mm, mesuré grace a une regle ;

- Les lésions macroscopiques, décrites par un vétérinaire pathologiste lors de
l'autopsie ;

- La cause probable de la mort.
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Longueur totale

Figure 18: Mesure de la longueur totale d’un marsouin commun.

Longueur totale

Figure 19: Mesure de la longueur totale d’un pinnipéde.

1.2. Particularité anatomique des cétacés

Précisons une particularité anatomique des cétacés pour une meilleure compréhension
ultérieure : leur estomac pluriloculé et comportant typiquement trois poches. L’cesophage
débouche a I’extrémité antérieure dans un sac piriforme, a épaisse paroi musculaire, appelé
estomac mécanique ou estomac antérieur ou encore estomac oesophagien. Les plis
longitudinaux de la muqueuse cesophagienne sont remplacés par un systéme de plis plus ou
moins réticulés d’aspect blanchatre. La paroi de ce premier estomac ne présente pas de
formation glandulaire. Il sert de réservoir aux aliments qui y subissent un broyage mécanique
et une autolyse rapide du fait de la température qui y regne. Cet estomac est trés important
pour le broyage des aliments vu que les cétacés ne machent pas leur nourriture. Il n’existe pas
de véritable sphincter entre cet estomac et 1’estomac principal. Ce dernier présente une paroi
beaucoup plus mince (diminution de la musculeuse) dont la muqueuse rougeatre est

recouverte de mucus. L’estomac principal est le siege de la digestion chimique, grace a la
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sécrétion de sucs digestifs (fig.20). Les aliments terminent enfin dans 1’estomac pylorique.
L’estomac principal et 1’estomac pylorique communiquent par un étroit conduit, le canal
intermédiaire, beaucoup mieux différencié chez les odontocétes que chez les mysticétes. La
structure tubulaire de ce troisieme estomac est simple et constante. Sa muqueuse, lisse et
brillante, possede de nombreuses glandes pyloriques. Un puissant sphincter le sépare de

I’ampoule duodénale (Robineau, 2005).

CEsophage

Estomac
chimique

Estomac pylorique

Y
Z.Q 3
i‘.“:t :
Ampoule i
. Estomac
duodénale Duodenum méeanichis

Figure 20: Estomac pluriloculé du dauphin d’aprés Harrison.
(d’apres Robineau, 2005)

1.3. Les cétaceés

1.3.1. Le marsouin commun (Phocoena phocoena)

Selon le Réseau National d’Echouage frangais, 1 430 marsouins communs se sont
échoués sur les cotes francaises de la Manche de 1995 & 2014 (Van Canneyt et al., 2015).
Parmi ces animaux, 163 ont été autopsies par le Docteur Jauniaux a la Faculté VVétérinaire de
Liege. Les autres carcasses ont €té détruites en raison de 1’état avancé de putréfaction ou ont
été autopsiées/prélevees en France. Parmi les 163 animaux autopsiés a Liége, il y avait 65
femelles, 95 males et 3 individus de sexe indéterminé. On pouvait dénombrer parmi ceux-ci
43 adultes, 115 juvéniles, 5 nouveau-nés et un feetus provenant d’une femelle échouée
gestante. Les carcasses présentaient des codes de conservation allant de 1 a 4 c’est-a-dire des

animaux échoues vivants puis décédes (1), échoués morts et encore frais (2), légérement
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putréfiés (3) ou putréfiés (4). Ils ont tous été inclus pour 1’étude rétrospective. A cause de la
putréfaction, les animaux présentant un code de conservation 4 ne seront pas pris en compte
pour I’étude pathologique des échouages mais seront conservés pour la description de la
population des animaux échoués. Pour la premiere partie, nous avons donc 163 animaux ; le

feetus n’étant pas pris en compte comme un échouage supplémentaire pour cette étude.

a) Description de la population :

- Répartition temporelle

Les figures 21 et 22 représentent les répartitions temporelles annuelle et saisonniére
pour les 163 marsouins communs inclus dans cette étude. La figure 21 donne en méme temps
la distribution au cours des années des échouages relevés pour la population initiale des 1 430

marsouins communs échoués sur les cotes francaises de la Manche.

Toutes les années présentent un effectif d’échouage plus ou moins important avec une
tendance a I’augmentation de plus en plus importante depuis 2000. Un pic d’échouage est
présent en 2013, nombre important également noté en France lorsque tous les échouages sur les
cotes de la Manche sont pris en compte.

Tableau 11 : Répartition annuelle des cas d’échouages de marsouins communs sur les cotes francaises de
la Manche et parmi ceux-ci les animaux autopsiés a I’'ULg.

Année 95 9% | 97 | 98 99 | 00O 01 02 03 | 04 05 06 07 | 08

3 0 9 4 18 9 19 | 20 | 35 | 59 | 58 | 65 | 94 | 68 | 85 | 85 | 90 | 186 | 333 | 190
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Figure 21: Répartition annuelle des cas d’échouages de marsouins communs sur les cotes francaises de la
Manche et parmi ceux-ci les animaux autopsiés a ’'ULg.

En ce qui concerne la répartition saisonniere des échouages sur les cotes francaises de
la Manche des marsouins communs autopsiés a I’ULg, il apparait clairement qu’il y ait une
distribution saisonniére avec un pic observé fin de I’hiver, début du printemps. Ce pic est
présent typiquement en Février-Mars-Avril. La densité d’échouages semble moins importante
en été et en automne. Il est a noter que la répartition temporelle saisonniére n’est réalisable
que pour 92 animaux, le mois d’échouage étant inconnu ou non communiqué pour les 71
autres.

Tableau 12 : Répartition saisonniére des marsouins communs échoués sur les cOtes francaises de la
Manche et autopsiés a ’ULg.

M
Mois Septembre | Octobre Novembre Décembre Janvier  Février Mars  Auvril Juin  Juillet | AoGt

Nombre
d’animaux
autopsiés a
I’ULg
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Nombre de marsouins échoués

Janvier 0 Juillet sur les coOtes francgaises de la
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Figure 22: Répartition saisonniére des marsouins communs echoués sur les cotes francaises de la Manche
et autopsiés a I’'ULg.

- Répartition par sexe

La répartition de la population des 163 marsouins communs échoués étudiés ici en
termes de sex-ratio est intéressante. Nous avons compté 65 femelles et 95 males. 3 individus
présentant des codes de conservation 3 et de multiples lacérations sont de sexe indéterminé.
En termes de pourcentages, cela représente 59,4% (95/160) de méles et 40,6% (65/160) de

femelles des marsouins communs échoués soit une majorité de males.

- Reépartition par age

L’age exact des animaux n’est pas connu. On distingue les animaux selon qu’ils soient
nouveau-nés, juvéniles ou adultes. La distinction pour ces trois catégories se fait par la mesure
de la longueur totale comme expliquée plus haut. Le tableau 13 explique les correspondances
entre taille et catégorie d’age. L examen de 1’appareil reproducteur interne permet également
de déterminer la maturité sexuelle du marsouin et de confirmer la classification réalisée par

mesure de la longueur.
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Tableau 13 : Catégories d’Age du marsouin commun en fonction de la longueur totale de I’animal.

Catégorie d’age Longueur totale du corps

. Male : 80-100 cm
Nouveau-né
Femelle : 80-135 cm
Male : 100-135 cm
Juvénile
Femelle : 100-150 cm
Male : > 135cm
Adulte
Femelle : > 150 cm

(d’apres Jauniaux et al., 2002)

Les animaux autopsiés a ’ULg comprennent 5 nouveaux nés, 115 juvéniles et 43
adultes. Aux vues de ces chiffres, les juvéniles représentent la catégorie la plus importante

pour les échouages alors que les nouveaux-nés sont la sous-population la moins représentée.

39,5% (17/43) des adultes sont des males et 60,5% (26/43) sont des femelles. Les
juvéniles males échoués sont au pourcentage de 65,2% (73/112) et les femelles de 34,8%
(39/112) (3 individus étant de sexe indéterminé). La figure 23 présente le nombre d’animaux
échoués autopsiés a ’'ULg en fonction du ratio sexe/age. Il y a donc plus de femelles adultes

qui s’échouent et plus de males juvéniles.
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Non déterminé
20
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o NN

Nouveau-né Juvénile Adulte

Figure 23: Répartition des marsouins communs échoués sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés
a I’ULg en termes de ratio sexe/age.

- Données morphologigues

Pour les 163 marsouins communs analyses, des indices corporels ont été mesurés,

notamment la longueur totale de 1’individu, le poids corporel et 1’épaisseur de lard dorsal. Ces
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données sont détaillées en Annexe mais le tableau qui suit donne une moyenne pour les trois

catégories d’age : nouveau-nés, juvéniles et adultes.

Tableau 14 : Longueur totale, poids et épaisseur de lard des marsouins communs échoués sur les cotes
francaises de la Manche et autopsiés a ’'ULg.

Nouveau- o
Catégorie d’age ) Juvéniles Adultes
nés
Sexe Male Male Femelle Total Male Femelle Total
Longueur totale
73 111,78 113,66 112,72 | 138,95 154,9 146,92
moyenne (cm)
Poids moyen (kg) 6,9 21,63 21,61 21,62 36,87 44,46 40,67
Epaisseur de lard
4,04 16,86 16,13 16,50 15,12 14,12 14,62
moyen (mm)

Chez les adultes, les femelles sont plus grandes que les males, quelle que soit la
période considéree. Par contre chez les juvéniles, la taille est similaire. En corrélation avec la
différence de taille, les femelles sont plus lourdes que les males chez les individus adultes.
Les adultes et les juvéniles ont une épaisseur de lard similaire. Cette épaisseur est légérement
supérieure chez les méales mais reste inférieure au 30 mm normalement observée chez un
individu adulte en bon état d’embonpoint. En conclusion, les femelles adultes sont plus
grandes et plus lourdes que les males avec une épaisseur de lard l1égérement plus faible. Ces

différences s’estompent chez les juvéniles.
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b) Etude pathologique : causes de la mort des marsouins communs échoués :

Les causes de mortalité sont reprises dans le tableau 15, les 7 animaux ayant un code

de conservation 4 ne sont pas pris en compte dans cette partie, il reste donc 156 animaux.

Tableau 15 : Listing des causes de mortalité des marsouins communs échoués de 1995 a 2014 et nombre
respectif d’animaux.

Causes de mortalité Nombre de marsouins communs
Capture accidentelle par les filets de péche 68
Cause infectieuse 63
Emaciation sévere 12

(Edéme pulmonaire

Prédation par les phoques

Mort-nés

gl N | O

Non déterminée

On peut dénombrer trois causes de mortalité principales pour les marsouins communs
échoués. Il y a tout d’abord les captures accidentelles par les filets de péche qui entraine la
mort par noyade et asphyxie. Ensuite se trouvent les causes infectieuses. Enfin, 1’émaciation
sévere des animaux entraine généralement la mort par cedéme pulmonaire aigu€. La capture
est considérée comme certaine lorsque des traces de filets ou des amputations ante-mortem
sont présentes tandis qu’elle est suspectée en 1’absence de ces Iésions mais pour des animaux
en bon état d’embonpoint, sans I€sion particuliere a 1’autopsie a 1’exception d’hématomes
sous-cutanés, de congestion et d’cedéme pulmonaire sévere (asphyxie) avec éventuellement

un contenu alimentaire récent dans I’estomac.

- La capture accidentelle par les filets de péche

La capture accidentelle par les filets de péche est responsable de 68 cas d’échouages
autopsiés a I’ULg de 1995 a 2014, échoués sur les cotes francaises de la Manche. Dans un tel
cas, la mort est consécutive a 1’asphyxie. On s’aper¢oit qu’il y a de plus en plus de cas de
capture depuis 2003 mais sans réelle tendance pour notre échantillonnage (fig.24). En ce qui

concerne la répartition saisonniére, on note un pic significatif en Mars (fig.25).
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Figure 24: Répartition annuelle des 3 principales causes de mortalité des marsouins échoués sur les cotes
francaises de la Manche et autopsiés a ’'ULg.
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Figure 25: Répartition saisonniere des 3 principales causes de mortalité des marsouins échoués sur les
cotes francaises de la Manche et autopsiés a I’'ULg.
Répartition sur toutes les années

Données biologiques:

Parmi les 68 carcasses de marsouins communs décédés par capture accidentelle,
67,7% (44/65) sont des males et 32,3% (21/65) sont des femelles, trois étant de sexe inconnu
(fig.26). Ainsi, deux fois plus de males que de femelles se font capturer accidentellement par
les filets de péche. Les juvéniles représentent la trés large majorité de la population capturée
avec un pourcentage de 88,2% (60/68) des individus (fig.27).
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Les marsouins communs capturés ont une taille moyenne de 117,2 cm, un poids

moyen de 26,2 kg et une épaisseur de lard moyenne de 20,9 mm.
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Figure 26: Distribution des animaux échoués suivant la cause de la mort et leur sexe.
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Figure 27: Distribution des animaux échoués suivant la cause de la mort et leur catégorie d’age.

Données pathologigues:

Dans le cas de capture accidentelle par les filets de péche, les animaux présentent deux
catégories de lésions : celles en rapport avec la capture et celles indépendantes de celle-ci.
Dans la premiére catégorie, on peut relever des lésions faisant suspecter une capture de type
lacérations cutanées qui sont des empreintes des filets de péche sur le corps de I’animal, un
cedéme pulmonaire, des hématomes sous-cutanés signalant que 1’animal s’est débattu, des

pétéchies dans le lard et de I’hyphéma. Chez certains individus, des éventrations ou des
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amputations post-mortem au couteau réalisées par les pécheurs afin de libérer leurs filets ont

¢été observées. Enfin se sont généralement des animaux en bon état d’embonpoint.

L’hyphéma, les pétéchies, la congestion et 1’cedéme pulmonaire sont la conséquence
de I’hypoxie associée au processus d’asphyxie. Néanmoins, les individus peuvent présenter
des lésions antérieures a la capture. Ainsi, un pourcentage non nul des animaux autopsiés
présente une émaciation séveére, de la parasitose ou encore de la pneumonie. De méme, un
estomac plein peut faire suspecter une capture accidentelle, qui est un évenement brutal. Ici,
du contenu stomacal était présent dans 51 cas sur 64 animaux mais 13 individus présentaient

un estomac vide (pour 4 individus, le contenu stomacal n’a pas été rapporté) (fig.28 et 29).
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corporel légere  modérée  sévere  stomacal vide légere a sévere
modérée

Figure 28: Lésions observées a ’autopsie suivant les trois causes de mortalité principales des marsouins
communs échoués sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a ’ULg (1).
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Figure 29: Lésions observées a ’autopsie suivant les trois causes de mortalité principales des marsouins
communs échoués sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a 1’Ulg (2).
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- Les causes infectieuses

Pour 63 cas, la mort des marsouins communs échoues était consécutive a un processus
infectieux lié a des parasitoses séveéres, des bronchopneumonies souvent purulentes et/ou
hémorragiques avec des cas de thrombo-embolies pulmonaires. L’émaciation plus ou moins
séveére des animaux est le témoin de la maladie. On peut aussi noter que dans 17 cas sur 63,
des lésions du tube digestif principalement des stomatites ulcératives, des gastrites et des
entérites €taient présentes. A 1’autopsie, un individu présentait une péritonite aigu€. On peut
également recenser pour six animaux la présence d’abcés musculaires, un cas de polyarthrite
et enfin un cas de pleurésie aigué. Pour notre échantillonnage, nous n’observons pas de
tendance dans 1’évolution annuelle de processus infectieux comme cause de mortalité mais
seulement, plus ou moins d’individus suivant les années (fig.24). Cependant, nous observons

que la majorité des cas d’infection surviennent en hiver avec un pic en Février (fig.25).

Données biologigues:

Parmi les 63 marsouins communs autopsiés, 50,8% (32/63) sont des males et 49,2%
(31/63) sont des femelles (fig.26). 1l y a donc une parité entre les deux sexes. Pour
I’importance relative des différentes catégories d’age des marsouins communs échoués morts
suite a un processus infectieux, 50,8% (32/63) sont des juvéniles et 49,2% (31/63) sont des
adultes (fig.27). On peut également noter un équilibre entre les juvéniles et les adultes. Les
individus ont une taille moyenne de 130,6 cm, un poids moyen de 30,1 kg et une épaisseur de

lard moyenne de 12,1 mm.

Données pathologigues:

Dans le cas de parasitose sévere, les marsouins présentaient des infestations du tractus
respiratoire, des vaisseaux sanguins pulmonaires, du ventricule droit et de I’oreille moyenne.

La parasitose vasculaire a été responsable dans certains cas de thrombi.

55 individus parmi les 63 présentaient une émaciation sévere, 4 une émaciation légeére
a intermédiaire, les 4 derniers étant en bon état d’embonpoint. 22 animaux avaient un estomac
contenant un bolus alimentaire ou des otolithes tandis que les 39 autres avaient un estomac
totalement vide (fig.28 et 29). Un otolithe est une concrétion minérale retrouvée dans
I’appareil vestibulaire de 1’oreille interne des poissons qui peut rester 3-4 jours présente dans

I’estomac des marsouins.
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La lésion la plus fréqguemment associée au processus infectieux était une
bronchopneumonie (71,4% (45/63)) parfois purulente ou granulomateuse associee la plupart
du temps a la présence de nématodes pulmonaires et d’'une mousse plus ou moins abondante
dans les voies respiratoires. Du pus et de la fibrine pouvaient étre aussi présents dans les voies
respiratoires. La pneumonie était la plupart du temps aigué signalant des complications
bactériennes responsables de la mort de 1’animal par asphyxie. L’émaciation est la
conséquence a moyen terme d’un amaigrissement consécutif aux lésions parasitaires et a

I’affaiblissement de I’animal provoquant des difficultés pour 1’activité de chasse.
- L’émaciation

L’émaciation ou cachexie est un état pathologique de maigreur extréme. De 1995 a
2014, pour les marsouins communs échoues le long des cétes francaises de la Manche et
autopsiés a I’'ULg, I’émaciation sévere a été responsable de 12 morts. Dans un tel tableau
clinique, I’hypoprotéinémie entraine une diminution de la pression oncotique dans les
vaisseaux sanguins, provoquant un cedéme pulmonaire entrainant la mort par asphyxie. On ne
peut pas conclure en une évolution annuelle des cas d’émaciation puisque nous ne comptons
que 12 animaux pour une periode de 19 ans (fig.24). La plupart des cas d’émaciation sévere

surviennent en été (fig.25).

Données hiologigues:

Parmi les 12 individus, 50% (6/12) étaient des femelles et 50% (6/12) sont des males
(fig.26). En ce qui concerne les différentes catégories d’age, 1’émaciation est responsable de
deux morts sur trois chez les nouveaux-nés en bon état de conservation, I’autre étant mort-né.
Les juvéniles constituent 6 individus parmi les 12 et les adultes 4 (fig.27). Les individus
présentaient une longueur totale moyenne de 115,8 cm, un poids corporel moyen de 21,9 kg et
une épaisseur de lard moyenne de 6,0 mm, dernier chiffre trés faible témoin de I’émaciation

extréme.

Données pathologigues:

L’émaciation est souvent rapportée chez les marsouins échoués morts d’un processus
infectieux. Dans cette catégorie avec 12 individus se retrouvent dés lors seulement les
animaux présentant une diminution significative de 1’épaisseur de lard sous-cutané avec

amyotrophie sévere et disparition de la graisse viscérale, en 1’absence de 1ésions infectieuses
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ou traumatiques. De plus, parmi les 12 individus, 11 avaient un estomac vide et le dernier

présentait seulement quelques otolithes.

En ce qui concerne les 1¢€sions visibles a I’autopsie, on observe dans la majorité des cas
une congestion généralisée des poumons accompagnée d’un cedéme pulmonaire et de mousse
blanche a hémorragique dans les voies respiratoires (fig.28 et 29). Cette mousse est la

conséquence de I’cedéme pulmonaire.

- Autres causes de mortalité

La mort a été associée a un cedéme pulmonaire d’origine indéterminée dans cing cas.
En effet, les animaux ne présentaient ni d’évidence de capture, ni de 1ésions inflammatoires
séveres ni d’émaciation marquée. Un marsouin présentait des preuves de 1’attaque par un
phoque. Deux marsouins échoués étaient des mort-nés. Enfin, la cause de la mort n’a pu étre

identifiée dans les cing derniers cas.
1.3.2. Dauphin commun (Delphinus delphis)

Un dauphin commun a bec court s’est échoué le 17 Janvier 2013 a Camiers dans le Pas
de Calais. Il s’agissait d’un male adulte de 175 cm, de 53 kg et présentant une épaisseur de

lard de 12 mm.

L’examen post-mortem a montré une carcasse presentant une décoloration généralisee
évoquant une anémie, et une émaciation sévere. A I’examen interne, I’animal présentait des
pétéchies dans le lard sous-cutané, une splénomégalie, des ulcéres dans 1’estomac glandulaire
ainsi que des parasites et des pétéchies sur le thymus. La sphére respiratoire présentait
d’importantes lésions dont une congestion et un cedéme pulmonaires séveres généralisés
associés a la présence de mousse blanchatre dans les voies respiratoires. Les poumons
présentaient également une pneumonie aigué a chronique et un emphyseéme. Enfin, 1I’examen
de P’appareil génital dévoilait un micropénis (3 cm, normalement supérieure a 20 cm) et une

hypoplasie des testicules (6x1,5 cm).

Trés peu de contenu alimentaire était présent dans l’estomac, seulement quelques

otolithes. La cause de la mort est trés probablement d’origine infectieuse.
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1.3.3. Lagénorhynque a bec blanc (Lagenorhyncus albirostris)

Un dauphin a bec blanc s’est échoué le 22 Novembre 2015 sur une plage a proximité
de Calais en France. C’était un individu femelle adulte, mesurant 262 cm et pesant environ
250 kg. L’épaisseur de lard moyenne de cet animal était de 17 mm, révélant une émaciation
intermédiaire. Ce dauphin s’est échoué vivant, puis est décédé sur la plage, ce qui représente
un code de conservation 1, animal trés frais. A ’examen externe de I’animal, on pouvait noter
de multiples érosions péri-mortem sur tout le corps, témoins que le dauphin s’est débattu sur
la plage lors de son échouage. Trois ulceres cutanés de 3-4 cm de long environ étaient
présents a la base de la nageoire dorsale. A I’ouverture de la cavité buccale, les bords libres de
la base de la langue présentaient des ulceres chroniques de 1 cm de diamétre. Sur le plafond
de I’arriere bouche et surplombant la base de la langue, on a pu noter une masse de tissu mou
d’origine inconnue de 10 cm de long, 5 cm de large et pendante de 3 cm. Lors de 1’autopsie,
toute la carcasse présentait un cedéme sous-cutané ou encore anasarque. La graisse et les
aponévroses apparaissaient jaunes, signe d’ictére. Les nceuds lymphatiques préscapulaires
étaient hypertrophiés et réactionnels. En ce qui concerne 1’examen de la cavité abdominale, on
pouvait noter une splénomégalie (rate de 10 cm), un aspect zébré du foie sur sa face pariétale
et des adhérences fibreuses sur la face pariétale. Le foie semblait hypertrophié mais cela
pourrait juste étre un artéfact de congélation, I’animal n’étant pas totalement décongelé lors
de l’autopsie. Les estomacs étaient globalement vides a 1’exception de quelques rares
otolithes et cristallins de poissons. Une tres légere parasitose était présente dans les estomacs
mécanique et sécrétant. L’estomac mécanique présentait une gastrite chronique diffuse
hyperplasiante avec des spots hémorragiques dans la sous-muqgueuse. Les intestins ne
présentaient aucun contenu. La vessie était vide. Pour ’appareil reproducteur, du sable était
présent dans le vagin. Le bouchon muqueux cervical était présent. L’ovaire gauche révélait 12
corpus albicans et de maniére surprenante, le droit présentait 3 cicatrices. Enfin, pour la
cavité thoracique, une cesophagite pseudomembraneuse et une congestion péri-laryngée
étaient notables. Les poumons présentaient une congestion et un cedéme généralisé associés a

une abondante mousse blanche dans les voies respiratoires.

Les lésions de la cavité buccale et de I’cesophage expliquent trés certainement 1’arrét
de la prise alimentaire par cet animal et 1’émaciation qui s’en suit. La cause de 1’échouage
n’est pas identifiable a ce stade. Pour émettre des hypothéses, il faut attendre les observations

histologiques, qui n’ont pas encore été réalisées.
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1.3.4. Globicéphales noirs (Globicephala melas)

Trois globicephales parmi les 7 échoués ont éte collectés le mardi 3 novembre a 8h00
a Calais et transportés directement a la Facult¢ de Médecine Vétérinaire de 1’Université de

Liege. lls sont arrivés a 13h00 a la Faculté et les autopsies ont directement commence.

Le premier globicéphale était une femelle adulte d’environ 1 200 kg, en bon état
nutritionnel. Les épaisseurs de lard sous-cutané mesurées étaient de 48 mm en dorsal, 43 mm
en latéral et 42 mm en ventral. Le cadavre était positionné sur la face gauche et I’ouverture a

été réalisée sur la face droite.

A I’examen externe, aucune lésion n’était présente. Lors du retrait du lard et de la
peau, une dizaine de kystes de 8 a 10 mm de diamétre a contenu blanc ont été repérés en
région abdominale caudale. L’examen interne de 1’animal a révélé d’autres informations. Le
péritoine en région périgénitale présentait une dizaine de kystes parasitaires de 20 a 30 mm de
diameétre. Une masse surélevée de 10cmx6cm en surface du lobe droit du foie était présente.
L’ouverture de cette masse a révélé une cavité remplie de gaz. Quelques kystes parasitaires de
20 a 30 mm de diametre étaient présents dans le mésentere dans la partie distale de 1’intestin.
Il n’y avait quasiment pas de contenu digestif dans I’intestin et de rares nématodes libres dans
la lumiére intestinale ont été découverts. L’inspection de I’estomac a mis en avant la présence
de plusieurs nodules faisant légerement protusion dans la lumiére gastrique. A I’incision, la
consistance était légérement plus dure et le contenu était noir. De plus, la muqueuse gastrique
¢était hyperplasi¢e. Le contenu stomacal était composé d’environ 5 litres de liquide. Le liquide
a été tamisé et il n’y avait aucun contenu alimentaire récent ou ancien (otolithes, becs de
céphalopodes) dans 1’estomac. L’examen de la muqueuse de 1’estomac a permis de mettre en
évidence une légeére parasitose par des nématodes. La vessie contenait une urine surcolorée,
foncee a rougeétre avec présence de flocons hémorragiques. La muqueuse et la paroi
demeuraient macroscopiquement normales. Un bouchon muqueux obstruait le col utérin
signalant que la femelle n’était pas en période de reproduction. Enfin, 1’ovaire
gauche présentait deux structures type corpus albicans et ’ovaire droit quelques follicules.
Cette donnée est étrange puisque chez les odontocétes, seul I’ovaire gauche est normalement
fonctionnel. A 1’ouverture du thorax, les poumons présentaient un aspect uniformément
congestif (rouge) et oedematié (humide). Une abondante mousse blanche Iégérement
hémorragique était présente dans 1’ensemble des voies respiratoires. Un kyste de 8 a 10 mm

de diametre a contenu blanc était présent dans le médiastin, en surface de la bronche droite,
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caudalement a la bifurcation de la trachée. On pouvait noter des zones décolorées en surface
du myocarde évoquant les « stranding band necrosis » déja décrite lors d’échouage d’animaux
vivants de grand gabarit (Jauniaux et al., 2002). Au retrait de la téte, une congestion severe

était observée autour des méninges.

Le second globicéphale était une femelle adulte d’environ, en bon état nutritionnel.
Les mesures de lard sous-cutané ont donné 44 mm en dorsal, 40 mm en latéral et 44 mm en
ventral. Le cadavre est positionné sur la face gauche et I’ouverture a été réalisée sur la face

droite.

A I’examen externe, un ulcére chronique de 10 cm de diamétre a 20 cm au-dessus de
la nageoire pectorale droite a été observé. La surface était blanche, irréguliére formée d’un
épithélium hyperplasié. La femelle était allaitante. Le muscle sous-scapulaire avait un aspect
hémorragique et le ganglion préscapulaire était congestif et hypertrophié. La graisse sous-
cutanée présentait une dizaine de kystes de 8 a 10 mm de diametre a contenu blanc.

En ce qui concerne I’examen de 1’abdomen, le péritoine pariétal était parsemé de
plusieurs kystes parasitaires de 8 a 10 mm de diameétre a contenu blanc, en région caudale,
sous la vessie. La muqueuse du second estomac présentait plusieurs ulcéres chroniques de 0,5
a 1,5 cm de diametre. 4-5 nodules de type parasitaire faisaient protusion dans la lumiére
gastrique du troisieme estomac. Environ 5 litres de contenu liquide était présent dans les
estomacs. Le liquide a été tamisé et aucun otolithe ou bec de céphalopode n’ont été¢ mis en
évidence. A I’incision, la consistance était légerement plus dure et le contenu est noir. De
plus, la muqueuse gastrique était hyperplasiée. La corne utérine gauche était hypertrophiée
avec des vaisseaux sanguins tres visibles. L’ovaire gauche présentait a sa surface une

structure type corps jaune de 2 cm de diamétre et un kyste.

L’examen thoracique a révélé un aspect uniformément congestif (rouge) et oedématié
(humide) des deux poumons. Une abondante mousse blanche Iégérement hémorragique était
présente dans 1’ensemble des voies respiratoires. Les ganglions pulmonaires étaient de

coloration hétérogene, prenant une disposition en mosaique noire.

Enfin, le troisieme globicéphale transporté a la Faculté Vétérinaire de Liege était un
male juvénile d’environ 1 200 kg en bon état nutritionnel. Les épaisseurs de lard sous-cutané
étaient de 46 mm en dorsal, 34 mm en latéral et 38 mm en ventral. Le cadavre est positionné

sur la face droite et I’ouverture a donc été réalisée sur la face gauche. L’examen externe de
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I’animal n’a révélé aucune anomalie. A I’ouverture, le muscle oblique externe présentait deux
nématodes au niveau de son aponévrose. La graisse sous-cutanée de la région abdominale
caudale contenait une dizaine de kystes de 8 a 10 mm de diamétre a contenu blanc. L’autopsie
de I’abdomen a révélé une dizaine de kystes parasitaires de 20 a 30 mm de diameétre autour de
la sphére uro-génitale sur le péritoine pariétal. L’intestin ne contenait quasiment aucun
contenu digestif. Le troisieme estomac présentait une dizaine de nodules parasitaires dans la
paroi stomacale, faisant protusion dans la lumiere. Environ 5 litres de contenu liquide était
présent dans les estomacs. Le liquide a été tamisé et il y avait présence de quelques otolithes
et d’un bec de céphalopode. Les testicules mesuraient 13,3 ¢cm de longueur sur 5,5 cm de

largeur confirmant la juvénilité de 1’individu.

A DP’ouverture du thorax, I’aspect uniformément rouge et humide des poumons révélait
une congestion et un cedéme pulmonaires séveres. Une abondante mousse blanche 1égérement

hémorragique était présente dans I’ensemble des voies respiratoires.
Au retrait de la téte, une congestion sévére a été observée autour des méninges.

Pour ces trois individus, la conclusion de I’autopsie a ét¢ la méme, a savoir que
I’examen macroscopique n’a pas permis de mettre en évidence de processus pathologique
moyen ou sévere pouvant expliquer [’échouage de ces individus. Les observations
pulmonaires (congestion et cedéme séveres) sont compatibles avec 1’échouage d’un cétacé

vivant et I’agonie finale.
1.4.  Les Pinnipédes

1.4.1. Le phoque commun ou veau-marin (Phoca vitulina)

De 1995 a 2014, 637 phoques veaux-marins se sont échoués sur les cotes francaises de
la Manche (Van Canneyt et al., 2015). Parmi ces individus, 49 ont été autopsiés a ’'ULg. Le
suivi des animaux étant moins performant que pour les cétacés, de nombreux pinnipedes ont
été autopsiés au service de pathologie de la Faculté Vétérinaire de Liége sans que le pays
d’échouage n’ait été noté sur le rapport. Le lieu d’échouage francais est donc seulement avéré
pour ces 49 animaux que nous intégrons a notre étude. Parmi ces individus certains se sont
échoués morts mais d’autres se sont échoués vivants et ont été récupérés par des organismes

spécialisés ou ils n’ont pas survécu. La distribution des 49 phoques communs est de 20
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femelles, 28 males et un de sexe indéterminé a cause de la putréfaction avancée de 1’animal ;

39 juvéniles et 10 adultes.

a) _Description de la population :

- Répartition temporelle

Les figures 30 et 31 représentent les répartitions temporelles annuelle et saisonniere
pour les 49 phoques veaux-marins inclus dans cette étude. La figure 30 donne en méme temps
la distribution au cours des années des échouages pour la population initiale des 637 phoques

communs échoués sur les cotes francaises de la Manche.

Toutes les années présentent un effectif d’échouage plus ou moins important avec une
tendance a 1’augmentation linéaire depuis les années 90s. Une augmentation de plus de 50%
des échouages a été notée sur les cotes francaises de la Manche a la saison 2012-2013, ce qui
s’est confirmée a la saison 2013-2014 (Van Canneyt et al., 2015). Notre échantillonnage ne
reflete pas cette augmentation ces deux derni¢res années. Le Réseau National d’Echouage
francais enregistre les périodes d’échouage des pinnipédes du 1* Novembre au 31 Octobre.
Pour notre étude, nous les répartissons selon les années civiles puisque nous n’avons pas les
mois d’échouages pour tous les individus.

Tableau 16 : Répartition annuelle des cas d’échouages de phoques communs sur les cotes francaises de la
Manche et parmi ceux-ci les animaux autopsiés a ’'ULg.

Année 95 96 97 98‘99‘00‘01‘02‘03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15

Nombre

d’animaux

autopsiés a

I’'ULg

94 195|196 97|98 99|00 |01|02|03|[04|05|06 |07 |08 09| 10|11 |12 |13 ]| 14

Année
95 |96 |97 198|199 |00(01(02|03|04|05|06 (|07 |08|09|10|121 12|13 | 14 | 15

Nombre
d’animaux

N
oo UG 6 | 11 | 15|19 |19 |18 |21 |21 |24 | 28|30 |29 |38 |39 |37 |48 |33 |49 (74|78 c

Manche

francaise

NC : Non Communiqué
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Figure 30: Répartition annuelle des cas d’échouages de phoques communs sur les cbtes francaises de la
Manche et parmi ceux-ci les animaux autopsiés a ’'ULQ.

En ce qui concerne la répartition saisonniere des échouages sur les cotes francaises de
la Manche des phoques communs autopsiés a 1’ULg, il apparait qu’il y ait une distribution
saisonniére des échouages avec un pic en Ao(t. Cependant, la répartition temporelle
saisonniére n’est réalisable que pour 23 animaux, le mois d’échouage étant inconnu ou non
communiqué pour les 26 autres. Cela constitue donc un faible échantillon pour mettre en
évidence une tendance. Le Réseau National d’Echouage frangais note une saisonnalité
marquée des échouages de phoques communs avec un pic d’abondance en période estivale

(Van Canneyt et al., 2015).
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Figure 31: Répartition saisonniére des phoques communs échoués sur les cotes frangaises de la Manche et

autopsiés a I’'ULg.
Répartition sur les années de 1995 a 2014.

- Répartition par sexe

La répartition de la population des 49 phoques veaux-marins échoués étudiés ici en
termes de sexe-ratio est de 20 femelles, 28 males et un individu de sexe indétermine. En terme
de pourcentages, cela représente 58,3% (28/48) de males et 41,7% (20/48) de femelles des

phogues communs échoués soit une majorité de males.

- Répartition par age

L’age exact des animaux n’est pas connu. On distingue les animaux selon qu’ils soient
juvéniles ou adultes. Les animaux autopsiés a 1’'ULg comprennent 39 juvéniles et 10 adultes.
Aux vues de ces chiffres, les juvéniles représentent la catégorie la plus importante pour les
échouages. Parmi les adultes, 70% (7/10) sont des males et 30% (3/10) sont des femelles.
55.3% (21/38) des juvéniles sont des males et 44.7% (17/38) des femelles (1 individu est de
sexe indéterminé). La figure 32 présente le nombre d’animaux échoués autopsiés a I’ULg en

fonction du ratio sexe/age.
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Figure 32: Répartition des phoques communs échoués sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a
I’ULg en termes de ratio sexe/age.

- Données morphologiques

Pour les 49 phoques veaux-marins analysés, des indices corporels ont été mesurés,
notamment la longueur totale de I’individu, le poids corporel et 1’épaisseur de lard dorsal. Ces
données sont détaillées en Annexe. Le tableau 17 qui suit donne une moyenne pour les deux
catégories d’age : juvéniles et adultes.

Tableau 17: Longueur, poids et épaisseur de lard des phoques communs échoués sur les cotes francaises
de la Manche et autopsiés a I’'ULg.

Catégorie d’age Juvéniles Adultes
Sexe Male Femelle Total Male Femelle Total
Longueur totale
105.85 95.03 100.44 149.57 145.00 146,84
moyenne (cm)
Poids moyen (kg) 18.8 17.6 18.2 56.9 44.5 49.6
Epaisseur de lard
11.53 14.73 13.13 13.86 17.67 16.08

moyen (mm)

Les males sont plus grands et plus lourds que les femelles que cela soit chez les
juvéniles que chez les adultes. La différence de poids entre males et femelles est moins grande
chez les juvéniles. Les juvéniles ont une épaisseur de lard en moyenne de 3 mm plus fine que
les adultes. Par contre, chez les juvéniles et chez les adultes, les femelles ont une épaisseur de

lard en moyenne 3 mm au-dessus de celle des males. Cependant, ces moyennes d’épaisseur de
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lard dorsal sont inférieures a celles que 1’on devrait mesurer chez des animaux en bon état

corporel.

b) Etude pathologique : causes de la mort des phogues veaux-marins échoués :

Les causes de mortalité sont reprises dans le tableau 18, les 2 animaux avec un code de
conservation 4 ne sont pas pris en compte, il reste donc 47 animaux. Le code de conservation
n’avait pas été inscrit pour 7 autres individus mais les observations Iésionnelles et les
conclusions de 1’autopsie nous indiquent qu’ils présentaient stirement un code de conservation

inférieur ou égal a 3.

Tableau 18: Listing des causes de mortalité des phoques veaux-marins échoués et nombre respectif
d’animaux.

Causes de mortalité Nombre de marsouins communs

Capture accidentelle par les filets de péche 13
Cause infectieuse 25

Emaciation sévere 7

(Edéme pulmonaire d’origine indéterminée 1
Asphyxie 1

Tout comme pour les marsouins communs, les trois causes d’échouage principales
pour les phoques veaux-marins sont : les captures accidentelles par les filets de péche qui
entraine la mort par noyade et asphyxie, les causes infectieuses et enfin 1’émaciation sévere
des animaux entrainant souvent la mort par cedéme pulmonaire aigué. Lors de capture
accidentelle par les filets de péche, les lacérations cutanées sont rarement visibles chez les
phoques a cause de leur épaisse fourrure. Ainsi, la majorité des animaux décédés d’asphyxie
suite a la capture par les filets de péche présentaient un bon état d’embonpoint, un cedéme
pulmonaire aigu et des hématomes sous-cutanés. Deux animaux sont morts d’une autre cause
que les trois étiologies les plus souvent rencontrées. Un phoque veau-marin est mort suite a un
cedéme pulmonaire aigu d’origine indéterminé, c’est-a-dire que 1’animal ne présentait ni
émaciation ni signe de capture accidentelle. Enfin, le dernier est décédé d’asphyxie induite par

une sole presente dans I’cesophage dont la téte était coincée dans les choanes de 1’animal.

Pour la suite, nous allons nous concentrer exclusivement sur les trois causes de

mortalité les plus souvent rencontrée.
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- La capture accidentelle par les filets de péche

La capture accidentelle par les filets de péche est responsable de 13 cas d’échouages
autopsiés a I’'ULg de 1995 a 2015, échoués sur les cotes francaises de la Manche. Rappelons
que le faible nombre d’individus est du au fait que 1’origine des animaux autopsiés n’a pas été
noté systématiquement. Dans un tel cas, la mort est consécutive a I’asphyxie. On s’apergoit
qu’il y a de plus en plus de cas de capture depuis 2010, dépassant ainsi les 50% de mortalité
pour les animaux échoués sur I’année mais ceci est biais¢ par le faible nombre d’animaux
(fig.33). En ce qui concerne la répartition saisonniére, nous possédons le mois d’échouage

pour seulement trois individus donc nous ne pouvons émettre aucune observation (fig.34).
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Figure 33: Répartition annuelle des 3 principales causes de mortalité des phoques veaux-marins échoués
sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a I’'ULg.
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Figure 34: Répartition saisonniere des 3 principales causes de mortalité des phoques communs échoués
sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a I’'ULg.

Données biologigues:

Parmi les 13 carcasses de phoques veaux-marins dont la cause de la mort est une
capture accidentelle, 46,2% (6/13) sont des males et 53,8% (7/13) des femelles (fig.35). Les
juveéniles représentent la majorité de la population capturée avec un pourcentage de 69,2%
(9/13) des individus (fig.36).

En moyenne, les phoques veaux-marins se faisant capturer accidentellement par les
filets de péche ont une longueur totale de 121,15 cm, un poids moyen de 35,3 kg et une

épaisseur de lard moyenne de 23,7 mm.
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Figure 35: Distribution des phoques veaux-marins échoués suivant la cause de la mort et leur sexe.
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Figure 36: Distribution des phoques veaux-marins échoués suivant la cause de la mort et leur catégorie
d’age.

Données pathologigues:

Les animaux sont en bon état d’embonpoint sauf un qui présentait une émaciation
intermédiaire. Ce méme individu présentait un estomac vide tandis que les douze autres
avaient un contenu alimentaire stomacal. L’épaisseur de lard moyenne de 23,7 mm est tout a
fait correcte et assure du bon état corporel des animaux. Dans le cas de capture accidentelle
par les filets de péche, les animaux présentent deux catégories de Iésions : celles en rapport
avec la capture et celles indépendantes de celle-ci. Dans la premiere catégorie, on peut relever
des lésions faisant suspecter une capture de type hyphéma, hématomes sous-cutanés (6/13),
congestion et cedéme pulmonaire (12/13) et deux individus présentant des lacérations

cutanées, témoins de la capture.

Néanmoins, trois individus présentaient des Iésions digestives antérieures a la capture
de type stomatite et gastrite, deux individus présentaient des lésions hépatiques et deux autres

de la parasitose modérée (fig.37 et 38).
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Figure 37: Lésions observées a ’autopsie suivant les trois causes de mortalité principales des phoques
veaux-marins échoués sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a ’'ULg (1).
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Figure 38: Lésions observées a ’autopsie suivant les trois causes de mortalité principales des phoques
veaux-marins échoués sur les cotes francaises de la Manche et autopsiés a ’'ULg (2).

- Les causes infectieuses

Pour 25 cas, la mort des phoques veaux-marins échoués était consécutive a un
processus infectieux. Pour notre échantillonnage, nous n’observons pas de tendance dans
I’évolution annuelle de processus infectieux comme cause de mortalité mais seulement, plus
ou moins d’individus suivant les années (fig.33). De méme, le faible nombre d’individus dont
nous connaissons le mois d’échouage ne permet pas de définir de pic de mortalité mensuel

sauf peut-&tre une tendance en été (fig.34).
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Données biologigues:

Parmi les 25 phoques veaux-marins autopsiés, 56% (14/25) sont des males et 44%
(11/25) sont des femelles (fig.35). Pour I’importance relative des différentes catégories d’age
des phoques veaux-marins échoués morts suite a un processus infectieux, 80% (20/25) sont
des juvéniles et 20% (5/25) sont des adultes (fig.36). On peut noter une majorité écrasante de
juvéniles mourants d’une infection. Les individus ont une taille moyenne de 113,13 cm, un

poids moyen de 22,8 kg et une épaisseur de lard moyenne de 9,1 mm.

Données pathologigues:

La plupart des individus présentaient une cachexie faible (4/25) a sévére (13/25) mais
7 animaux étaient en bon état d’embonpoint. Notons quand méme que 1’épaisseur de lard
moyenne de 9,1 mm est faible, témoignant de 1’amaigrissement important de la majorité des
animaux morts d’une cause infectieuse. En corrélation avec cette émaciation, a ’autopsie,
I’estomac était vide chez 19 phoques tandis que seulement 6 individus présentaient juste un
faible contenu alimentaire ou quelques otolithes. Lorsque 1’anorexie dure chez les phoques,
leur estomac devient tubulaire. Les processus infectieux sont beaucoup moins liés avec la
parasitose que chez les marsouins puisque seulement quatre individus présentaient une

parasitose légére et un seul une parasitose sévére multilocalisée (fig.37 et 38).

La Iésion la plus fréguemment associée au processus infectieux était une pneumonie
(14/25) parfois purulente ou hémorragique, souvent aigué, quelquefois chronique. La
pneumonie était la plupart du temps aigué signalant des complications bactériennes
responsables de la mort de I’animal par asphyxie. D’autres lésions étaient parfois présentes de
type stomatite ulcérative ou entérite chez 8 animaux, des lésions hépatiques pour 3 phogues,

des abces le plus souvent cervicaux.
- L’émaciation

L’émaciation ou cachexie est un état pathologique de maigreur extréme. De 1995 a
2014, pour les phoques veaux-marins échoués le long des cotes frangaises de la Manche et
autopsiés a I’ULg, I’émaciation sévere a été responsable de 7 morts. On ne peut pas conclure
en une évolution annuelle des cas d’émaciation puisque nous ne comptons que 7 animaux
pour une période de 19 ans (fig.33). La plupart des cas d’émaciation sévere surviennent en été
(fig.34).
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Données biologigues:

Parmi les 11 individus, 28,6% (2/7) étaient des femelles et 71,4% (5/7) sont des males
(fig.35). En ce qui concerne les différentes catégories d’age, 1’émaciation est responsable de
la mort de 6 juvéniles et un seul adulte (fig.36). Les individus présentaient une longueur totale
moyenne de 103,1 cm, un poids corporel moyen de 17,6 kg et une épaisseur de lard moyenne

de 0,8 mm, témoin de 1’émaciation fatale.

Données pathologigues:

L’émaciation est souvent rapportée chez les animaux échoués morts d’un processus
infectieux. Dans cette catégorie de 7 individus se retrouvent des lors seulement les animaux
présentant une diminution significative de 1’épaisseur de lard sous-cutané avec amyotrophie
sévere et disparition de la graisse viscérale, en 1’absence de Iésions infecticuses ou

traumatiques. De plus, parmi les 7 individus, tous présentaient un estomac totalement vide.

En ce qui concerne les 1ésions visibles a I’autopsie, on observe dans la majorité des cas
une congestion généralisée des poumons accompagnée d’un cedéme pulmonaire (transsudat
pur) du a I’hypoprotéinémie et de mousse blanche a hémorragique dans les voies respiratoires

(fig.37 et 38). Cette mousse est la conséquence de 1’cedéme pulmonaire.
1.4.2. Les phoques gris (Halichoerus grypus)

Pour les phoques gris, nous avons seulement les rapports de cing individus échoués sur
les cotes frangaises de la Manche et autopsiés a 1’ULg. Au vu du trés faible nombre

d’animaux, nous allons juste résumer les données d’autopsie pour ces animaux.

Le premier animal s’est échoué en 2003. C’¢était un male adulte de 130 cm et 30 kg. Le
code de conservation de I’animal était 4 donc la putréfaction était trop avancée pour observer

des lésions.

Le second animal était une femelle juvénile échouée en 2003. Elle faisait une longueur
totale de 108 cm, un poids de 18 kg et présentait un code de conservation de 1. Cette jeune
phoque présentait une émaciation sévere avec une épaisseur de lard dorsal de seulement 8
mm. De la parasitose et une pneumonie ont aussi été notée amenant a suspecter un processus

infectieux comme cause de la mort.
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Le troisieme animal était un méle adulte de 250 cm, 250 kg, échoué le 30 Aodt 2007.
Le code de conservation était 2 donc I’autopsie a pu amener des observations intéressantes.
L’épaisseur de lard dorsal du phoque était 40 mm donc un animal en bon état d’embonpoint.
Il présentait un estomac plein avec 6,6 kg de contenu alimentaire. Les poumons présentaient
un emphyséme, de la congestion et de 1’cedéme pulmonaire. De la mousse hémorragique était
présente dans les voies respiratoires. La trachée contenait un poisson entier. Ses observations

ont conduit a conclure a une mort par asphyxie a cause de 1’obstruction de la trachée.

Le quatrieme phoque gris s’est échoué en 2012. Il s’agissait d’un male juvénile de 114
cm, de 19,7 kg. L’animal présentait un code de conservation de 2. L’estomac présentait un
contenu alimentaire récent et abondant. A 1’autopsie, il a été noté une émaciation sévére
révélée entre autres par une épaisseur de lard dorsal de 9 mm, une pneumonie aigué, des
parasites dans les voies respiratoires et des acariens (Halarachnidae) dans les narines. La
pneumonie et la parasitose suggérent une mort suite a un processus infectieux. L’émaciation

sévere est la conséquence de la maladie et de I’affaiblissement de 1’animal.

Enfin, le dernier phoque gris s’est échoué¢ sur une plage francgaise en mai 2015. C’était
un male adulte de 210 cm de long pour un poids corporel estimé a 120 kg. L épaisseur de lard
sous-cutané dorsal était de 8 mm, mettant en évidence une émaciation sévére de ’animal.
Lors de I’examen d’autopsie, un jetage hémorragique bilatéral a été noté ainsi qu’un hyphéma
bilatéral. A I"ouverture de la cavité thoracique, le poumon présentait une congestion et un
edéme pulmonaires sévéres associés a une abondante mousse séro-hémorragique dans les
voies respiratoires. L’estomac présentait un contenu abondant et récent de 500 g ainsi que
quelques otolithes. La mort a été causée par 1’cedéme pulmonaire trés vraisemblablement
consécutif a I’émaciation sévere de 1’animal. Le jetage hémorragique ainsi que 1’hyphéma

bilatéral peuvent faire suspecter un trauma.
1.5. Conclusion et discussion sur les échouages

Depuis 1995, les échouages de mammiféres marins ne cessent d’augmenter, 2013
ayant été une année record. L’espéce marine qui représente la grande majorité des échouages
sur les cotes frangaises de la Manche est celle des marsouins communs. Une saisonnalité est
marquée avec un pourcentage d’échouages plus important en fin d’hiver-début du printemps.
Les individus échoués sont majoritairement des males juvéniles et des femelles adultes. La

capture par des filets de péche est la principale cause de mortalité, suivie de tres prés par des
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causes infectieuses. De nouvelles causes d’échouage apparaissent comme 1’émaciation sévére
ou encore plus récemment la prédation par les phoques. Pour les phoques veaux-marins, les
juveniles sont la population la plus touchée par les échouages. Ils surviennent en majorité en
été lors du sevrage des jeunes de I’année. Les infections sont majoritairement a 1’origine de la
mort de ces animaux. Comme pour les marsouins, 1’émaciation sévere représente une cause
de mortalité non négligeable. Ces conclusions ont été le résultat de 1’étude statistique des
échouages sur une vaste période de 19 ans. La suite de cette partie sera dédiée a la
compréhension des résultats obtenus en prenant en compte le mode de vie des mammiferes
marins, I’évolution démographique des différentes populations et les menaces pesant sur ces

animaux.

*khkhkhhihkkk

Concernant les marsouins communs, historiquement, a partir des années 90, une
augmentation progressive des échouages est observée jusqu’a atteindre des années record
comme 2013 avec 333 échouages sur les cotes francaises de la Manche (Van Canneyt et al.,
2015). Le nombre d’animaux échoués avait déja été multiplié par deux entre 2011 et 2012
mais a encore été multiplié par 1,8 entre 2012 et 2013. En 2014, on retrouve des effectifs
semblables a ceux de 2011 et de 2012 laissant supposer que 1’année 2013 était un événement
d’échouages importants, inhabituel et ponctuel (Van Canneyt et al., 2015). Les juvéniles
représentent la majorité des animaux échoués puisque ce sont généralement des jeunes de
I’année qui ont un mode de vie plus ctier que les parents et peuvent plus facilement se faire
capturer par les filets de péche. Les causes de 1’augmentation aux fils des ans des échouages
sur les cotes francaises de la Manche peuvent correspondre a une anomalie d’abondance du
marsouin commun dans nos eaux cotieres ou a une augmentation anormale du taux de
mortalité dans cette espéce. En réalité, la réponse est plus complexe et fait intervenir la
combinaison de plusieurs facteurs. Tout d’abord, il ne faut pas omettre le fait que le pointage
et le suivi des échouages de mammiferes marins sur les cotes frangaises a connu un veéritable
essor dans les années 90, entrainant progressivement un meilleur suivi des animaux échoués a
partir de cette période. Ensuite, la largeur de la Mer du Nord étant de 300 km au Nord et de 50
km au Sud, les carcasses d’animaux morts ont une plus grande probabilité de s’échouer sur les
cotes de la baie Sud de la Mer du Nord (Haelters et Camphuysen, 2009). Cette hypothése est
appuyee par le fait que les courants marins dans cette mer sont Nord-Sud et Est-Ouest,

amenant ainsi les carcasses sur les cotes belgo-francaises. Troisiemement, le réchauffement
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climatique et le manque de proies dans les eaux septentrionales ou la migration de celles-ci,
ont conduit les marsouins a descendre vers le Sud. Ce point est illustré par les données
recueillies par les études SCANS (Small Cetaceans in European Atlantic North Survey) qui
dénombrent les petits cétacés a large échelle. 1l y a eu deux campagnes, la premiére en 1994 et
la seconde en 2005 (Haelters et Camphuysen, 2009). Les résultats sont similaires pour les
deux études avec une estimation de 340 000 petits cétacés dans 1’ Atlantique Nord Européen.
Cependant, les scientifiques ont observé un changement de distribution Nord/Sud du
marsouin commun avec des effectifs beaucoup plus important dans le Sud en 2005 (SCANS
II). L’age moyen des individus échoués ne difféere pas de manicre significative entre les
années donc I’augmentation de la population est bien due a une migration et non pas a une
augmentation interne. Enfin, [D’apparition de nouvelles causes de mortalit¢ comme
I’émaciation sévere ou la prédation par les phoques associée a 1’augmentation considérable de
I’incidence des captures accidentelles par les filets de péche, attestée par de nombreuses
études, augmentent le nombre d’échouages annuel. Afin d’illustrer cette donnée, dans les
années 90, le taux de capture accidentelle par les pécheries était de 20% (Jauniaux et al.,
2013), dans notre étude, le taux entre 2000 et 2014 est de 45%. Ce taux trés important est
retrouvé dans différentes études comme en Belgique avec un pourcentage de 38,1% entre
2001 et 2011, en Allemagne avec un taux de 50% ou encore aux Pays-Bas, 40% (Jauniaux et
al., 2013). L’accroissement drastique du nombre d’échouages des marsouins communs est
donc expliqué pour partie par les captures accidentelles qui devient une menace significative
pour ces petits cétacés le long de nos cotes. Ce taux est en plus srement sous-estimé en
raison de la difficulté a conclure avec certitude sur la cause de la mort et a relever des
empreintes de filets significatives ; mais aussi en raison des cas de captures dans des engins

de péche ou les pécheurs lestent les cadavres dans la crainte de recevoir une amende.

De nombreuses études attestent d’une saisonnalité au sein des échouages de marsouins
communs (Haelters et Camphuysen, 2009 ; Jauniaux et al., 2013). Dans notre étude, le pic
d’échouages se situe fin de 1’hiver, début de printemps, de Février a Avril. 1l correspond au
pic de captures accidentelles par les filets de péche. Cette période correspond a la mise en
place de filets maillants sur les plages pour la péche a la sole qui apparaissent comme une
méthode de péche écologique face aux chalutiers mais sont en réalité une cause majoritaire de
capture chez les marsouins qui sont des animaux cotiers. Il existe une corrélation positive
entre la distribution, 1’abondance des marsouins et leurs proies et donc aux activités

halieutiques ciblant celles-ci. Le code de conservation des animaux capturés par les filets
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étant inférieur a 3, la mort a eu lieu prés des plages donc provenant plutdt de pécheries dans

cette zone.

Afin de lutter contre cette menace, la commission européenne a mis en place le
reglement 812/2004 visant a réduire les prises accidentelles de cétacés dans les engins de
péche (Haelters et Camphuysen, 2009). Ce reglement datant du 26 avril 2004 établit les
mesures relatives aux captures accidentelles de cétacés et modifie le réglement précédent CE
88/1998 (Haelters et Camphuysen, 2009).

Trois points principaux ont été notifiés: la mise en place de pingers (appareils
produisant des bruits métalliques) pour éloigner les petits cétacés des filets ; I’abandon des
filets dérivants en Mer Baltique ; le développement d’observateurs indépendants pour les
engins de péche. Malheureusement, ce réglement ne prévoit pas la mise en place
d’observateurs pour les filets calés sur les cotes de la Manche, zone concernée par

I’installation de pingers par les fileyeurs de plus de douze métres (Van Canneyt et al., 2006).

L’observation du nombre important d’échouages en fin d’hiver, début du printemps
correspond aussi aux mois ou 1’animal est abondant sur nos cotes avant de retourner a sa zone
de parturition de 1’été qui est le Dogger Bank, entre 1’ Angleterre et le Danemark (Haelters et
Camphuysen, 2009).

Depuis les années 70, I’étude des échouages révele un pourcentage de plus en plus
élevé de juvéniles échoués par rapport aux adultes. Entre 1970 et 1999, 56% des animaux
échoués correspondaient a des femelles mais depuis 2000, 59% sont des males. Le
changement de sexe-ratio coincide avec 1’augmentation des échouages depuis 1999 (Van
Canneyt et al., 2015). En combinant ces deux données, 1’augmentation drastique du nombre
d’échouages est causée par la mortalité¢ importante des males juvéniles. Ceci pourrait venir du
fait que les jeunes males se regroupent en petits troupeaux et ont un comportement plus cétier,
augmentant ainsi la prise accidentelle par les filets de péche (Samaran et al., 2011). Ceci est
confirmé par le plus grand nombre de males juvéniles capturés par les filets de péche dans
notre étude. Certains auteurs évoquent un manque d’expérience des juvéniles face aux filets
de péche (Santos et Pierce, 2003), mais cette donnée n’explique pas la différence que 1’on
peut observer entre males et femelles. Globalement, on peut observer qu’il y a plus de males
juvéniles et de femelles adultes qui s’échouent. Cette donnée est d’une part surprenante. En
effet, pour les adultes, la cause de mortalité par un processus infectieux est souvent attribuée,

dans de nombreuses études, a la dépression immunitaire induite par la contamination de ces
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animaux par des xénobiotiques lipophiles. Or, des études ont montré que la concentration en
contaminants lipophiles dans le lard des males marsouins augmente de facon linéaire et
progressive tout au long de leur vie. Chez les femelles, 1’augmentation est linéaire jusqu’a la
maturité sexuelle. Quand les femelles deviennent adultes, la concentration en contaminants
dans leur lard décrit une courbe sinusoidale a des concentrations toujours inférieures a celles
des males du méme age. Ceci s’explique par le fait qu’en fin de gestation et lors de la
lactation, les graisses sont mobilisées pour la production du lait. Les contaminants sont donc
remis en circulation et sont excrétes dans le lait. Le petit se retrouve donc contaminé des sa
premiere tétée (Haelters et al., 2011). D’autre part, le plus grand pourcentage de femelles
adultes échouées est biaisé par 1’effort de récupération de femelles échouées dans les années
2000 pour étudier la pollution des mers. En effet, les cétacés sont au sommet de la chaine
alimentaire et sont donc le reflet de la pollution aquatique (Haelters et Camphuysen, 2009).
Rappelons aussi que le réseau d’échouage francgais est constitué de beaucoup de bénévoles et

donc tous les animaux échoués sur nos cOtes ne sont pas récupérés pour autopsie et analyse.

Si I’augmentation du nombre de marsouins communs dans la baie Sud de la Mer du
Nord explique en partie une augmentation proportionnelle du nombre d’échouages, elle induit
aussi une compétition pour I’acces aux ressources. Les marsouins sont des animaux qui ont
besoin de se nourrir en permanence (Santos et Pierce, 2003). Une compétition plus grande
pour I’acces aux ressources entraine une augmentation du nombre d’animaux émaciés et donc
de déces et d’échouages. Les cas d’émaciation sévere sont rapportés en Juin et en Juillet et
correspondent la plupart du temps aux jeunes sevrés de I’année. Le fait que des adultes
meurent de cachexie tend a appuyer 1’hypothése d’une diminution des ressources alimentaires
le long de nos cotes et/ou a une compétition accrue pour ces ressources. De méme que
I’épaisseur de la couche de lard sous-cutanée est frequemment inférieure au 30 mm attendue
chez un animal en bon état corporel. Ceci est attesté par le fait que sur les 156 individus
présentant un code de conservation strictement inférieur a 3, plus de la moitié d’entre eux
présentaient un estomac vide quelque soit la raison de la mort, méme en cas de capture. Cette
compétition ne pourrait pas seulement étre intra-espece et expliquerait 1’observation récente
d’attaques par des phoques gris. Ce n’est pas un phénomeéne isolé puisqu’il a été relevé en
France, en Belgique, en Angleterre et aux Pays-Bas (Bouveroux et al., 2014 ; Leopold et al.,
2015 ; Jauniaux et al., 2014). Le marsouin commun est déja connu pour étre la proie des
orques et des requins blancs. Dans la Manche et la Mer du Nord, des interactions létales avec

le grand dauphin (Tursiops truncatus) ont été décrites. Mais les premiéres observations de
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prédation par les phoques gris ont été signalées en Belgique en 2011 & partir de deux
marsouins échoués présentant des lésions de type « morsures » et dont de large bandes de
peau et de lard sous-cutané étaient manquantes. La conclusion a été énoncée a partir
d’analyses morphologiques grace aux mesures des distances entre les canines et entre la
mandibule et la maxillaire (Haelters et al., 2012). Seul le phoque gris peut infliger ce genre de
morsure dans la Mer du Nord. La prédation et le charognage par les phoques a été, quelques
années plus tard, directement observé dans la Manche (Bouveroux et al., 2014). La plupart
des animaux prédatés étaient des juvéniles en bon état d’embonpoint et avec des estomacs
remplis (Leopold et al., 2015). Pour avoir la confirmation, il faut isoler I’ADN de marsouin
dans I’estomac de phoques gris ou bien isoler I’ADN de phoques gris dans les blessures des
marsouins échoués. C’est cette deuxiéme possibilité qui a été privilégiée par le monde
scientifique. L’écouvilllonage de plaies et la PCR ciblant I’ADN mitochondrial des phoques
gris ont permis de confirmer cela (Jauniaux et al., 2014 ; Van Bleijswijk et al., 2014). Il
faudrait savoir si ce comportement reléve de la simple prédation ou représente une
combinaison de prédation et de compétition. Cela est difficile a trancher puisque ce
comportement n’est observé que depuis récemment. Cependant, rappelons que le marsouin
commun était beaucoup moins abondant dans les années 90 dans nos eaux (SCANS Il), ce qui
peut expliquer que ce genre de comportement n’ait pas été observé. En paralléle, les
populations de phoques gris croissent dans la Mer du Nord et la Manche, augmentant ainsi la
compétition pour les ressources et encourageant certains individus a s’intéresser a d’autres
proies comme le marsouin (Haelters et al., 2012). Nous ne pouvons dire avec certitude si ¢’est
un phénomeéne récent de type territorialité ou un phénomene auparavant passé inapercu méme
si les professionnels pensent plutdt a la premiere hypothése. Enfin, cette compétition
augmente certainement le stress des animaux, qui, combiné a un apport énergétique moindre,
entraine une dépression du systtme immunitaire et donne un terrain propice au
développement de maladies infectieuses. Dans notre étude, 5 individus décédés de capture par
les filets de péche présentaient des lésions type prédation par les phoques, un animal

cachectique également et un dernier individu est décédé des suites de la prédation.

Jusqu’en 2003, les processus infectieux représentaient la cause de mortalité
prédominante dans les échouages de marsouins communs. Depuis, une inversion s’est
produite avec les captures accidentelles par les filets de péche qui occupent largement la
premiére place. La saisonnalité des captures accidentelles par les filets de péche a été vue

précédemment. Celle des morts suite & un processus infectieux présente des pics en hiver et en
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aolt, que nous ne pouvons expliquer. Lors d’infection, les marsouins présentent
principalement des lésions de pneumonie ou bronchopneumonie et de 1’émaciation fortement
liées a des parasitoses séveres. Nous pensons que les parasites profitent d’une faiblesse
immunitaire de 1’animal pour I’infester. Les pneumonies observées lors de 1’autopsie sont
souvent d’origine vermineuse avec des surinfections bactériennes ayant entrainées la mort de
I’animal. Cependant, notons qu’un nombre non négligeable d’animaux certainement décédés
des suites d’une infection sont en bon é€tat corporel et/ou ne présentent pas d’infestation
parasitaire. Certains présentent méme des hématomes sous-cutanés pouvant faire suspecter
dans un premier temps une prise dans des filets de péche. De méme, tous les animaux
capturés dans des filets de péche ne sont pas exempts de lésions inflammatoires ou de

parasitisme. lls ne sont également pas tous en bon état d’embonpoint.

Il faut donc rester prudent, aucun critere spécifique ne permet de conclure avec
certitude sur la cause de la mort. C’est la combinaison de toutes les observations lors de
I’autopsie qui permet d’émettre une cause probable de la mort qui sera ensuite confirmée par

des données d’anatomopathologie, d’histologie et de biologie moléculaire.

*khkhkhhhkkk

Concernant 1’échouage des phoques veaux-marins, la série temporelle des échouages
révele une tendance linéaire a ’augmentation depuis les années 90. Sur la saison 2012-2013,
il y a eu une augmentation du nombre d’échouages de prés de 50%, augmentation qui s’est
confirmée sur la saison suivante 2013-2014 avec 78 veaux-maris échoués (Van Canneyt et al.,
2015).

La distribution spatiale des échouages des phoques communs est tres localisée avec la
mise en évidence de spots d’échouages correspondant assez bien a la présence de colonies.
Les principaux sites concernés sont les environs de la Baie de Somme, la cote d’Opale et dans

une moindre mesure, la Baie de Veys, la Baie de Seine et la Baie du Mont-Saint-Michel.

La distribution saisonniére des échouages des phoques veaux-marins présente une
saisonnalité assez marquée méme pour notre échantillonnage. Le pic d’abondance
d’échouages se situe pendant la période estivale et particuliecrement au mois d’aolt. Ceci
correspond a la période de mise-bas (juin-juillet) quand les jeunes de I’année fraichement
sevrés présentent des difficultés pour se nourrir (Van Canneyt et al., 2015). C’est pour cette

raison que quelque soit la cause de la mort, les juvéniles représentent la large majorité des
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animaux échoués. Remarquons néanmoins que des échouages surviennent tout au long de

I’année.

Parmi les individus échoués et autopsiés, nous notons qu’il y a peu d’adultes. Cette
observation est la conséquence de 1’échouage important de juvéniles mais aussi du fait que les
adultes sont souvent laissés sur la plage car ils sont trop gros pour étre pris en charge.
Rappelons que le Réseau d’échouage frangais est constitué de professionnels mais surtout

d’une grande majorité de bénévoles qui ne sont pas toujours présents lors d’un échouage.

En ce qui concerne les causes de la mort, un processus infectieux semble la premiere
cause de mortalité chez les phoques communs, suivi des captures accidentelles et enfin d’une
émaciation sévére. Les captures accidentelles par les filets de péche sont une cause de
mortalité sous-estimée puisque contrairement aux marsouins, les empreintes de filets
disparaissent rapidement chez les phoques a cause de leur fourrure épaisse (Jauniaux et al.,
2013).

La pneumonie est la Iésion prédominante en cas d’infection. Cette lésion est
probablement la conséquence d’une infection par le Morbillivirus, qui est une dominante
pathologique chez le phoque. Enfin, I’émaciation sévere de plusieurs individus est un fait
important posant la question de la disponibilité de proies pour les mammiferes marins de nos
cotes. Parmi les sept individus morts suite a une cachexie extréme, six sont des juvéniles de
I’année, donnée confirmée par le fait que leur mort est survenue en juillet-ao(t lors de la
période de mise-bas. Ils ont épuisé leur réserve graisseuse et n’ont pas su ou pu chasser.
Notons quand méme qu’un adulte est aussi mort d’émaciation sans qu’un foyer infectieux
n’ait été mis en évidence. Le fait que des adultes puissent décéder da famine laisse a penser

que I’abondance en proies est faible.

Enfin, il faut réaliser que les lésions ne sont pas I’exclusivité d’une seule cause de
mortalité. Ainsi, un individu décédé des suites d’une capture accidentelle par les filets de
péche ne présentait pas un bon état corporel alors que 1’on s’attendrait plut6t a observer des
animaux en bon état d’embonpoint. Certains animaux capturés présentaient aussi des lésions
digestives et/ou hepatiques ou encore des infestations parasitaires. De méme, un nombre non
négligeable d’individus probablement morts suite a un processus infectieux étaient en bon état

d’embonpoint et présentaient un contenu stomacal plus ou moins abondant et récent.
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Chaque année, environ la moitié des phoques s’échouent vivants et sont donc pris en
charge par des organismes spécialisés. Suivant la localisation de 1’échouage, les phoques
trouvés vivants sont orientés vers une structure habilitée a les accueillir, les soigner puis les
relacher en mer. Les centres de soins sont Océanopolis, Picardie Nature, la Ligue Protectrice
des Animaux du 62 et le Musée de la Mer (64). Ces centres présentent un taux de réussite de
75-80%. Certains centres appelés de transit peuvent recevoir temporairement des animaux en

attendant leur placement dans un centre de soins.
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2. PARTIE 2: Etude de Ila Brucellose chez les
Mammiféeres marins échoués sur les cotes francaises de
la Manche de 1995 a 2015.

Depuis la premiére observation de Brucella chez les mammiféres marins en 1994, de
nombreuses études ont été menées dans le but de déterminer les données épidémiologiques et
pathologiques de cette bactérie dans la faune sauvage marine. A notre connaissance, aucune
étude de prévalence ou de mise en évidence de lésions dues a Brucella n’a été réalisée sur les
cbtes métropolitaines francaises. Cette donnée est pourtant trés importante pour la santé
publique. En effet, la brucellose est une maladie infectieuse zoonotique. Les échouages de
marsouins communs et de pinnipedes augmentent de plus en plus, exposant le public mais
aussi les professionnels a une possible contamination par la brucellose. Pour notre étude, la
fagon la plus simple et la moins invasive pour les animaux d’accéder a des prélévements de
mammiferes marins est de s’intéresser aux animaux échoués autopsiés par I’Ulg. Ces mémes
animaux ont fait I’objet de 1’étude statistique de la partie 1. Nous avons choisi de rechercher
la bactérie Brucella spp. dans les organes de mammiféres marins échoués sur les cotes
francaises depuis 1995 par Polymerase Chain Reaction en temps réel (RT-PCR) puisque c’est
une méthode simple, rapide et tres sensible. D’autre part, pour les animaux positifs par PCR,
nous nous sommes intéressés a I’histologie pour déterminer d’éventuelles 1ésions associées a
Iinfection et réalisés des expériences d’immunohistochimie permettant de révéler les
antigénes bactériens dans des coupes de tissus. Enfin, le séquencage des produits de PCR par
la méthode de Sanger a permis de confirmer la présence de la bactérie dans les organes testés.

Les mammiferes marins échoués sur les cotes frangaises de la Manche et autopsiés a la
Faculté Vétérinaire de Liege sont listés en Annexe. Parmi ces animaux, des échantillons de
55 marsouins juvéniles, 26 marsouins adultes, un dauphin commun, un lagenorrhynque a bec
blanc, trois globicéphales, 20 phoques veaux-marins juvéniles, 6 phoques communs adultes et

un phoque gris adulte stockés a -20°C ont été testés pour la présence de Brucella spp..

Chez les mammiféres marins, les organes dans lesquels Brucella est le plus souvent
isolée sont les poumons et les nceuds lymphatiques des régions thoraciques et cervicales
(Garner et al., 1997 ; Foster et al., 2002 ; Prenger-Berninghoff et al., 2008). Nous avons ainsi

décidé de tester les animaux ayant un code de conservation inférieur ou égal a 3 et pour
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lesquels nous possédions les échantillons de poumons et d’au moins un des trois nceuds
lymphatiques suivants : nceud lymphatique préscapulaire, nceud lymphatique bronchique et
nceud lymphatique pulmonaire, qui sont les trois nceuds lymphatiques les plus souvent
prélevés lors de D’autopsie. Aprés ce tri, il restait 42 marsouins communs, le dauphin
commun, le lagénorrhynque a bec blanc, les trois globicéphales et 10 phogues communs. Pour
la recherche de Brucella spp., les 57 individus ont été testés par real time-PCR en réalisant un
« pool » d’organes (poumon et au moins un des trois nceuds lymphatiques d’intérét). Le
CERVA ayant déja testé certains individus nous avons ajouté a notre étude un phoque gris
(A12/1999) dont nous n’avions que le poumon et un marsouin commun (A09/1943) dont seul
le nceud lymphatique bronchique était en notre possession. Nous avons donc testé en tout 59

mammiféres marins.

Les échantillons revenus positifs par RT-PCR ont ensuite été testés par PCR classique
en vue de réaliser le séquencage des produits de PCR pour affirmer la présence de Brucella.
En paralléle, les animaux dont les organes se sont révélés positifs par RT-PCR ont été testés
par immunohistochimie. L’ensemble des organes ayant subi cette méthode diagnostique sont :
I’encéphale, le cceur, le poumon, les nceuds lymphatiques, le foie, le rein, la rate, la glande
mammaire, le testicule, I’ovaire et 1’utérus. Pour chaque individu testé, tous les organes

précedemment cités n’avaient pas été préleves.

2.1. Matériels et Méthodes

2.1.1. Manipulation de I’ADN

L’extraction de I’ADN a partir des organes décongelés a été réalisée grace au kit
NucléoSpin® Tissue de Macherey-Nagel en suivant les recommandations du fournisseur.

Pour chaque individu, nous avons regroupé les différents organes en une seule extraction.

L’extraction et la purification d’ADN a partir de gel d’agarose 2% est réalisée grace au
kit NucléoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) selon les recommandations du

fournisseur.
2.1.2. Real Time PCR

Nous avons utilisé un StrepOne Plus Real-Time PCR System Software (Applied

Biosystem) pour la PCR quantitative en temps réel. Le mélange réactionnel est réalisé sous
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hotte dans une microplaque. Chaque puits contient 12,5 uLL de MasterMix du kit FFPE DNA
(Macherey-Nagel), 0,4 pL de sonde (6FAM-AAATCTTCCACCTTGCCCTTGCATCA-
BHQI1), 08 uL de chacune des amorces Forward et Reverse (5°-
GCTCGGTTGCCAATATCAATGC-3’ et 5-GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG-3’), 2 uL
d’ADN, H20 gsp 25 uL. Les amorces et la sonde ciblent le géne bcsp31. Chaque échantillon
est analysé en double. Le témoin positif est constitué d’ADN de Brucella ceti BI/94. La
dénaturation initiale s’effectue a 95°C pendant 10 min. Elle est suivie de 55 cycles successifs :
dénaturation a 95°C pendant 20 secondes, hybridation a 55°C pendant 30 secondes et
polymérisation a 72°C pendant 1 minute. Enfin, la PCR est terminée par une phase
d’¢longation finale de 10 minutes a 72°C. Les résultats sont donnés sous la forme d’un

nombre de cycles nécessaires pour atteindre le seuil de détection (Ct).

2.1.3. Fixation des tissus sur les lames

Les échantillons de tissus sont inclus en paraffine et coupés au microtome réglé a 5
pum. Pour chaque organe, deux lames sont préparées. Afin de déparaffiner et réhydrater les
coupes, les lames sont placées pendant 10 minutes dans trois bains successifs de solvant
(SafeSolv QPath® de VWR Chemicals). Elles subissent ensuite trois bains successifs de 2
minutes dans 100% d’éthanol. Un bain de 2 minutes dans 1’éthanol 90% puis un bain de 2
minutes dans I’éthanol a 50% completent le cycle. Les lames sont conservées dans 1’eau

distillée en attendant de subir le protocole d’immunohistochimie.

2.1.4. Immunohistochimie

Les lames sont lavées 5 minutes (PBS 1X, NaCl 500mM, Twin20 0,2%) puis incubées
10 minutes dans du peroxyde d’hydrogene a 0,3% afin de supprimer les peroxydases
endogenes. Elles sont a nouveau lavées 5 minutes puis saturées pendant 10 minutes (Protein
block de Dako: PBS 0,25% caseine et sodium azide). Pour chaque organe testé, une lame est
incubée pendant 1 heure avec I’anticorps (Ac) primaire polyclonal anti-LPS de Brucella
melitensis 16M obtenu chez le lapin, dilué & 1/100 dans du PBS 1X (Dako). L’autre lame est
incubée 1 heure dans du PBS 1X seul; elle servira a tester la spécificité de 1’Ac secondaire.
Apres un lavage de 5 minutes, les deux lames sont incubées 30 min avec 1’Ac secondaire, un
anti-1gG de lapin conjugué a I’HRP obtenu chez la souris (Dako), dilué au 1/50000. Aprés un
rincage de 5 minutes, les lames sont révélées par ajout d’AEC pendant 10 minutes. Apres

deux lavages a I’cau distillée, on applique I’hématoxylline de Gill pendant 1 minute. L’étape
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finale fait intervenir un ringage a I’eau distillée durant 3-4 minutes et le montage des lamelles.
Les lames sont observées au microscope a contraste de phase (Médio plan de Jeulin). Le
témoin positif utilisé est une coupe de rate d’un marsouin échoué sur la cote belge en 2008

(Jauniaux et al., 2010).
2.1.5. PCR classique

Les amorces utilisées permettent d’amplifier 151pb du géne bcsp31 et 523 pb du géne
omp25 (5’-GCTCGGTTGCCAATATCAATGC-3’ et 5’-GGGTAAAGCGTCGCCAGAAG-
3’ ou 5-GTTCCGGCTCCGGTTGAAGTA-3’ et 5-CGCGGATATCCTGCGTGTC-3’,
respectivement). La réaction est réalisée en microplaque et chaque échantillon est analysé en
double. Par puit, le mélange réactionnel contient 10uL de HotStarTag® Plus Master Mix Kix
(Qiagen), 1 uL de chacune des amorces, 2 uL d’ADN, H,0 gsp 20 uL. Le témoin positif est
constitué d’ADN de Brucella ceti B1/94. La dénaturation initiale s’effectue & 95°C pendant 10
minutes. Elle est suvie de 60 cycles successifs : dénaturation a 95°C pendant 20 secondes,
hybridation a 55°C pendant 30 secondes et polymérisation a 72°C pendant 1 minute.
L’¢longation finale est réalisée a 72°C pendant 10 minutes. Les amplicons sont visualisés par
¢lectrophorese sur gel d’agarose 2% a 1’aide d’un marqueur de poids moléculaire 1kb

(O’Gene Ruler 1 kb Plus DNA ladder, Thermo Fisher Scientific).
2.1.6. Séquencage SANGER

Le séquencage des fragments PCR obtenus a été réalisé par GATC Biotech sur 5 pl

d’ADN purifié concentré a 20-80 ng/pL et avec une amorce a 5 uM.

2.2. Recherche de Brucella spp. par RT-PCR

La recherche de Brucella spp. par RT-PCR a ciblé le géne bcsp31 qui code pour une

protéine de 31 kDa, trés bien conservée au sein du genre Brucella (Probert et al., 2004).
2.2.1. Droite de calibration de la RT-PCR

Afin de vérifier la validité et I’efficacité du protocole de RT-PCR que nous voulions
utiliser, le CERVA nous a fourni une solution d’ADN de Brucella ceti B1/94 concentrée a 90
ng/uL. A partir de cette solution de depart, nous avons réalisé des dilutions afin de réaliser

une courbe standard de la réaction de RT-PCR.
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Pour connaitre la quantité d’ADN dans notre échantillon, il faut déterminer la masse
d’une molécule d’ADN de Brucella ceti B1/94 dans notre échantillon. Le site du National

Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) permet de trouver la longueur

totale moyenne du génome de Brucella ceti qui est de 3,34 Mb soit 6,68 x 10° nucléotides

dans un génome.

Masse d’un génome de Brucella ceti = 6,68 x 10°x (330/6,02 x 10°%) = 3,66 x 10 ng
Masse molaire d’un nucléotide = 330 g/mol
Nombre d’Avogadro = 6,02 x 10%® /mol

Le CERVA nous a fourni une solution de 70 pL concentrée a 90 ng/pL soit 2,46 x 10’

génomes de Brucella par pL. Ainsi dans 4 pL de la solution, il y avait 10° génomes.

Afin de réaliser la courbe standard, nous avons dilué par 50 la solution de départ afin
d’obtenir une solution concentrée & 10° génomes par pL. Six dilutions par 10 se sont
succédées afin d’obtenir des solutions de concentrations respectives de 10°, 10* 10%, 10% 10

et 1 génome de Brucella ceti B1/94 par L.

Le protocole de RT-PCR a été appliqué pour ces 7 dilutions et I’amplification a

fonctionné (tableau 19).

Tableau 19 : Résultats de la RT-PCR pour les sept dilutions de la solution de génome de Brucella ceti
B1/94.

Dilutions Résultat de la RT-PCR

10° génomes par pL Ct=22,98
10° génomes par pL Ct=27,07
10* génomes par pL Ct=29,97
10° génomes par pL Ct=33,86
107 génomes par pL Ct=37,60
10 génomes par pL Ct=42,46

1 génome par pL Ct=45,39

A partir de ce résultat, nous avons modélisé la droite de calibration qui définit la
quantité de génome de Brucella dans 1’échantillon en fonction du cycle seuil (Ct) obtenu lors
de la RT-PCR (fig.39).

L’équation de la droite nous a donné deux informations supplémentaires. L’ordonnée a

I’origine de 45,50 représente le Ct au-dela duquel nous estimons que la positivité de
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I’échantillon testé ne peut pas €tre prise en compte. La pente de la droite permet de calculer
Pefficacité¢ de la réaction PCR. Ici, I’efficacité est de E= 100P*"™) _ 1= 84,1%. Cette

efficacité n’est pas idéale mais elle reste honnéte pour réaliser nos expériences.

Droite de calibration
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Figure 39: Droite de calibration de la RT-PCR.

Par la suite, dés qu’un échantillon sera positif, il sera possible de corréler le Ct obtenu

avec une concentration en bactérie dans cet échantillon.
2.2.2. Résultats de la RT-PCR pour les 59 animaux testés

Lors de la réalisation des expériences de RT-PCR, un témoin positif et un témoin
négatif (H,0) ont été utilisés afin de vérifier 1’absence de contamination lors des
manipulations et le bon fonctionnement de la méthode. La solution concentrée & 10° génomes
de Brucella ceti B1/94 /uL constituait le témoin positif de chaque RT-PCR. Les résultats sont
présentés dans le tableau 20. Le CERVA avait réalisé des PCR pour certains organes
d’individus suivant le méme protocole. Nous avons comparé leurs résultats, lorsqu’ils étaient

présents, aux notres.
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Tableau 20: Résultats de la RT-PCR pour des prélevements des 60 mammiféres marins testés.

) Numéro Résultats de la Résultats du
Animaux Pool d’organes testé
d’autopsie RT-PCR CERVA
A01/803 P/NLP/NLB Négatif /
A02/742 P/ NLP/ NLPul Négatif /
A02/1285 P/NLP/NLB Négatif /
A03/1517 P/ NLP Négatif /
P/NLP/NLB/
A04/1021 Négatif /
NLPul
M A04/1336 P/NLP/NLB Négatif /
A A05/1502 P/NLB Négatif /
R A05/1824 P/NLB Négatif /
S A05/1826 P/NLB Négatif /
o) A06/851 P/NLB Négatif /
u A09/766 P/ NLPul Négatif P/ NLPul:
négatifs
| Ct,= 33,77
Ctinoy= 33,77 .
N A09/1438 P/NLB Soit environ P/N LE I
S 1288 génomes negatits
par pL
c Ct,= 35,47
Ct,= 35,00 ) L
o A09/1943 NLP Clinoy=35,23 NLP  positifs
Soit environ 528
M génomes par pL
M A10/1009 P /NLP / NLPul Négatif P/NLP/NLPul:
négatifs
U Ct;= 32,69
N Ct,= 31,34
s A10/1279 P/NLB Ctinoy= 32,01 P/ NLB : positifs
Soit environ
3770 génomes
par pL
A10/1963 P/NLP/NLB Négatif /
A11/1099 P/NLP/NLB Négatif P / NLB: négatifs
Al12/371 P/NLB Négatif /
A12/388 P/NLB Négatif /
Al12/484 P/ NLPul Négatif /
Al12/1296 P /NLP Négatif /
Al12/1326 P/NLB Négatif /
Al12/1327 P/NLB Négatif /
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A12/1328 P/NLP Négatif /
M A12/1329 P/NLB Négatif /
A A13/1002 P/NLP/NLB Négatif /
R A13/1262 P/NLP /NLPul Négatif /
S A13/1282 P/NLP/NLB Négatif /
o A13/1283 P /NLP / NLPul Négatif /
U A13/1285 P/NLP/NLB Négatif /
I A13/1931 P/NLP Négatif /
N A13/1932 P/NLP Négatif /
S A13/1933 P/NLP Négatif /
A13/1934 P/NLP Négatif /
c Ct,= 33,91
0 Ct,= 30,46
M A13/1935 P/NLP/NLB g;ﬂoye—n SIerr? /
M 3378 génomes
u par pL
A13/1936 P/NLP Négatif /
N A13/1937 P/NLP Négatif /
S AL3/1938 P/NLP Négatif ]
A13/1939 P/NLP/NLB Négatif /
A14/329 P/NLP Négatif /
Al14/348 P/NLP Négatif /
A14/353 P/NLP Négatif /
Al4/714 P/NLB Négatif /
Dauphin commun A13/1034 P/ NLPul Négatif NLPpiup:Oﬁgég -
Lagénorrhynque a P/ NLP/ NLB o
bec blanc A16/317 INLPUI Négatif /
A16/310 P/NLP /NLPul Négatif /
Globicéphales noirs A16/311 P/ NLP /NLPul Négatif /
A16/312 P/NLP/NLB Négatif /
A08/692 P/NLB Négatif /
A10/1039 P/NLP Négatif P/ NLP : négatifs
Phoques A10/1308 P/NLB Négatif P / NLB : négatifs
veaux-marins A10/1309 P/ NLPul Négatif /
A10/1985 P/NLP Négatif /
A11/1102 P/NLP Négatif P/ NLP : négatifs
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Al12/1995 P/ NLP Négatif P/ NLB : négatifs
Ct;= 38,46
A13/316 P/NLP Ctinoy= 38,46 /
Phoques Soit environ 73,5
veaux-marins génomes par UL
A13/361 P/ NLP Négatif /
A15/333 P/NLP/NLB Négatif /
Phoque gris A12/1999 P Négatif P /NLP : negatifs
NLB : positif

P= poumon ; NLP= nceud lymphatique préscapulaire ; NLB= nceud lymphatique bronchique ; NLPul= nceud
lymphatique pulmonaire ; NLM= nceud lymphatique mésentérique

En considérant les animaux pour lesquels la PCR a été positive lors de nos expériences
ou au CERVA, sept prélevements sont pris en considération. Ainsi, nous avons obtenu un
taux de prévalence totale de 11,86% (7/59). En ce qui concerne les especes, le taux de
positivité était de 9,3% (4/43) pour les marsouins communs, 10% (1/10) pour les phoques
veaux-marins, plus un dauphin commun et un phoque gris. Pour trois des sept animaux
positifs, des RT-PCR de chaque organe composant le pool testé ont été reéalisées. Tous les
organes testés individuellement se sont révélés positifs. Les résultats sont detaillés dans le
tableau 21.

Il est & noter que le marsouin commun A09/1438 a été testé négatif par le CERVA
mais qu’il est ressorti positif lors de nos expérimentations. Enfin, pour deux des cing
marsouins positifs lors des RT-PCR menées, un des duplicatas s’avérait négatif. Ces deux

sont quand méme retenus positifs puisque une PCR est revenue positive.

Tableau 21: Résultats de la RT-PCR des organes testés en pool de trois mammiféres marins positifs.

Animal Organe testé Résultat de la RT-PCR
AQ09/1279 (marsouin) Poumon Ct= 34,87
A09/1279 (marsouin) Neeud lymphatique bronchique Ct= 34,45
A09/1438 (marsouin) Poumon Ct=41,09
A09/1438 (marsouin) Neeud lymphatique bronchique Ct= 38,93
A13/1935 (marsouin) Poumon Ct= 35,43
A13/1935 (marsouin) Neeud lymphatique Ct= 38,25

préscapulaire
A13/1935 (marsouin) Neeud lymphatique bronchique Ct= 36,98
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Enfin, comme nous avons pu le voir dans la partie bibliographique concernant la
brucellose chez les mammiferes marins, la parasitose pulmonaire est souvent associée a des
poumons obtenus positifs a la brucellose par diverses méthodes diagnostiques. Nous avons
donc réalisé des extractions d’ADN sur les parasites des voies respiratoires du marsouin
A09/1943 et du phoque gris A12/1999. Apres réalisation de la RT-PCR, les deux échantillons
se sont révélés négatifs. Nous n’avions pas d’échantillons des parasites des voies respiratoires

pour les autres individus.

2.3. Etudes lésionnelles et immunohistochimiques des

animaux positifs a Brucella en RT-PCR

En ce qui concerne I’étude 1ésionnelle et la réalisation des immunohistochimies, nous
avons sélectionné 11 organes a analyser. Ces organes sont 1’encéphale, le poumon, le ceeur,
les nceuds lymphatiques, la rate, le foie, le rein, la glande mammaire, 1’utérus, 1’ovaire et le
testicule. Le tableau 22 détaille les organes que nous avons pu analyser parmi cette liste pour

chaque animal positif en RT-PCR.

Tableau 22: Liste des organes testés par immunohistochimie pour chague animal positif par RT-PCR.

Animal Organes testés

Encéphale (quatre coupes)
Poumon

Ventricule

Neceud lymphatique préscapulaire
A09/1438 (marsouin commun) Neeud lymphatique bronchique
Rate

Foie

Glande mammaire

Utérus/ovaire

Encéphale (cing coupes)
Poumon

Ventricule gauche (deux coupes)
A09/1943 (marsouin commun) Neeud lymphatique préscapulaire
Neceud lymphatique bronchique
Nceud lymphatique mésentérique

Rate
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Foie
Rein
Glande mammaire

Utérus/ovaire

A10/1279 (marsouin commun) Pas d’organes

Poumon

Nceud lymphatique préscapulaire
Nceud lymphatique pulmonaire
A13/1935 (marsouin commun) Rate

Foie

Rein

Testicule

Encéphale (cing coupes)
Poumon

. Neeud lymphatique pulmonaire
A13/1034 (dauphin commun)
Rate
Foie
Rein

Encéphale (trois coupes)
Poumon

Myocarde

Nceud lymphatique préscapulaire
A13/316 (phoque veau-marin) Neeud lymphatique bronchique
Neeud lymphatique cervical

Rate

Foie

Rein

Poumon

A12/1999 (phoque gris)
Rate

Concernant le marquage immunohistochomique des Brucella, il a été réalisé comme
décrit dans la partie 2.1 Matériel et Méthodes. Dans le cadre de cette expérience, une coupe de
tissu est considérere positive lorsque le marquage est présent dans le cytoplasme des cellules,
que la coloration se trouve dans le plan et que celle-ci est franche (fig.40). Le marquage est dit

suspect lorsque la coloration, bien que présente dans le plan et dans le cytoplasme de cellules,
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n’est pas franche. Pour toute coloration en dehors de cellules ou concernant des débris
nécrotiques, le marquage est dit artéfactuel. Pour une coupe qui ne présente aucune coloration
intracellulaire ou en dehors du plan, le résultat est dit négatif.

Figure 40: Coloration d’immunohistochimie sur la rate d’un marsouin échoué sur la cote belge en 2008
(témoin positif).

2.3.1. Le marsouin commun A09/1438

a) Rapport d’autopsie :

Ce marsouin était une femelle adulte en bon état d’embonpoint (épaisseur de lard
dorsal de 24 mm) échouée le 30 Novembre 2008 sur une plage de Dunkerque. La longueur
totale de I’animal était de 169 cm tandis que le poids corporel était de 55,5 kg. Le code de
conservation de I’animal était de 2. A I’examen externe, 1’animal présentait des empreintes de
filets de 1 cm de long a I’extrémité caudale et des lacérations profondes sur le bord cranial des
nageoires pectorales. Un léger hyphéma était présent. Les glandes mammaires étaient peu
développées. Un liquide séro-hémorragique peu abondant s’écoulait des fentes mammaires,

représentant un liquide de suffusion post-mortem. L’examen interne de 1’abdomen a révélé
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une coloration brun-verdatre légerement muscadée du foie évoquant une hépatite aigué. Le
premier estomac contenait peu d’otolithes et quelques cristallins de poissons et becs de
céphalopodes. Le second estomac présentait un ulcére aigu de 1 cm de diametre. En ce qui
concerne le tractus reproducteur, 1’ovaire gauche présentait trois corpus albicans et cing
follicules de 5 mm de diamétre. L’ovaire droit avait un follicule de 5 mm de diameétre.
L’utérus était de taille normale. L’examen interne du thorax a mis en évidence une infestation
légere du ventricule droit du coeur et des zones blanches de 1 cm de diamétre en surface de
I’épicarde. Les nceuds lymphatiques bronchiques étaient hypertrophiques et congestifs. Les
poumons présentaient une congestion et un cedéme sévere associés a une mousse blanchatre a
sérohémorragique dans les voies respiratoires. Les vaisseaux pulmonaires et les bronches
présentaient une infestation moyenne par des nématodes. En réaction a cette parasitose, des

Iésions de type pneumonie chronique multifocale parasitaire était présente.

Lors du retrait de la téte, des pétéchies intracérébraux ont été notés. Le sinus

péritympanique présentait une infestation parasitaire moyenne.

Cet animal était probablement décéd¢ suite a I’cedéme pulmonaire sévere consécutif a
une capture accidentelle par des filets de péche. Un processus infectieux ne pouvait cependant

pas étre exclu, en témoigne I’hépatite aigué observée lors de I’autopsie.

b) Lésions anatomopathologiques :

Au microscope, le poumon présentait une pneumonie parenchymateuse subaigué
multifocale (fig.41) avec une infiltration macrophagique sévére et des zones de calcification.
Une hépatite (fig.42) et une périangiocholite chroniques (beaucoup de granulocytes
neutrophiles) ont pu étre mises en évidence. Une douve était aussi présente sur la coupe de
I’organe (fig.43). La glande mammaire s’est révélée €tre au repos mais une mammite
subaigué diffuse légére était présente. Les nceuds lymphatiques bronchique et pulmonaire

présentaient une déplétion lymphoide importante avec disparition des follicules.

Les lames de I’encéphale, du tractus reproducteur, de la rate, du ventricule n’ont

présenté aucune lésion.
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Figue 41: Pneumonie parenchymateue subaigué multifocale chez le marsouin A09/1438.

Figure 42: Hépatite chronique diffuse chez le marsouin A09/1438.
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Figure 43: Parasite dans le foie chez le marsouin A09/1438.

c) Coupes immunohistochimiques :

Au total, 12 coupes ont été réalisées pour le marsouin commun A09/1438. Trois
coupes d’organes se sont avérées positives : une coupe d’encéphale (fig.44), le poumon et la
rate (fig.45). Deux coupes d’encéphale ont été classées comme « suspectes » et sept coupes se
sont révélées négatives : une coupe d’encéphale, le tractus reproducteur, la glande mammaire,
le ventricule, les noeuds lymphatiques bronchique et pulmonaire et le foie. La coloration

contre Brucella est positive dans des cellules de type macrophages.
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Figure 44: Coupe d’encéphale positive par immunohistochimie contre Brucella spp.chez le marsouin
A09/1438.
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Figure 45: Coupe de rate positive p_ar‘i.mmunohistochimie contre Brucella spp.chez le marsouin A09/1438.
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2.3.2. Le marsouin commun A09/1943

a) Rapport d’autopsie :

Le marsouin A09/1943 était une femelle adulte de 41kg, 148 cm, en état d’émaciation
sévere (épaisseur de lard dorsal de 13 mm). Elle s’est échouée vivante a Dunkerque le 23
Septembre 2009 et présentait donc un code de conservation 1. A I’examen externe, de rares
ectoparasites de type poux et des lésions de type poxvirus ont été découverts. Les muqueuses
de I’animal étaient porcelaine révélant une anémie. A I’ouverture, un cedéme sous-cutané et
des pétéchies a I’interface du muscle et de la graisse ont été mis en évidence. Les nceuds
lymphatiques préscapulaires étaient hypertrophiés. Lors de I’examen de 1’abdomen, la rate et
les nceuds lymphatiques étaient de taille augmentée. L’estomac était vide. Le cortex rénal était
décoloré jaune-beige. Le foie était hypertrophié de couleur jaune-beige. L’ovaire gauche
présentait un follicule type hémorragique de 6 mm de diameétre. L’utérus ne présentait pas
d’évidence de gestation et les glandes mammaires ¢€taient inactives. Lors de I’examen du
thorax, 400 mL de liquide séro-hémorragique occupaient la cavité pleurale, représentant un
hydrothorax. Tous les nceuds lymphatiques thoraciques présentaient un cedéme sévere
donnant un aspect gélatineux. Le thymus était aussi oedématié. Le péricarde contenait 20 mL
de liquide cristallin jaune (hémopéricarde). Le coeur présentait des 1ésions sous forme de zone
blanche de 2 cm de diamétre en surface du ventricule droit, de 3 cm de diametre a la jonction
inter-ventriculaire et de 2 cm de diameétre en surface du ventricule gauche (cardiomyopathie).
Le poumon présentait des lésions de type bronchopneumonie aigué purulente associée a une
abondante mousse blanchatre localement sérohémorragique dans les voies respiratoires. Une
dizaines d’érosions en coup d’ongle parsemaient la muqueuse de 1’cesophage. En ce qui
concerne la téte, les bulles tympaniques avaient une infestation parasitaire moyenne et une
mousse purulente coulait de 1’évent en association avec des nématodes. Au niveau de
I’encéphale, des pétéchies ont été observes. La graisse acoustique avait un aspect légérement

hémorragique.

En conclusion, cet animal est probablement décédé d’un processus infectieux,

probablement de type septicémique.
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b) Lésions anatomopathologiques :

Au microscope, 1’encéphale présentait de la congestion et une encéphalite subaigué
parenchymateuse focale. Une pneumonie interstitielle subaigué sévere (fig.46) et des plages
de calcification ainsi qu’une bronchopneumonie aigué€ purulente ont été mises en évidence.
Les reins présentaient une congestion généralisée. Une hépatite aigué nécrosante multifocale
avec des foyers cellulonécrotiques était présente (fig.47). Le ceeur révélait une myocardite
subaigué¢ multifocale périvasculaire avec infiltrations subaigués et des zones d’hémorragies.
Le nceud lymphatique préscapulaire présentait des vacuoles et des mégacaryoblastes. Le nceud

lymphatique bronchique était hypoplasié.

Le tractus reproducteur, la glande mammaire, la rate et le nceud lymphatique

mésentérique ne présentaient aucune lésion.

| it SE, ‘o R v v
Figure 46: Pneumonie interstitielle subaigué sévere chez le marsouin A09/1943.
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Figure 47: Hépatite aigué nécrosante multifocale chez le marsouin A09/1943.

c) Coupes immunohistochimiques :

Au total, 16 coupes ont été réalisées pour le marsouin commun A09/1943. Cing
coupes d’organes se sont avérées positives (le poumon, la rate (fig.48), le nceud lymphatique
préscapulaire (fig.49), le nceud lymphatique bronchiqueet le foie. Trois coupes ont été décrites
comme « suspectes » : deux coupes de I’encéphale et le rein (fig.50). Huit coupes se sont
avérées négatives : trois coupes d’encéphale, le tractus reproducteur, la glande mammaire,
deux coupes de ventricule et le nceud lymphatique mésentérique. La coloration contre
Brucella est positive dans des cellules de type macrophages. Le marquage se situe a la

jonction entre le cortex et la médulla des nceuds lymphatiques positifs.
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Figure 49: Coloration positive foale dan le cytoplasme des cellules inflammatoires du nceud lymphatique
préscapulaire chez le marsouin A09/1943.
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Figure 50: Coloration suspecte dans une coupe de rein

2.3.3. Le marsouin A10/1279 : rapport d’autopsie

Cet animal était un méale juvénile de 27 kg pour une longueur totale de 129 cm. I
présentait une émaciation intermédiaire (épaisseur de lard dorsal de 20 mm). Le code de
conservation était de 3 donc aucun prélévement au formol pour histologie n’a été effectue.
Ainsi, pour cet animal, nous n’avons pas d’é¢tude anatomopathologique ni
immunohistochimique. A 1’examen externe, I’extrémité de la nageoire pectorale gauche était
tranchée. De multiples lésions de charognage étaient présentes sur la joue et le flanc gauche
du marsouin. A I’examen de I’abdomen, 1I’estomac présentait un contenu abondant. Le second
estomac avait une infestation légeére par des nématodes. L’estomac 3 présentait un nodule
chronique de 2 cm de diametre & proximité du pylore dont le contenu était noir et la capsule
mesurait 5 mm d’épaisseur (gastrite nodulaire chronique focale). L’examen du thorax a révélé
une abondante mousse séro-hémorragique dans les voies respiratoires associée a une
infestation parasitaire moyenne. L’cesophage dans sa partie thoracique était rempli d’otolithes

et d’arétes.
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En conclusion, cet animal a probablement été capturé par des filets de péche, en

témoigne I’amputation partielle de la nageoire pectorale.
2.3.4. Le marsouin commun A13/1935

a) Rapport d’autopsie :

Cet animal était un male juvénile en bon état d’embonpoint (épaisseur de lard dorsal
de 21 mm). Cet animal pesait 24 kg pour une longueur totale de 114 cm. Le code de
conservation était de 2. Lors de I’examen externe de la carcasse, un hyphéma bilatéral a été
noté. A P’ouverture, la graisse présentait des pétéchies et un hématome sous-cutané était
présent a 1’espace intermandibulaire. Lors de 1’examen de 1’abdomen, des Iésions évoquant
une gastrite chronique focale nodulaire parasitaire était présente. Il n’y avait pratiquement pas
de contenu stomacal, seulement quelques otolithes. Lors de I’examen du thorax, les poumons
présentaient une pneumonie chronique nodulaire associée a une parasitose massive des voies
respiratoires ainsi que des vaisseaux pulmonaires. Des thrombi ont été notés. Les nceuds

lymphatiques pulmonaires étaient congestifs et hypertrophiques.

En conclusion de 1’autopsie, ce marsouin est probablement décédé d’une cause

infectieuse.

b) Lésions anatomopathologiques :

Au microscope, une pneumonie granulomateuse chronique (fig.51) sévere liée a la
parasitose était visible. Une déplétion lymphoide sévere avec absence de follicules était
présente dans les noeuds lymphatiques pulmonaire et préscapulaire. Le rein, la rate, le foie et

le testicule n’avaient pas de 1€sions.
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Figure 51: Pneumonie grnulomateuse chronique evere chez le marsouin A13/1935.

c) Coupes immunohistochimiques :

Au total, 7 coupes ont été réalisées pour le marsouin commun A10/1279. Deux coupes
d’organe se sont avérées positives : la rate (fig.52) et le nceud lymphatique préscapulaire
(fig.53). Deux coupes ont été dites «suspectes »: le poumon et le nceud lymphatique
pulmonaire. Trois coupes ont été négatives : le foie, le testicule et le rein. La coloration contre
Brucella est positive dans des cellules de type macrophages. Le marquage se situe dans la
médulla du nceud lymphatique positif. De maniére étrange, les anneaux cartilagineux du

poumon sont marqués.
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Figure 53: Coloration positive dans le cytoplasme de cellules du neeud lymphatique préscapulaire chez le
marsouin A13/1935.
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2.3.5. Le dauphin commun A13/1034

a) Rapport d’autopsie :

Un dauphin commun a bec court (Delphinus delphis) s’est échoué le 17 Janvier 2013 a
Camiers en France. Il s’agissait d’un male adulte de 175 cm, de 53 kg et présentant une

épaisseur de lard de 12 mm.

L’examen post-mortem a montré une carcasse présentant une décoloration généralisée
évoquant une anémie, et une émaciation sévére. A I’examen interne, I’animal présentait des
pétéchies dans le lard sous-cutané, une splénomégalie, des ulceres dans I’estomac glandulaire
ainsi que des parasites et des pétéchies sur le thymus. La sphére respiratoire présentait
d’importantes lésions dont une congestion et un cedéme pulmonaires séveres généralisés
associés a la présence de mousse blanchatre dans les voies respiratoires. Les poumons
présentaient également des lésions de type pneumonie aigué a chronique et un emphyséme.
Enfin, ’examen de 1’appareil génital dévoilait un micropénis (3 cm, normalement supérieure

a 20 cm) et une hypoplasie des testicules (6 x 1,5 cm).

Trés peu de contenu alimentaire était présent dans l’estomac, seulement quelques

otolithes. La cause de la mort est trés probablement d’origine infectieuse.

b) Lésions anatomopathologiques :

Au microscope, I’encéphale présentait une méningoencéphalite subaigué
périvasculaire avec épaississement et congestion des méninges (fig.54). En ce qui concerne
I’appareil respiratoire, une bronchite aigué a chronique granulomateuse parasitaire avec
parfois obstruction bronchique et une bronchopneumonie aigué purulente avec formation
d’abces ont été lus sur les lames (fig.55 et 56). Le foie présentait une hépatite portale aigué a

subaigué. Le rein et le nceud lymphatique pulmonaire ne présentaient aucune Iésion.
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dauphin A13/1034.




Figure 56: Larves parasitaires dans le parenchyme pulmoire chez le dauphin A1/1034.

c) Coupes immunohistochimiques :

Au total, 10 coupes ont été réalisées pour le dauphin commun A13/1034. Trois coupes
d’organe se sont avérées positives : une coupe d’encéphale (fig.57), le foie et la rate. Deux
coupes ont été dites «suspectes»: une coupe d’encéphale et le nceud lymphatique
pulmonaire. Cing coupes ont été négatives : trois coupes d’encéphale, le rein et le poumon. La
coloration contre Brucella est positive dans des cellules de type macrophages. Le poumon a
été noté négatif mais la lecture de la lame était difficile puisqu’il y avait un bruit de fond assez

important.

159




O'. AR ; [ ¥ ‘. 1".‘ 4 e "' "o B x" a‘.".' I
Qo " 2Ry E SN AE s Nty v - R 25 4
e )R ,~-,§*~.e,. J A 3’ % 7w
o U A UL CG 5. SRy T L e Ll S
Figure 57: Coloration positive dans le cytoplasme de cellules de type macrophages dans’fes meéninges chez
le dauphin A13/1034.

2.3.6. Le phoque veau-marin A13/316

a) Rapport d’autopsie :

Le phoque veau-marin s’est échoué le 12 Septembre 2012 en Baie de Somme et a été
euthanasié. 1l s’agissait d’un male juvénile en état de cachexie séveére (épaisseur de lard dorsal
de 10 mm, pesant 14,5 kg et de longueur totale de 97 cm). Le code de conservation de
I’animal était de 1. A ’examen externe, un ulceére aigu sur la lévre inférieure, une stomatite
aigué ulcérative et un ulcere de 1 cm de diamétre sur la face intérieure de la palmure caudale
gauche étaient présents. Les muqueuses étaient pales, évoquant une anémie. Il y avait du
jetage séro-purulent bilatéral provenant des narines. A 1’ouverture, un cedéme sous-cutané du
cou était présent et des pétéchies sous-cutanés. Dans la zone du cou, il y avait un abcés sous-
cutané ainsi qu’un phlegmon impliquant le tissu sous-cutané et le tronc musculaire et
s’étendant jusqu’a sous la scapula gauche. Une décoloration évoquant une myosite et une
panniculite est associée a ce phlegmon. Les nceuds lymphatiques préscapulaire gauche,
cervical gauche et rétro-mandibulaire gauche sont hypertrophiés, oedématiés et congestifs.
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Lors de I’examen de I’abdomen, le foie est apparu décoloré, 1’estomac était vide et tubulaire
et I’urine surcolorée. Lors de I’examen du thorax, des pétéchies étaient présents en surface des
gros troncs cardiaques et des ecchymoses se situaient en surface de 1’cesophage. Les nceuds
lymphatiques thoraciques étaient hypertrophiques. Les poumons présentaient des lésions
évoguant une pneumonie aigué hémorragique associée a une mousse séro-hémorragique
légérement purulente. A I’ouverture de la boite cranienne, une congestion méningée sévere a

été observée.

Cet animal est donc décédé suite a son euthanasie. Une maladie infectieuse ayant

provoquée une septicémie (e.g. pétéchies) est sirement a 1’origine son échouage.

b) Lésions anatomopathologiques :

Au microscope, I’encéphale présentait une gliose généralisée. Le poumon était
congestif, hémorragique avec présence d’une pneumonie interstitielle subaigué sévere et une
bronchopneumonie (fig.58). Le foie présentait une dégénérescence vasculaire, de la
congestion et une hémorragie focale. Une glomérulo-tubulonéphrite intersticielle subaigué
associée a une dégénérescence tubulaire et des infarcti a été notée dans le rein. La rate
hébergeait de nombreux mégacaryoblastes. Les nceuds lymphatiques préscapulaire,
bronchique et cervical (fig.59) présentaient un cedéme et une absence de différenciation. Le

testicule ne présentait pas de lésion.
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c) Coupes immunohistochimiques :

Au total, 12 coupes ont été réalisées pour le phoque veau-marin A13/316.
Quatrecoupes d’organes se sont avérées positives : une coupe d’encéphale, la rate, les neeuds
lymphatiques préscapulaire et bronchique (fig.60 et 61). Trois coupes ont été dites
« suspectes » : une coupe d’encéphale, le testicule (fig.62) et le nceud lymphatique cervical.
Cing coupes se sont révélées négatives : une coupe d’encéphale, le rein, le poumon, le foie et
le myocarde. La coloration contre Brucella est positive dans des cellules de type
macrophages. Le marquage était présent dans le cortex et la médulla pour les nceuds

lymphatiques positifs.

Figure 60: Coloration positive de cellules de type macrophages dans le neeud lymphatique bronchique
chez le phoque A13/316.
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Figure 61: Coloration positive de cellules de type macrophages dans le neeud lymphatique bronchique
chez le phoque A13/316.

Figure 62: Coloration suspecte dans une coupe du testicule chez le phoque A13/316.
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2.3.7. Le phoque gris A12/1999

a) Rapport d’autopsie :

Le phoque gris etait un méle juvénile de 114 cm, pesant 19,7 kg. L’animal s’est
échoué en 2012 et présentait un code de conservation de 2. A I’autopsie, il a été noté une
émaciation sévere révélée entre autres par une épaisseur de lard dorsal de 9 mm. A 1’examen
externe, des acariens (Halarachnidae) ont été retirés des narines. Lors de I’examen de
I’abdomen, 1’estomac présentait un contenu alimentaire récent et abondant. Lors de 1’examen
des poumons, des lésions de type pneumonie aigué a été notée ainsi que des parasites dans les
voies respiratoires. La pneumonie et la parasitose suggérent une mort suite a un processus
infectieux ; I’émaciation sévere étant la conséquence de la maladie et de 1’affaiblissement de

I’animal.

b) Lésions anatomopathologiques :

Au microscope, seuls deux organes étaient disponibles, le poumon et la rate.
L’observation n’a apporté¢ aucune conclusion puisque I’histolyse était trop importante,

accompagnée de précipitations de protéines.

c) Coupes immunohistochimiques :

A la limite de I’interprétation a cause de I’histolyse importante, le poumon et la rate se

sont avéreés négatifs.

2.4. Séquencage de Sanger

En paralléle de I’analyse immunohistochimique d’organes des individus détectés
positifs en RT-PCR (entre nos mains et/ou au CERVA), nous avons également réalisé des
PCR classiques visant a amplifier certains génes conserves chez Brucella suivies d’un

séquencage SANGER des fragments obtenus.

La méthode de Sanger consiste a placer dans quatre tubes distincts, des brins d’ADN
cibles dénaturés en grand nombre, une amorce (sur laquelle se fixe la polymeérase), la
polymérase elle-méme et des nucléotides (dATP, dTTP, dCTP, dGTP). On ajoute ensuite un
nucléotide modifié ou didéshydronucléotide (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) de type

différent dans chaque tube. Ceux-ci sont identiques aux nucléotides classiques a la différence
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qu'il leur manque un groupement-HO nécessaire a l'assimilation du nucléotide suivant par la
polymérase (liaison phospho-diester). La quantité de nucléotides modifiés incorporés dans
chaque tube est bien inférieure au nombre de nucléotides classiques afin de ne pas stopper
I'¢longation trop t6t. Ainsi, lors de I’ajout au hasard d'un de ces nucléotides par la polymérase,
la réplication du brin est stoppée. Une fois les réactions terminées, on obtient dans chacun des
quatre tubes des doubles brins d’ADN de tailles variables, en fonction de leur arrét par les
nucléotides modifiés. On place alors le contenu des tubes dans quatre puits distincts
(correspondant aux quatre nucléotides possibles) de gel d’électrophorése. Apres leurs
migrations, dans ce gel on peut aisément retrouver I’ordre des nucléotides de la séquence
concernée. Une simple lecture horizontale de ce gel (une fois révélé) permet de connaitre
I'ordre des bases de la séquence. Afin de voir les fragments d’ADN sur le gel d'électrophorése,

on utilise la plupart du temps des marqueurs fluorescents (Sanger et al., 1977).
2.4.1. PCR classique

Pour la PCR classique, nous avons amplifié des fragments de deux genes conserves au
sein du genre Brucella : une partie du géne bcsp31 (151 pb) et une partie du gene omp25 (523

pb). Pour chaque individu et chaque PCR, nous avons réalisé I’expérience en double.

En ce qui concerne I’amplification de la partie du geéne bcsp3l, quatre animaux
positifs par RT-PCR sur les sept initialement positifs par RT-PCR, sont ressortis positifs par
cette méthode. Ces animaux sont trois marsouins, le A09/1943 le A10/1279 et le A13/1935 et
le phoque commun A13/316. Ces mémes quatre prélevements des mammiféres marins sont

ressortis positifs pour la partie le gene omp25.

De maniére étonnante, le marsouin A09/1438 n’a jamais été positif en PCR classique,

et ce malgré une RT-PCR et une immunihistochimie positives.

Concernant le phoque A13/316, les profils de migration sur gel ont présenté de
nombreuses bandes parasites en comparaison avec les autres migrations (fig.63, A et B). Pour
cela, nous avons décidé de réitérer les manipulations (fig.63, C). De nombreuses bandes
parasites étaient encore présentes, signe que les amorces se sont fixées non spéficiqguement sur

plusieurs régions de I’ADN.
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Enfin, pour le phoque gris Al12/1999 et le dauphin commun A13/1034, qui
présentaient une recherche RT-PCR négative entre nos mains mais positive au CERVA, les

PCR se sont révélées negatives.

X Eau Breti AD9 AD9 Al3 Al3 AD9 AD9 AlD Al0 Al3 Al3 Al3 AI3 Al2 Al2
B1/94 1943 1943 1935 1935 1438 1438 1279 1279 1034 1034 316 316 1999 1999

Eau Breti AD9 AD9 Al3 Al3 A09 AD9 AIO AIO0 Al3 Al3 AI3 Al3 Al2 Al2
B B2/941943 1943 1935 1935 1438 1438 1279 1279 1034 1034 316 316 1999 1999

1500 pb

Ay ; Al3/ Al3/ Brucella Al3/  Al13/ Al3  Al1¥
Eaw  Brucellh ALY/ ALY 0 5,00 pBigg 316 316 316 316

B1/94 316 dilution dilution dilution dilution
pard par4 par4 pard

T ——
2 -
gene besp 31 ' géne omp 25 ;

-

Figure 63: Résultat de la PCR de la partie du géne bcsp 31 (A), de la partie du gene omp 25 (B) et
résultatspour le phoque commun A13/316 (C).
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2.4.2. Résultats du séquencage

Afin de Vérifier si la sequence amplifiée par PCR classique correspond bien a une
partie du génome de Brucella spp., nous nous sommes servis du programme BLASTN
disponible sur le site internet du NCBI (https://blast.ncbi.nlm.NIH.gov/Blast.cqi?
PAGE_TYPE=BIlastSearch).

Que ce soit pour le gene becsp 31 ou pour le gene omp 25, les séquences obtenues pour
les trois marsouins correspondent a celles de Brucella spp. dont Brucella ceti. Pour le phoque
A13/316, le séquencage obtenu était de moins bonne qualité, ne permettant qu’une analyse de
petites séquences et corrélant a wune bactérie environnementale non spécifique,
Dehalococcoides spp. a 86%. Cet animal est donc un faux positif a Brucella spp.. En ce qui
concerne le phoque gris A12/1999 et le dauphin commun A13/1034, le CERVA a réalisé un
biotypage a partir d’une culture bactérienne, permettant d’affirmer la présence respective de

Brucella pinnipedialis et Brucella ceti.
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3. Conclusion et discussion sur la Brucellose marine

Les résultats de RT-PCR ont permis de d’estimer la prévalence de la brucellose chez
les mammiferes marins a 11,86% (7/59). Quatre espéces de mammiféres marins ont été
testées positifs a Brucella a savoir le marsouin commun, le dauphin commun, le phoque veau-
marin et le phoque gris. Le lagénorrhynque a bec blanc et les trois globicéphales dont les
causes d’échouages n’ont pas été objectivées ont présenté un résultat négatif a la brucellose

par RT-PCR.

Les expériences d’immunohistochimie sur des prélévements d’organes des animaux
positifs par RT-PCR ont révélé que la rate est 1’organe majoritairement infecté suivi des
poumons et des nceuds lymphatiques thoraciques. De manicre intéressante, les lames
d’encéphale du dauphin A13/1034, présentant une méningoencéphalite, ont été colorées
positivement. C’est le premier cas de méningoencéphalite due a Brucella décrite chez un
dauphin commun. Les deux cas préceddement publiés concernaient des dauphins bleu et
blanc.

Nous avons également pu réaliser des PCR a partir de nématodes des voies
respiratoires du phoque gris A12/1999 et du marsouin A09/1943 qui sont ressorties négatives.
Pourtant le poumon du marsouin A09/1943 présentait une coloration d’immunohistochimie
positive. Ces résultats ne permettent pas d’apporter des preuves quant a la transmission de la
bactérie par des parasites des voies respiratoires. Avec les limites de la méthode et de
I’échantillonnage lors de I’extraction d’ADN, les vers respiratoires n’étaient pas porteurs de la

bactérie alors que les poumons étaient infectés.
Enfin, le séquengage a eu pour but d’éliminer les faux positifs.

De nombreuses méthodes sérologiques ont été utilisées afin de déterminer 1’exposition
des mammiféeres marins a Brucella spp. Les taux de séropositivité variables ont été obtenus
dans de nombreuses espéces de cétacés et de pinnipédes de 1’ Atlantique et du Pacifique Nord,
suggerant une exposition enzootique dans certaines populations marines. De nombreux
isolements microbiologiques ont été mis en évidence mais jusqu’a présent, aucune évidence
de pathologie induite par Brucella n’a été révélée chez les pinnipédes. Les méthodes de PCR
sont de plus en plus utilisées en diagnostic mais peu d’études utilisent cette méthode pour

déterminer la prévalence de I’infection chez les mammiféres marins. Le choix de la cible du
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géne besp 31 résulte du fait que ¢’est un géne conservé dans la famille de Brucella et dont la
faible taille de I’amplicon (151 pb) facilite son utilisation par RT-PCR (Sidor et al., 2013).
Cette étude constitue la premiére analyse de la brucellose dans les mammiféres marins sur les
cotes francaises de la Manche. Dans notre étude, nous avons obtenu une prévalence totale de
11,86% (7/59) par RT-PCR. Le séquencage par la méthode de Sanger nous a permis de
révéler que le phoque A13/316 est en réalité un faux positif par RT-PCR. Les ADN amplifiés
par PCR classique du marsouin A09/1438, du dauphin commun A13/1034 et du phoque gris
A12/1999 n’ont pas pu étre séquencé. Le CERVA a mis en culture le nceud lymphatique
bronchique du phoque gris A12/1999 et le poumon du dauphin commun A13/1034, ressortis
positifs a la RT-PCR, ce qui a permis d’isoler Brucella pinnipedialis et Brucella ceti
respectivement. Nous avons donc la confirmation de I’isolement de Brucella spp. pour trois
marsouins, un phoque gris et un dauphin commun. Ainsi, nous avons la certitude que 5
animaux hébergent bien Brucella spp. soit une prévalence de 8,47% (5/59). Pour la zone de
notre étude, sur 137 marsouins communs echoués en Mer du Nord, la bactérie a pu étre
identifiée chez seulement six animaux soit 4,4% des individus. Sur la méme période, la
bactérie a éeté isolée de 5 phoques communs sur 42 animaux analysés soit une incidence de
11,9% et trois phoques gris sur les 13 analysés soit 23,1% (Alonso-Velasco et al., 2013). Sur
les cOtes de 1’Allemagne, I’incidence de la brucellose est de 11% chez les phoques veaux-
marins (47/426), 2,9% chez les phoques gris (1/34) et 0,7% chez les marsouins communs
(Prenger-Berninghoff et al., 2008).

La prévalence obtenue est estimée. D une part, elle peut étre surestimée du fait que le
statut pathologique des animaux échoués augmente 1’incidence de Brucella spp. D’autres part,
I’extraction d’ADN a partir des organes testés se réalise sur des fragments de seulement 25
mg, limitant la zone testée par RT-PCR. Cette donnée combinée a la valeur élevée des Ct
obtenus, révélant une faible concentration en bactérie, suggerent une sous-estimation de la
prévalence réelle de Brucella dans la population de mammiferes marins des cétes francaises
de la Manche. Dans notre étude, cette sous-estimation se matérialise par les résultats
contraires des duplicatas pour quatre des cing animaux obtenus positifs par notre expérience.
De méme, le marsouin commun A09/1438 s’est révélé négatif au CERVA tandis que nous
I’avons obtenu positif ; et le contraire pour le dauphin commun A13/1034. Ainsi, en répétant
les PCR et en fonction de la zone de tissu prélevee, le résultat peut étre différent. Nous

possédons des échantillons de taille trop faible pour vraiment évoquer une prévalence par
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espéce. Il est souvent reconnu que les valeurs de prévalence sont plus élevées dans les

populations de pinnipedes que de cétacés (Godfroid et al., 2014).

Les marsouins communs sont les cétaces les plus répandus dans le Mer du Nord et la
Manche. Brucella ceti a été détectée chez ces animaux en Ecosse (Dagleish et al., 2008 ;
Magquart et al., 2009) et en Belgique (Jauniaux et al., 2010). Dans cette étude, Brucella a été
identifiée dans les organes du systéme respiratoire (poumon, nceud lymphatique bronchique et
nceud lymphatique pulmonaire) et le nceud lymphatique préscapulaire qui sont les organes
fréguemment obtenus positifs (Godfroid et al., 2014). Le fait de n’avoir testé que ces organes

peut aussi avoir discriminé la valeur réelle de la prévalence.

Les expérimentations d’immunohistochimie, utilisant un antisérum polyclonal obtenu
a partir de lapins expérimentalement infectés par Brucella melitensis, ont montré une
coloration diffuse intracytoplasmique dans les cellules mononucléaires de nombreux tissus.
Les cellules colorées sont de type macrophages ce qui correspond aux cellules hétes de
Brucella chez tous les mammiferes. Pour interpréter les résultats d’immunohistochimie, nous
ne prendrons pas en compte le phoque commun A13/316 qui s’est avéré étre un faux positif.
Au total, nous avons testé 46 organes de cing animaux différents (aucun échantillon pour le
marsouin A10/1279). Treize lames ont montré une coloration positive soit un pourcentage de
28,3%, neuf une coloration suspecte soit 19,6% et enfin vingt-quatre ont été négatives soit un
pourcentage de 52,1%. La majorité des organes sont donc négatifs par immunohistochimie. Il
est donc réellement intéressant de multiplier les expériences sur différents organes afin de
diagnostiquer I’infection. Le tableau 23 détaille les résultats d’immunohistochimie pour
chaque organe testé. Malgré le faible nombre d’échantillons testés, la rate semble 1’organe le
plus souvent positif par immunohistochimie, méme en I’absence de 1ésions macroscopiques
et/ou microscopiques. Chez les cétacés, les colorations positives d’immunohistochimie dans
le cytoplasme de cellules de type macrophages ont été observées sur des coupes d’abces
testiculaires, de rate, de cerveau, de nceud lymphatique, de poumon, d’utérus, de pancréas, de
glandes mammaires, de lait et de parasites (Miller et al., 1999 ; Hernandez-Mora et al., 2008 ;

Gonzales-Barrientos et al., 2010 ; Jauniaux et al., 2010 ; Davison et al., 2013).
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Tableau 23: Résultats des expériences d’immunohistochimie par organe.

ORGANE COLORATION COLORATION COLORATION
POSITIVE SUSPECTE NEGATIVE
Encéphale 2/3 anirpaux testés, 3/3 ani[naux testés’ 2/3 animaux testés’
2/13 encéphales testés | 5/13 encephales testes | 6/13 encéphales testés
Poumon 2/5 1/5 2/5
Cceur 0/3 0/3 3/3
Neeud lymphatique
préscapulaire 213 073 1/3
Neeud lymphathue 12 02 12
bronchique
Nceud lymphatique
oulmonaire 0/2 2/2 0/2
Autres nceuds Neeud lymphatique
lymphatiques mésentérique
Rate 4/5 0/5 1/5
Foie 1/4 0/4 3/4
Rein 1/3 1/3 1/3
Glande mammaire 0/2 0/2 2/2
Tractgs reproduc_;teur : 0/2 02 2/
utérus et ovaire

Sur les cinq animaux positifs et pour lesquels nous avons réalisé I’immunohistochimie,
tous présentaient une pneumonie aigué a chronique associée pour deux marsouins et le
phoque gris a du parasitisme dans les voies respiratoires. Cette lésion est souvent associée a
des animaux positifs a la brucellose par diverses méthodes diagnostiques (Center for Food
Security and Public Health, 2009 ; Godfroid et al., 2010; Hernandez-Mora et al., 2013 ;
Lambourn et al., 2013). Dans notre étude, quatre des cing poumons étaient positifs par RT-
PCR et seulement deux ont présenté une coloration positive par immunohistochimie. Les
voies de transmission de cette maladie chez les mammiferes marins ne sont pas clairement
établies (Foster et al.,2002 ; Dawson et al., 2008a). Macroscopiquement, trois animaux
assurés positifs présentaient une parasitose des voies respiratoires par des nématodes. Nous
savons que la transmission de Brucella par des vers pulmonaires peut étre possible (Perrett et
al., 2004a; Dawson et al., 2008a ; Prenger-Berninghoff et al., 2008), cependant les deux
parasites testés par RT-PCR en duplicata dans notre étude se sont avérés negatifs. Il existe
donc d’autres voies de transmission. Les tractus reproducteurs de deux marsouins positifs ont
été négatifs par immunohistochimie, la transmission par voie vénérienne ayant été suggérée
chez les cétacés (Miller et al., 1999, Center for Food Security and Public Health, 2009 ;
Godfroid et al., 2010; Guzman-Verri et al., 2012).

172




La coloration positive d’immunohistochimie dans certains organes peut suggérer que
Brucella serait responsable des lésions histopathologiques associées. Le dauphin commun
A13/1034 preésentait une méningoencéphalite subaigué périvasculaire avec épaississement et
congestion des méninges et des cellules inflammatoires des méninges ont révélé une
coloration  positive par immunohistochimie. D’autres études évoquent  des
meéningoencéphalites associées a Brucella ceti chez des dauphins bleu et blanc (Gonzales et
al., 2002 ; Davison et al., 2009), des dauphins a flancs blancs (Dagleish et al., 2007) et un
marsouin commun (Jauniaux et al., 2010). Il s’agit donc de la premiére observation de
meéningoencéphalite due a Brucella spp. chez un dauphin commun. Ce dauphin présentait
également une hypoplasie de I’appareil génital. Nous n’avons pas eu a notre disposition des
échantillons de testicules pour les tester. Cependant, le tropisme génital de Brucella pourrait

en étre la cause.

Enfin, pour trois des cing animaux positifs testés en immunohistochimie, des pétéchies
dans le lard sous-cutané ont été observés lors de 1’autopsie. Nous ne parvenons pas a
expliquer cette donnée, sachant qu’elle n’est pas mentionnée dans les publications, mais le Dr

Thierry Jauniaux observe fréquemment cette lésion chez les animaux infectés par Brucella.

Le fait dans que tous les cas, plusieurs organes ressortent positifs a Brucella par PCR
ou par immunohistochimie, qu’il y ait des lésions ou non associées, suggerent une bactériémie

avec localisation secondaire de la bactérie (Jauniaux et al., 2010 ; Godfroid et al., 2014).

Les lames d’immunohistochimie ont révélé que la distribution de la coloration positive
a Brucella est trés hétérogene dans un tissu, se présentant surtout sous forme de « spots de
couleur ». Cette distribution explique la difficulté d’obtenir des résultats positifs en PCR. En
effet, I'extraction d’ADN se réalise a partir d’'un fragment d’organe trés petit, ce qui
complique la probabilité de prélever une zone ou la bactérie est présente. Ceci suggére une
sous-estimation de la prévalence réelle. L’immunohischimie permet de balayer une surface

plus importante des organes.

En ce qui concerne le phoque commun A13/316, la RT-PCR du poumon était positive
et quatre organes ont présenté une coloration positive a Brucella spp. Or, le séquencage a en
réalité démontré que cet animal était un faux positif. Ce cas particulier démontre la difficulté
du diagnostic de la brucellose chez les animaux marins. Deux méthodes de laboratoire
sensibles et spécifiques se sont avérées erronées. Cependant, bien que la RT-PCR utilisée soit

trés sensible et spécifique du genre Brucella, la méthode d’immunohistochimie utilisée 1’est
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moins. En effet, nous avons utilisé un anticorps polyclonal moins spécifique qu’un anticorps
monoclonal. De plus, les anticorps produits etaient dirigés contre Brucella melitensis et non
des Brucella marines, diminuant encore la spécificité du test. En raison de cela, les faux
négatifs sont plus importants. Rappelons aussi qu’un des deux duplicatas testés en RT-PCR
était négatif. Il est donc important de multiplier les expériences et d’avoir recours a des
méthodes trés fiables comme le séquencage ou la culture bactérienne. Cet échec de
discrimination a stimulé le développement de méthodes de typage moléculaire comme le
Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeat Analysis (MLVA).

Le rble des parasites dans la trasmission des Brucella entre individus est une question
a I’étude. Dans notre travail, nous avons pu réaliser des RT-PCR sur des nématodes
pulmonaires du phoque gris A12/1999 et du marsouin commun A09/1943. Les PCR ont été
négatives alors que le poumon du marsouin A09/1943 était positif par immunohistochimie.
Rappelons que les poumons de mammiféres marins sont souvent infectés par Brucella et que
I’hypothése privilégiée actuellement dans le monde scientifique est une transmission de la
bactérie aux poumons via les nématodes pulmonaires. Ici, nous n’avons pas pu apporter une

preuve supplémentaire a cette hypothese.

Enfin, il est important de souligner I’impact zoonotique réel des Brucella marines. Ces
souches de Brucella isolées de mammiféres marins sont connues pour infecter des humains
par la consommation de poissons et de crustacés crus (Sohn et al., 2003 ; McDonald et al.,
2006) et via le travail de laboratoire (Brew et al., 1999). Ces cas mettent en avant
I’implication zoonotique d’agents pathogenes non terrestres en 1’absence de contact direct
avec des mammiferes marins (Dawson et al., 2008a). A ce jour, seule une souche de Brucella
de mammiferes marins semble infecter les humains (Nymo et al., 2011) et aucun cas animal
ou humain n’a été décrit dans 1I’hémisphére Nord. Cependant, le potentiel zoonotique doit étre
pris en considération et devrait étre caractérisé par des études. Etudes d’autant plus
importantes que le charognage de mammiféres marins échoués potentiellement infectés par

des animaux terrestres pourraient répandre la bactérie (Foster et al., 2002).
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La brucellose est une maladie infectieuse zoonotique bien connue chez les ruminants
terrestres. Elle a été mise en évidence également chez les mammiféres marins en 1994,
Brucella ceti et Brucella pinnipedialis sont les deux espéces reconnues a 1’heure actuelle. Peu
de données sont disponibles a leur sujet. Les pinnipédes semblent étre des porteurs sains de la
bactérie tandis que les cétacés peuvent développer des lésions de type méningite, orchite ou
placentite avec avortements. Cette étude s’inscrit dans le cadre des recherches européennes
menées actuellement sur cette maladie. Elle a présenté un double enjeu. Le premier a été
d’étudier les échouages de marsouins et de phoques veaux-marins sur les cotes francaises de
la Manche depuis 1995. De plus en plus de mammiféres s’échouent, surtout les juvéniles, et
les activités humaines sont au centre de cette augmentation avec les captures par les filets de
péche. Le second enjeu a été de démontrer la présence de Brucella marines dans nos eaux afin
de pouvoir au mieux prévenir les contaminations humaines. Cette bactérie ayant été
découverte plutét récemment, en 1994, les données sont encore restreintes mais s’enrichissent
de plus en plus.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence le premier cas de
méningoencéphalite probablement liée a Brucella chez un dauphin commun. De méme, nous
avons pu obtenir une premiere prévalence réelle sur une cote francaise, de 8,47%. A partir des
échantillons dont nous disposions, aucune lésion n’a pu étre liée a Brucella chez les
pinnipedes.

Concernant la physiopathologie de la maladie, les organes de la sphere respiratoire
semblent étre les plus infectés par Brucella, posant la question de la transmission par des
nématodes pulmonaires. Le cycle parasitaire de ces nématodes faisant intervenir les poissons,
les conséquences pour la santé humaine serait considérable si des preuves de la présence de
Brucella marines dans la chair des poissons étaient démontrées. Cependant, si les poissons
pouvaient réellement étre infectés et transmettre la bactérie, de nombreux cas de brucellose
humaine auraient ét¢ diagnostiqués, particulierement a I’heure actuelle ou le poisson cru est
une mode culinaire. Rappelons tout de méme que la maladie est difficile a diagnostiquer.
Dans cette optique, une perspective est de caractériser le potentiel zoonotique des Brucella
des mammiféres marins en Europe, puisque les trois personnes naturellement infectées par

des Brucella marines n’ont eu aucun contact avec ces animaux.

Enfin, cette étude a aussi démontré la difficulté pour diagnostiquer la brucellose chez
les mammiferes marins, de faux positifs par RT-PCR et immunohistochimie étant présents.

Ces résultats confirment la nécessité de développer des méthodes de laboratoire specifiques
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des Brucella marines afin d’augmenter la spécifité. Il est difficile d’obtenir une population
dont le statut envers la brucellose est avéré afin de développer des méthodes de laboratoire
plus sensibles et spécifiques aux Brucella marines, la culture (le Gold Standard) étant
dangereuse au vue du potentiel zoonotique de la bactérie et ne pouvant étre réalisée que dans

des laboratoires agréés.
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ANNEXE : LISTE DES MAMMIFERES MARINS

ECHOUES SUR LES COTES FRANCAISES DE
LA MANCHE ET AUTOPSIES A LAFACULTE

M= Male

F= Femelle

NB= Nouveau-né

J=Juvénile

A= Adulte

ND= Non Déterminé

VETERINAIRE DE LIEGE
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hématomes sous
cutanés,parasitose
otolithes légére, cedéme et Non testé
congestion
pulmonaire

Marsouin Emaciation
?)
commun A04/1335 ?/04/04 Dunkerque modérée
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Marsouin
commun

A04/1336

12/04/04

Bray-Dunes

117

25

23

Bon état corporel

2+

vide

hématomes sous
cutanés, parasitose
légére, cedéme et
congestion
pulmonaire

capture

Négatif

Marsouin
commun

A04/1338

?/04/04

Calais

103

19

18

Bon état corporel

otolithes

parasitose gastrique,
congestion et
cedéme pulmonaires

capture

Non testé

Marsouin
commun

A03/1353

21/03/03

Zuydcoote

119

25

14

Emaciation
modérée

contenu
alimentaire

congestion
pulmonaire,
émaciation,
lacérations cutanées
péri-mortem

capture

Non testé

Marsouin
commun

A09/1374

07/09/09

Dunkerque

88

9,5

Emaciation sévére

quelques
otolithes

émaciation,
empreintes de filets,
hématome sous-
cutané
intermandibulaire,
splénomégalie,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires

capture

Non testé

Marsouin
commun

A08/1409

26/07/07

Hardelot

107

18,5

Emaciation
modérée

abondant,
récent

pas de lésions
significatives

capture

Non testé

Marsouin
commun

A09/1438

29/11/09

Dunkerque

169

55,5

24

Bon état corporel

quelques
otolithes et
un bec de
céphalopod
e

empreintes de filets,
hyphéma,
périangiocholite
chronique, hépatite
aigué, infestation
parasitaire modérée
dans le cceur/ voies
respiratoires/
vaisseaux
pulmonaires,
congestion et
ocedéeme pulmonaire
sévere, pneumonie
chronique
multifocale,
pétéchies méningées

capture

Positif
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Marsouin
commun

A09/1494

?/?/09

ND

105

18,5

10

Emaciation
modérée

hyphéma,
empreintes de filets,
hémopéricarde,
abceés thoraciques,
congestion et
cedéeme pulmonaire
abondant, Severe, mousse
récent hemorraglq‘ue dans
les voies
respiratoires,
emphyseme
pulmonaire,
congestion et
hémorragies
méningées

Marsouin
commun

A06/1499

20/04/06

Dunkerque

ND

120

30

30

Bon état corporel

hématomes sous-
cutanés (cou,
scapula, machoire
inférieure),
congestion et
cedeme pulmonaire,
mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires,
parasitose faible
dans le coeur et les
oreilles, fracture de la
machoire inférieure,
congestion méningée

ND

Marsouin
commun

A06/1501

22/04/06

Zuydcotte

95

14,7

18

Bon état corporel

2+

Non testé

Non testé

congestion et
cedéeme pulmonaire
séveére, mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires,
parasitose faible
dans les voies
respiratoires,
parasitose sévére

quelques
otolithes

dans les oreilles
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Non testé




Marsouin
commun

A06/1502

26/03/06

Dunkerque

128

34,4

26

Bon état corporel

2+

récent et
otolithes

hématomes sous-
cutanés (machoire
inférieure),
congestion et
cedéme pulmonaire
sévere, parasitose
modérée dans les
voies respiratoires

capture

Négatif

Marsouin
commun

A06/1511

02/05/06

Clipon

143

42,5

24

Bon état corporel

3+

récent et
otolithes
(3829)

aucune observation
car putréfaction

capture

Non testé

Marsouin
commun

A03/1521

25/04/03

Calais

117

30

20

Bon état corporel

arétes et
otolithes

hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedéme
pulmonaire

capture

Non testé

Marsouin
commun

A06/1522

26/03/06

Bray Dunes

100

18,5

10

Bon état corporel

2+

quelques
otolithes

émaciation légére,
congestion et
cedeme périlaryngé
(au-dessus d'un
hématome),
hématome sous-
cutané (cou),
mousse
hémorragique et
caillots sanguins
dans les voies
respiratoires,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere, parasitose
légére dans les
oreilles

capture

Non testé

Marsouin
commun

A07/1682

06/04/07

Bray-Dunes

128

22,7

24

Bon état corporel

récent et
otolithes

hyphéma,
empreintes de filets,
congestion et
ocedeme pulmonaire,
hématomes
mandibulaires

capture

Non testé

Marsouin
commun

A07/1684

30/03/07

Leffrinckoucke

116

22,4

15

Emaciation légére

vide

hyphéma, congestion
et cedeme
pulmonaire,
hématomes
mandibulaires

capture mais
code 4

Non testé

Marsouin
commun

A07/1685

21/02/07

Bray-Dunes

112

21,5

22

Bon état corporel

vide

hyphéma,
empreintes de filets,
congestion et
cedeme pulmonaire,
hématomes
mandibulaires

capture

Non testé
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Marsouin
commun

A07/1693

26/03/07

Loon

116

26

30

Bon état corporel

récent et
otolithes

hyphéma,
empreintes de filets,
amputation,
congestion et
cedéme pulmonaire,
hématomes
mandibulaires

Marsouin
commun

A05/1781

04/03/05

Dunkerque

106

27,2

28

Bon état corporel

vide

hématomes sous
cutanés, congestion
et cedéme
pulmonaire,
infestation parasitaire
sévere des voies
respiratoires,
pneumonie
chronique nodulaire
multifocale
parasitaire,
parasitisme des
bulles tympanniques

Marsouin
commun

A05/1824

15/03/05

Gravelines

105

18,5

11

Emaciation
modérée

contenu
alimentaire
(669)

cachexie légere,
hypohéma bilatéral,
empreintes filet,
nageoire caudale
partiellement
amputée,
hématomes sous-
cutanés région
intermandibulaire et
congestion laryngée,
congestion, oedéme
et emphyseme
pulmonaire, Iégere
infestation parasitaire
des bulles
tympaniques

Marsouin
commun

A05/1825

19/03/05

Loon

109

22,5

17

Bon état corporel

contenu
alimentaire

(329)

hématomes sous
cutanés en région
mandibulaire,
congestion laryngée,
congestion et
ocedeme pulmonaire,
infestation parasitaire
légére des voies
respiratories

Non testé

Non testé

Négatif

Non testé
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Marsouin
commun

A05/1826

07/03/05

Dunkerque

116

23

16

Bon état corporel

peu de

contenu
alimentaire
et otolithes

hypohéma bilatéral,
lacérations cutanées
superficielles et 1
profonde,
hématomes sous
cutanés téte et cou,
congestion (péri)-
laryngée, gastrite
ulcérative chronique
multifocale,
emphyseme
pulmonaire,
pneumonie
chronique nodulaire
parasitaire,
pneumonie aigué

Marsouin
commun

A08/1847

19/02/07

Dunkerque

118

25

20

Emaciation
modérée

abondant,
récent

empreintes de filets,
hématomes
mandibulaires,
pétéchies dans la
graisse, infestation
parasitaire modérée
dans les voies
respiratoires/
ventricule
gauche/vaisseaux
pulmonaires/poumon
, infestatio parasitaire
légére dans
I'estomac

197

Négatif

Non testé




Marsouin
commun

A09/1885

23/03/09

Dunkerque

123

28,5

20

Bon état corporel

récent et
otolithes

empreintes de filets,
infestation parasitaire
légere dans le
premier estomac
avec gastrite
ulcérative, infestation
de I'estomac 3
modérée par les
trématodes avec
gastrite nodulaire,
infestation parasitaire
modérée des canaux
bilaires avec
périangiocholite
chronique, infestation
parasitaire modérée
dans les voies
respiratoires,
infestation parasitaire
légere dans le
ventricule gauche,
congestion et
oedéme pulmonaire,
mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires,
pneumonie
multifocale chronique
(kystes parasitaires)

Marsouin
commun

A09/1894

23/03/09

Dunkerque

120

ND

20

Bon état corporel

vide

empreintes de filets,
entérite aigué
hémorragique,
infestation parasitaire
modérée dans
I'estomac 1, gastrite
chronique nodulaire

Marsouin
commun

A09/1899

?/?/09

ND

117

26

32

Bon état corporel

abondant,
récent

infestation parasitaire
modérée dans
I'estomac

Marsouin
commun

A09/1904

?/?/09

ND

135

a1

20

Bon état corporel

3+

abondant,
récent

pas de lésions
spécifiques

Non testé

Non testé

Non testé

Non testé
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Marsouin

infestation parasitaire
modérée dans les

oo . . .
commun A10/1962 ?/?/10 ND 119 23 30 Bon état corporel 3 récent vaisseaux sanguins capture Non testé
pulmonaires
multiples cicatrices
sur la peau, multiples
hématomes
Marsouin A10/1963 ?/?/10 ND 116 24,5 22 Bon état corporel 2+ quel'ques mu_sculalres,‘ capture Négatif
commun otolithes cogestion et cedeme
pulmonaire, mousse
dans les voies
respiratoires
Deux coups de
couteau profonds
des deux c6tés du
) cou avec des
Marsouin A10/2035 21?110 ND 124 34 30 Bon état corporel 2+ few recent hémorragies capture Non testé
commun feeding .
musculaires et sous-
cutanées, congestion
et cedéme
pulmonaire sévere
hyphéma,
empreintes de filets,
Marsouin A09/2041 26/08/09 ND 109 22 30 Bon état corporel 2 "lait" congestion et. capture Non testé
commun ordeme pulmonaire
sévere, congestion
laryngée
Marsouin A01/1155 18/06/01 Dunkerque 110 23 14 Emaciation légere 2 vide pas de lésions capture Non testé
commun significatives
Marsouin A01/1196 27/04/01 Loon 104 22 22 Bon état corporel 3 contenu pas C_'?’ Ies_lons capture Non testé
commun alimentaire significatives
Marsouin A01/932 22/04/01 Calais 106 23 24 Bon état corporel 2 contenu pas de lésions capture Non testé
commun alimentaire significatives
Marsouin . congestion et .
commun A04/017 21/03/03 Dunkerque 119 30 30 Bon état corporel 2 ND cedéme pulmonaire capture Non testé
nageoire sectionnée
Marsouin a-m, cedéme
commun A05/519 10/02/04 Dunkerque ND ND 40 Bon état corporel 2 vide pulmonaire, capture Non testé
pneumonie

chronique multifocale

199




Marsouin
commun

A05/885

06/03/04

Bray-Dunes

122

31

20

Bon état corporel

2+

contenu
alimentaire

lacérations cutanées
peri-mortem,
congestion et
cedéme pulmonaires,
infestation parasitaire
légere

Marsouin
commun

A07/1064

11/12/06

Dunkerque

164

46

11

Emaciation
modérée

vide

lésions cutanées de
type poxvirus,
hématomes sous-
cutanés (machoire
inférieure et zone
intermandibulaire),
périangiocholite
chronique et focale
associée a des
trématodes, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
infestation parasitaire
modérée a sévere
des voies
respiratoires,
congestion et
oedéme pulmonaire

Marsouin
commun

Marsouin
commun

A07/898

A09/1165

29/11/06

19/09/08

Zuydcotte

155

56

Emaciation sévére

récent et
otolithes

émaciation sévere,
hyphéma, lacérations
cutanées et
empreintes de filets,
amputation partielle
d'une nageoire,
hématomes sous-
cutanés de la
maéchoire inférieure,
pétéchies sous-
cutanés, péritonite
aigué, tumeurs
génitales, kystes
thymiques, pétéchies
pleuraux, congestion
et oedeme
pulmonaire, sérosités
dans les voies
respiratoires

Zuidcoote

114

20

22

Bon état corporel

vide

pas de lésions

significatives

Non testé

Non testé

Non testé

Non testé
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Marsouin
commun

A09/766

28/09/08

Dunkerque

140

33,5

20

Bon état corporel

2+

abondant,
récent,
otolithes

empreintes de filets,
hématomes sous-
cutanés, hématome
laryngé, important
hématome
mandibulaire associé
a une fracture de la
machoire inférieure,
légére infestation
parasitaire du
ventricule droit,
infestation parasitaire
modérée des voies
respiratoires,
congestion de la
graisse acoustique,
congestion
méningée,
congestion et
oedéme pulmonaire
sévere, mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires

Marsouin
commun

A10/1279

?/?/2010

ND

129

27

20

Emaciation
modérée

abondant
mais
seulement
otolithes et
arétes de
poissons

amputation de
I'extrémité des
nageoires, infestation
parasitaire modérée
de I'estomac 1,
gastrite nodulaire
focale chronique,
mousse
sérohémorragique
dans les voies
respiratoires,
infestation parasitaire
modérée dans les
voies respiratoires

201

Négatif

Positif




Marsouin
commun

A11/1099

?/?/2010

ND

122

26,5

14

Emaciation légére

abondant,
récent

amputation de
I'extrémité d'une
nageoire, congestion
et cedéme
pulmonaire sévere,
mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
hypertrophie des
noeuds lymphatiques
pulmonaires, poisson
dans l'oesophage
(téte dans I'estomac),
infestation parasitaire
modérée des
vaisseaux
pulmonaires

Marsouin
commun

A12/1296

?/?/2011

ND

115

26,5

25

Bon état corporel

quelques
otolithes

hyphéma bilatéral,
empreintes de filets,
congestion voire
hémorragie autour de
la trachée, mousse
sérohémorragique
abondant dans les
voies respiratoires,
congestion et
ocedeme pulmonaire,
congestion méningée

Marsouin
commun

A13/1283

?/?/12013

ND

106

30

25

Bon état corporel

2+

abondant,
récent

périangiocholite
chronique, gastrite
chronique,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere, infestation
parasitaire modérée
dans les voies
respiratoires,
pneumonie modérée
aigué a chronique

Marsouin
commun

A13/1284

?/?/12013

ND

113

23

25

Bon état corporel

2+

récent

lacérations cutanées,
pas d'observation
(thorax ouvert)

Négatif

Négatif

Négatif

Non testé
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Marsouin
commun

A13/1934

?/?/2013

ND

105

22,5

22

Bon état corporel

2+

abondant,
récent

empreintes de filets,
pétéchies dans la
graisse, hématomes
sous-cutanés,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere

capture

Négatif

Marsouin
commun

A13/2078

?/?/2013

ND

102

45

Bon état corporel

abondant,
récent

empreintes de filets,
hyphéma,
hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedeme
pulmonaire sévére

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2086

?/?/12013

ND

105

17,8

19

Bon état corporel

ND

empreintes de filets,
infestation parasitaire
légére dans les voies
respiratoires,
congestion et
ocedéeme pulmonaire
sévere

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2098

?/?/12013

ND

120

28

21

Emaciation légére

abondant,
récent,
otolithes

empreintes de filets,
hématomes sous-
cutanés, hématome
périlaryngé,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2104

?/?/2013

ND

114

26

Emaciation sévére

2+

ND

éventration au
couteau, congestion
et cedéme
pulmonaire

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2116

?/?/2013

ND

ND

102

17

22

Bon état corporel

récent

empreintes de filets,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2129

?/?/2013

ND

120

25

20

Bon état corporel

quelques
otolithes

empreintes de filets,
hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedeme
pulmonaire sévere,
mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires

capture

Non testé

203




empreintes de filets,
hyphéma,
hématomes sous-
cutanés,
splénomégalie,
congestion et capture Négatif
cedéme pulmonaire
sévére, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires

Marsouin A14/348 21212014 ND F J 122 28 29 Bon état corporel 2+ quelques
commun otolithes

Marsouin A97/850 06/03/97 Calais F J 125 38,5 35 Bon état corporel 2 contenu pas de lésions

: : o capture Non testé
commun alimentaire significatives

pas de lésions
significatives

Marsouin

commun A99/1041 21/04/99 Tréport M J 103 15,5 8 Emaciation sévére 2 vide

capture Non testé

pas de lésions
significatives

Marsouin

commun A99/939 27/03/99 Dunkerque M J 114 22,3 21 Bon état corporel 3 otolithes

capture Non testé

congestion et
ocedeme pulmonaire,
putréfaction avancée

capture mais

Y Non testé

Marsouin A13/1023 10/01/13 Malo les Bains M J >125 32 >15 Bon état corporel 4 abondant,
commun recent

hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedeme
pulmonaire sévére

peu

Marsouin A13/1931 2/2/2013 ND M J 102 16,5 18 Bon état corporel 2+ abondant,

capture Négatif
commun "
récent

lacérations cutanées,
empreintes de filets,
pétéchies sous-
cutanées,
splénomégalie,
congestion et
A13/1932 ?/?/2013 ND F J 106 18,5 18 Bon état corporel 2+ vide cedéme pulmonaire capture Négatif
sévere, infestation
parasitaire légére
des voies
respiratoires et des
vaisseaux
pulmonaires

Marsouin
commun

empreintes de filets,
hématomes sous-
cutanés, congestion
Marsouin A13/1933 20212013 ND M J 112 20 20 Bon état corporel 2+ trés peu et cedeme |
commun pulmonaire sévére,
infestation parasitaire
légére dans les voies
respiratoires

capture Négatif
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Marsouin
commun

A13/1938

?/?/12013

ND

108

21

28

Bon état corporel

2+

peu
abondant,
récent

hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedéme
pulmonaire sévére

capture

Négatif

Marsouin
commun

A13/2065

?/?/2013

ND

100

18

16

Bon état corporel

2+

vide

empreintes par les
filets, infestation
parasitaire légere de
l'estomac 1,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2091

?/?/2013

ND

119

28,5

20

Bon état corporel

abondant,
récent

empreintes de filets,
pneumonie nodulaire
multifocale
chronique, cedéme
pulmonaire

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2099

?/?/12013

ND

107

17,5

16

Bon état corporel

vide

empreintes de filets,
congestion et
cedeme pulmonaire,
infestation parasitaire
modérée dans les
voies respiratoires

capture

Non testé

Marsouin
commun

A13/2131

?/?/2013

ND

148

46

20

Bon état corporel

abondant,
récent

infestation parasitaire
modérée dans les
voies respiratoires,
congestion et
ocedéeme pulmonaire
sévere

capture

Non testé

Marsouin
commun

A14/329

?/?/2014

ND

108

24

25

Bon état corporel

2+

peu
abondant,
récent

hyphéma, liquide
hémorragique
coulant de I'évent,
hématome sur la
téte, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
congestion et
cedeme pulmonaire

capture

Négatif

205




Marsouin

hématomes sous-
cutanés, empreintes
de filets, hyphéma,
congestion et

commun A14/337 ?/?/12014 ND J 120 23,6 21 Bon état corporel 2 vide cedéeme pulmonaire capture Non testé
sévére, mousse
hémorragique
importante dans les
voies respiratoires
Marsouin L P . . . N ” . .
commun A01/1127 02/06/01 Hardelot NB 74 6,5 4 Emaciation sévére 3 vide émaciation sévere émaciation Non testé
Marsouin . L . . . - N . . .
commun A01/522 07/01/01 Auhie J 118 19 5 Emaciation sévére 2 vide émaciation sévére émaciation Non testé
Marsouin émaciation sévere,
commun A02/1285 24/06/02 Calais J 92 8 4 Emaciation sévére 3 vide congestion et émaciation Négatif
ocedéeme pulmonaire
'\cllc?r:fr%ﬂlr? A03/049 11/07/02 Bray-dunes A 90 10 6 Emaciation sévére 2 vide émaciation sévere émaciation Non testé
Marsouin A09/876 29/08/08 Dunkerque A 154 35 8 Emaciation sévére 2 t‘res peu émaciation sévere émaciation Non testé
commun d'otolithes
émaciation sévere,
hyphéma bilatéral,
ulcere cutané
chronique et
oedémateux,
Marsouin - tres peu de ulé):rsagi?/gae%gié L .
A13/1930 ?/?/2013 ND J 110 17,5 6 Emaciation sévére 2+ contenu : ! émaciation Non testé
commun : : congestion et
alimentaire . .
cedéeme pulmonaire
sévere, infestation
parasitaire modérée
du ventricule gauche
et des vaisseaux
pulmonaires
émaciation sévere,
Marsouin hématomes sous-
commun A13/2085 ?/?/2013 ND J 106 15 5 Emaciation sévére 3 vide cutanés, congestion émaciation Non testé
et cedeme
pulmonaire sévere
émaciation sévere,
Marsouin - PR ) congestion et . . .
2/?
commun A13/2088 ?/?/2013 ND J 112 17 11 Emaciation sévére 2 vide cedéme pulmonaire émaciation Non testé

sévere
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Marsouin
commun

A14/309

26/06/13

ND

NB

88

10

Emaciation légére

vide

dents pas encore
sorties, hématomes
sous-cutanés,
écoulement
sanguinolent de la
bouche, lipidose
hépatique, gastrite
ulcérative discréte,
méléna, cedéme
aigué du poumon,
congestion
pulmonaire, mousse
sérohémorragique
dans les voies
respiratoires

Marsouin
commun

A12/1327

?/?/2011

ND

127

28

19

Bon état corporel

quelques
otolithes

hématomes sous-
cutanés, infestation
parasitaire modérée
de I'estomac,
oesophagite
nodulaire chronique,
hépatomégalie,
infestation parasitaire
modérée dans les
voies respiratoires,
mousse
sérohémorragiques
dans les voies
respiratoires,
pneumonie, gastrite
nodulaire chronique
associée a des
nématodes

Marsouin
commun

A12/1328

?/?/2011

ND

114

25,5

19

Bon état corporel

abondant,
récent

lipidose hépatique,
ocedeme pulmonaire,
infestation parasitaire
modérée dans les
voies respiratoires te
les vaisseaux
pulmoanires,
pneumonie
chronique,
thromboembolie
pulmonaire

Marsouin
commun

A04/1337

?/04/04

Calais

101

15

Emaciation sévere

vide

émaciation,
parasitose sévere,
pneumonie
hémorragique

Non testé

Négatif

Négatif

Non testé
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Marsouin
commun

A09/1379

08/08/09

Oye-Plage

103

115

Emaciation sévere

quelques
otolithes

émaciation,
hématomes sous-
cutanés, parasitose
modérée dans les
voies respiratoires,
infestation parasitaire
sévere du sinus
péritympanique

Marsouin
commun

A12/1381

?/?/11

ND

112

21,5

18

Bon état corporel

quelques
otolithes

ulcéres cutanés,
aspect cuit du foie,
splénmégalie, sévere
parasitose dans les
voies respiratoires,
pneumonie aigueé,
mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires

Marsouin
commun

A06/1513

20/04/06

Zuydcotte

133

34,5

18

Bon état corporel

2+

vide

pleurésie chronique
étendue, pneumonie
aigué du poumon
gauche, pneumonie
chronique du
poumon droit, micro-
abcés pulmonaires
multifocaux, mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires,
infestation parasitaire
du ceceur et des voies
respiratoires,
parasitose modérée
des oreilles

Marsouin
commun

A03/1517

30/06/03

Equihen

128

21,5

Emaciation sévere

vide

cachexie, parasitose,
pneumonie
chronique nodulaire
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Non testé

Non testé
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Marsouin
commun

A08/1852

21/08/07

Bray-Dunes

114

17,3

Emaciation sévére

tres peu
d'otolithes

emaciation, subcutis
and intermandibular
hematoma, moderate
nematode infestation
in airways, blood
vessels and
stomach, focal
chronic ulcer

infection

Non testé

Marsouin
commun

A08/1868

06/02/07

Zuydcoote

143

26,5

Emaciation sévére

2+

vide

émaciation, tumeurs
des neouds
lymphatiques et
métastases
pulmonaires

infection

Non testé

Marsouin
commun

A09/1943

22/06/09

Dunkerque

148

a1

13

Emaciation sévére

vide

émaciation sévere,
pétéchies dans le
lard sous-cutané,
anémie, oedéme
sous-cutané,
hydrothorax,
splénomégalie,
polyadénomégalie,
aspect cuit du foie et
des reins,
hémopéricarde,
cardiomyopathie,
pneumonie aigug,
mousse blanche
abondante dans les
voies respiratoires

infection

Positif

Marsouin
commun

A10/1965

?/?/10

ND

172

46

22

Emaciation sévére

vide

émaciation sévere,
emphyséme et
ocedeme pulmonaire,
pneumonie nodulaire
multifocale
chronique, infestation
parasitaire modérée
du ventricule gauche
et des voies
respiratoires

infection

Non testé

Marsouin
commun

A00/1019

15/02/00

Mérimont

150

38,5

Emaciation sévére

vide

pneumonie aigué

infection

Non testé

Marsouin
commun

A00/1020

26/01/00

Banc d'Akkar

134

32

Emaciation sévére

vide

pneumonie aigué

infection

Non testé

Marsouin
commun

A00/307

18/11/99

Boulogne-sur-
mer

142

41

10

Emaciation
modérée

vide

pneumonie aigué

infection

Non testé
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Marsouin A00/308 20/11/99 Dunkerque 151 42 10 Emaclat'lon 2 vide pneumonie aigué infection Non testé
commun modérée
Marsouin . L Lo . R ) . .
commun A00/559 16/01/00 Calais 149 37 8 Emaciation sévére 2 vide pneumonie aigué infection Non testé
Marsouin L PN . T, ) . .
commun A00/568 14/12/99 Dunkerque 139 37,2 18 Emaciation l1égére 2 vide péritonite aigué infection Non testé
Marsouin Baie de Emaciation ) R ) . .
commun A01/1226 14/07/01 somme 143 45 12 modérée 3 vide pneumonie aigué infection Non testé
Marsouin A01/803 22/02/01 Gravelines 147 44 13 Emaciation 2 vide pheumonie aigué infection Négatif
commun modérée
Marsouin cachexie,
commun A02/1286 10/04/02 Calais 105 17,2 14 Emaciation légére 3 un poisson pneumonie, infection Non testé
parasitose multiple
Marsouin Baie de - . cachexig, . .
commun A02/704 22/01/02 Somme 165 50 16 Emaciation légére 2 vide pneumonie, infection Non testé
parasitose multiple
Marsouin cachexie,
commun A02/742 01/02/02 Sangatte 161 50 13 Emaciation légére 2 otolithes pneumonie, infection Négatif
parasitose multiple
Marsouin Digue du cachexie,
A03/050 27/08/02 9 164 54 14 Emaciation légére 3 vide pneumonie, infection Non testé
commun Braek - .
parasitose multiple
cachexie,
Marsouin A03/273 13/09/02 Blériot 145 30 9 Emaciation sévere 3-4 otolithes pneumonie, infection Non testé
commun parasitose multiple,
péritonite aigué
Marsouin A03/274 02/09/02 Gravelines 135 30 13 Emaciation 34 vide cachexie, parasitose | jnsection Non testé
commun modérée multiple
Marsouin . Emaciation ) cachexie, parasitose, . . .
commun A04/083 22/09/03 Calais 172 63 12 modérée 2 vide pneumonie infection Non testé
Marsouin A04/1001 08/02/04 Le Touquet 150 38 15 Emaciation 2 arétes de emaciation, infection Non testé
commun modérée poissons parasitose légére
émaciation, entérite,
parasitose séveére,
Marsouin - Emaciation contenu pneumonie avec . . P
commun A04/1021 08/02/04 Blériot 122 25 14 modérée 2 alimentaire emphyséme, infection Négatif
oesophagite
ulcérative chronique
Marsouin A04/315 05/04/03 Bray-Dunes 98 20 15 Bon état corporel 3 otolithes cachexie, parasitose, infection Non testé
commun pneumonie
Marsouin A04/483 20/10/03 Calais 109 17,5 9 Emaciation sévére 1 otolithes | CaChexie, parasitose, infection Non testé
commun pneumonie aigué
Marsouin A04/914 14/01/04 Nord 139 415 17 Emaciation légére 2 otolithes parasitose, infection Non testé
commun pneumonie
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Marsouin
commun

A04/987

01/02/04

Calais

124

26

15

Emaciation légére

arétes de
poissons

émaciation,
parasitose severe,
pneumonie

infection

Non testé

Marsouin
commun

A05/884

10/02/04

Dunkerque

108

21

10

Emaciation sévére

2+

vide

dermo-épidermite
chronique ulcérative,
dégénérescence
graisseuse, gastrite
ulcérative chronique
multifocale
parasitaire, méléna,
pneumonie aigué
hémorragique
nécrosante,
parasitose
multisystémique

infection

Non testé

Marsouin
commun

A05/886

11/02/04

Dunkerque

101

16,5

Emaciation sévére

vide

cachexie, stomatite
aigué ulcérative,
entérite aigué
hémorragique,
bronchopneumonie
aigué hémorragique
parasitaire

infection

Non testé

Marsouin
commun

A06/014

07/02/05

Bray-Dunes

102

13

Emaciation sévére

2+

vide

cachexie séveére,
infestation parasitaire
sévere (bronches,
artére pulmonaire,
estomac et bulles
tympanniques),
gastrite chronique
ulcérative

infection

Non testé

Marsouin
commun

A06/1107

02/05/06

Dunkerque

136

39,6

30

Bon état corporel

vide

thromboembolie
pulmonaire,
parasitose sévére
(voies respiratoires,
vaisseaux sanguins
pulmonaires, bulles
tympanniques)

infection

Non testé

Marsouin
commun

A06/849

06/10/05

Bray-Dunes

118

23,7

Emaciation sévére

2+

rares
otolithes et
un peu de
contenu
alimentaire

émaciation

infection

Non testé
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Marsouin
commun

A06/851

27/12/05

Bray-Dunes

158

46

14

Emaciation légére

contenu
alimentaire
(868 g)

abces casséeux
dans I'estomac,
parasitose
multisystémique
sévere,
bronchopneumonie
aigué hémorragique

Marsouin
commun

A07/937

09/12/05

Dunkerque

125

22

Emaciation sévére

vide

ulcéres cutanés
aigus multifocaux,
hapatite nodulaire
chronique,
pneumonie aigueé,
kystes pulmonaires
sous la plévre,
infestation parasitaire
modérée dans les
voies
respiratoires/coeur/v
aisseaux
pulmonaires/bulles
tympaniques,
parasitose sévére
dans les estomacs,
mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires, gastrite
chronique ulcérative

Négatif

Non testé
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Marsouin
commun

A10/1009

02/01/10

Dunkerque

145

39,5

18

Emaciation
modérée

quelques
becs de
céphalopod
eset
otolithes de
poissons

splénomégalie,
infestation parasitaire
dans les estomacs 1
et 3, périangiocholite
chronique,
oesophagite
ulcérative aigué
multifocale,
infestation parasitaire
modérée dans
l'artére et les
vaisseaux
pulmonaires,
parasitose sévére
dans les voies
respiratoires et les
sinus
péritympaniques,
mousse blanche
abondante dans les
voies respiratoires,
pneumonie aigué et
pneumonie
chronique multifocale

Négatif

Marsouin
commun

A10/1040

?/?/10

ND

115

17

Emaciation sévére

2+

vide

ulcéres aigus sur les
levres, papillomes
cutanés, ulcéres
cutanés chroniques,
hématomes sous-
cutanés, oesophagite
ulcérative aigué
multifocale, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
infestation parasitaire
modérée dans les
voies
respiratoires/artére et
vaisseaux
pulmonaires,
pneumonie aigué

Non testé
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Marsouin
commun

A12/1165

?/?/11

ND

112

14,1

Emaciation sévere

few
otolithes

ulcéres cutanés
aigus a chroniques,
papillomes cutanés,
hyphéma bilatéral,
méléna, infestation
parasitaire sévere
dans les voies
respiratoires/
vaisseaux
pulmonaires/sinus
péritympaniques,
mousse
sérohémorragiques
dans les voies
respiratoires,
infestation parasitaire
modérée dans
I'artere pulmonaire,
pneumonie aigué

Marsouin
commun

A12/1286

?/?/11

ND

162

50

23

Emaciation légére

vide

pétéchies dans le
lard, hyphéma
bilatéral, aspect cuit
du foie, kystes
ovariens, contenu
"caramel" dans les
glandes mammaires,
abcés utérus, kystes
thymiques,
parasitose légére des
voies respiratoires,
gastrite ulcérative
aigué
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Marsouin
commun

A12/485

?2/?/11

ND

147

39

15

Emaciation
modérée

vide

émaciation, aspect
gélatineux du tissu
sous-cutané,
péritonite fibrineuse a
hémorragique aigué,
etérite hémorragique
aigué,
périangiocholite
chronique associée a
des trématodes,
femelle gestante,
oesophagite
ulcérative, abces
pulmonaires avec
contenu caséeux,
infestation parasitaire
des estomacs

Marsouin
commun

A13/1262

?/?/13

ND

114

21

13

Emaciation
modérée

peu
abondant,
récent,
otolithes

péritonite aigué
focale, multiples
points blancs sur le
foie, infestation
parasitaire modérée
a sévére des voies
respiratoires et des
vaisseaux sanguins,
pneumonie,
thromboembolie
pulmonaire

Marsouin
commun

A13/1282

?/?/13

ND

119

21

13

Emaciation sévére

vide

lacérations cutanées
(phoques?), masse
nécrotique sous-
cutanée,
splénomégalie,
parasitose modérée
a sévére des voies
respiratoires et des
vaisseaux sanguins,
pneumonie

Non testé

Négatif

Négatif
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Marsouin
commun

A13/1285

?/?/13

ND

165

45

12

Emaciation sévére

2+

peu
abondant,
récent,
otolithes

émaciation sévere,
hématomes sous-
cutanés, contenu
“"caramel" dans les
glandes mammaires,
pétéchies dans le
lard, gastrite sévere
chronique,
périangiocholite
sévere chronique,
congestion et
oedéme pulmonaire
sévere, parasitose
sévere dans les
voies respiratoires et
les vaisseaux
sanguins, pneumonie
aigué

Marsouin
commun

A13/1935

?/?/13

ND

114

24

21

Bon état corporel

2+

quelques
otolithes

hyphéma, pétéchies
dans le lard,
hématomes sous-
cutanés, gastrite
focale chronique,
parasitose sévére
dans les voies
respiratoires et les
vaisseaux
pulmonaires,
pneumonie aigué a
chronique, thrombi

Marsouin
commun

A13/2058

?/?/13

ND

118

19

15

Emaciation sévére

2+

vide

émaciation sévere,
hyphéma, large
abceés sous-cutané,
péricardite fibrineuse
aigué sévere

Marsouin
commun

A14/353

?/?114

ND

103

15

Emaciation
modérée

abondant,
récent

émaciation sévere,
pneumonie aigué
hémorragique,
parasitose sévére
dans les voies
respiratoires et les
vaisseaux sanguins,
thromboembolie
pulmonaire

Négatif

Positif

Non testé

Négatif




hématomes sous-
peu cutanés, cedeme
Marsouin A14/360 202114 ND 115 24,4 10 Emaciation légére 3 abondant, intramusculaire, infection Non testé
commun récent, invagination
otolithes intestinale avec
entérite aigué
émaciation,
hyphéma, entérite
hémorragique aigué,
Marsouin A14/715 202114 ND 127 28 11 Emaciation 2+ vide parasitose modérée infection Non testé
commun modérée a séveére dans les
voies respiratoires,
pneumonie
chronique multifocale
Marsouin - L . . R . . .
commun A95/929 16/05/95 Blériot 118 18 12 Emaciation sévére 2 vide pneumonie aigué infection Non teste
Marsouin L . . R . . .
commun A97/967 27/04/97 Dunkerque 118 22 10 Emaciation sévére 2 vide pneumonie aigué infection Non teste
Marsouin . L . . R . . .
commun A98/356 07/12/97 Equihen 144 33 13 Emaciation sévére 2 vide pneumonie aigué infection Non testée
Marsouin L . . R . . .
commun A98/357 07/12/97 Dunkerque 114 19,5 11 Emaciation sévére 3 vide pneumonie aigué infection Non teste
Marsouin L . . R . . .
commun A99/1094 02/05/99 Dunkerque 108 15 8 Emaciation sévére 2 vide pneumonie aigué infection Non testé
Marsouin A99/707 02/02/99 Loon 134 30 15 Emaciation 2 otolithes pneumonie aigué infection Non testé
commun modérée
émaciation,
parasitose sévéere
Marsouin dans les voies
A12/388 ?2/?2/11 ND 99 12,2 6 Emaciation sévére 2 vide respiratoires/ infection Négatif
commun ’ )
ventricule droit/
vaisseaux
pulmonaires
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Marsouin
commun

A13/1939

?/?/13

ND

154

50

15

Emaciation légére

2+

vide

hyphéma, contenu
“"caramel" dans les
glandes mammaires,
pétéchies dans le
lard, hématomes
sous-cutanés,
splénomégalie,
aspect cuit du foie,
parasitose modérée
des voies
respiratoires/
vaisseaux
pulmonaires/
ventricule gauche,
congestion et
cedéeme pulmonaire
sévere

Marsouin
commun

A12/1329

?/?/11

ND

161

49

19

Emaciation
modérée

beaucoup
d'otolithes

lacérations cutanés,
cedéme pulmonaires
séveére, mousse
sérohémorragique
dans les voies
respiratoires,
parasitose dans les
voies respiratoires

Marsouin
commun

A07/1690

02/03/07

Dunkerque

120

19

Emaciation sévére

vide

émaciation,
hyphéma, congestion
et cedeme
pulmonaire,
ongestion
périlaryngée

Négatif

Négatif

Non testé
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Marsouin
commun

A10/1306

?/?/10

ND

120

21,5

12

Emaciation
moyenne

2+

abondant
mais
seulement
otolithes et
arétes de
poissons

émaciation
intermédiaire,
hyphéma,
splénomégalie,
gastrite chronique
ulcérative
multifocale,
infestation parasitaire
modérée dans les
estomacs,
décoloration
hépatique, mousse
sérohémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
congestion et
oedéme pulmonaire,
parasitose modérée
dans les voies
respiratoires et les
vaisseaux
pulmonaires

cedéme
pulmonaire

Marsouin
commun

A12/484

2?11

ND

158

54

Emaciation sévére

vide

émaciation,
hyphéma,
hémorragie
intermandibulaire,
kystes hépatiques
chroniques avec bile,
congestion et
hémorragie
périlaryngée,
mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
pneumonie
chronique,
adénomégalie
pulmonaire,
congestion et
oedéme pulmonaire,
parasitose modérée
dans les voies
respiratoires et les
vaisseaux sanguins,
oesophagite
ulcérative

Non testé

Négatif
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Marsouin
commun

A13/1002

27/01/13

Le Portel

105

19,5

23

Bon état corporel

abondant,
récent

marques de
prédation par les
phoques?, hyphéma
bilatéral, congestion
et cedéme
pulmonaire sévére,
mousse abondante
dans les voies
respiratoires,
otolithes dans la
bouche te
I'cesophage

cedeme

pulmonaire Mg

Marsouin
commun

A13/1936

ND

112

22

Bon état corporel

2+

abondant,
récent

marques de
prédation par les
phoques?,
hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedéme
pulmonaire sévere

cedéme

pulmonaire M

Marsouin
commun

A13/1937

2?13

ND

94

16

23

Bon état corporel

2+

peu
abondant,
récent

marques de
prédation par les
phoques?,
hématomes sous-
cutanés, congestion
et cedéme
pulmonaire sévére

cedéme

; Négatif
pulmonaire

Marsouin
commun

Al14/714

21?114

ND

103

17

15

Emaciation
moyenne

2+

peu de
contenu
alimentaire

hyperplasie cutanée
multifocale,
congestion modérée
et cedéme sévere
pulmonaire, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires

cedéme

; Négatif
pulmonaire

Marsouin
commun

A12/371

?2/?/11

ND

113

14,5

Emaciation sévére

vide

émaciation, ulceres
aigus cutanés,
cedéme sous-cutané,
oesophagite
ulcérative, mousse
hémorragique
abondante dans les
voies respiratoires,
parasitose sévere
dans l'artere
pulmonaire,
parasitose modérée
dans les voies
respiratoires

infection Négatif
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Marsouin A06/1509 22/04/06 Zuydcoote J 100 16 15 Bon état corporel 3+ quel.ques putréfaction avancée ND Non testé
commun otolithes
Marsouin . P . .
commun A07/1605 21/02/07 Bray-Dunes J 121 26,5 20 Bon état corporel 4 ND putréfaction avancée ND Non testé
hématomes sous-
cutanés, parasitose
Marsouin abondant I'arr::‘e?gef%%ig?re
A12/1284 ?2/?/11 ND J 120 25 20 Bon état corporel 2+ (poissons), P - ’ ND Non testé
commun : pneumonie
otolithes ) .
chronique, parasitose
modérée dans les
voies respiratoires
Marsouin . . congestion et .
2/2
commun A13/2101ter ?/?/13 ND J 113 21,5 21 Bon état corporel 3 few otolithe cedéme pulmonaire ND Non testé
Marsouin Abundant sécere émaciation
., L PR e .
commun A13/2115 ?/?/13 ND J 100 13 10 Emaciation sévére 4 recent maus putrefact|on ND Non teste
avancée
Marsouin A99/? 15/04/99 Baie de J 110 ND 7 Emaciation sévére 2 contenu pas de lésions ND Non testé
commun somme alimentaire significatives
Marsouin A10/2024 21?110 ND NB 50 4,5 0 Emaciation sévére 4 vide émaciation CIETElen Non testé
commun mais code 4
morsures de
phoques?, mousse
sérohémorragique
dans les voies
respiratoires,
Marsouin peu oesophagite Prédation par
A12/1326 2/?/11 ND J 110 24,5 21 Bon état corporel 2 abondant, ulcérative avec des p Négatif
commun 2 ] les phoques
récent nématodes,
congestion et
ocedeme pulmonaire,
parasitose sévére
dans les voies
respiratoires
Marsouin A14/330 202014 ND NB 80 8 10 Emaciation 3 vide mort-né, cordon mort-né Non testé
commun moyenne ombilical
Marsouin A11/1100 202110 ND NB 73 55 5 Emaciation sévére 4 vide atélectasie mort-né Non testé
commun pulmonaire
Marsouin foetu foetus (female foetus
commun A13/1939bis 2/?/13 ND S 80 6,5 12 2+ vide A13/1939) (femelle Non testé
A13/1939)
congestion et
peu cedéme plmonaire
Marsouin A14/369 21?114 ND J 106 20,1 23 Bon état corporel 2+ abondant, Severe, mousse capture Non testé
commun " sérohémorragique
récent ?
dans les voies
respiratoires
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Marsouin
commun

A14/370

?/?114

ND

ND

112

21,5

18

Bon état corporel

2+

abondant,
récent

empreintes de filets,
ulceres levre gauche,
congestion et
cedéme pulmonaire,
congestion a
hémorragie
périlaryngée

Marsouin
commun

A14/371

2?14

ND

115

25

25

Bon état corporel

abondant,
récént

machoire inférieure
ouverte, parasitose
sévere, pneumonie

Marsouin
commun

A14/367

?/?114

ND

121

20

Emaciation sévére

2+

vide

|ésions cutanées
poxvirus, ulcéres
entre les nageoires
pectorales, hyphéma
bilatéral, hémorragie
et cedéme sur le cou
a gauche,
hémorragie machoire
inférieure, parasitose
sévere dans les
voies respiratoires et
le ventricule droit,
pleurésie,
pneumonie, infarctus,
noeud lymphatique
bronchial
hypertrophié

Marsouin
commun

A14/372

?/?114

ND

151

41

10

Emaciation
modérée

otolithes

Large abces
chronique de 20 cm,
sévere infestation
parasitaire dans les
voies respiratoires et
les vaisseaux
sanguins, mousse
sérohémorragique
dans les voies
respiratoires

Non testé

Non testé

Non testé

Non testé
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Marsouin
commun

A14/368

?/?114

ND

168

52

ND

Emaciation sévere

abondant

émaciation sévere,
lésions cutanées de
poxvirus, cedéme
sous-cutané,
parasitose sévere
dans le foie et les
voies respiratoires,
pneumonie, cedéme
pulmonaire, mousse
hémorragique dans
les voies
respiratoires

Non testé

Marsouin
commun

A14/366

?/?114

ND

136

34

20

Emaciation
modérée

abondant,
récent

fracture de la
maéchoire inférieure
droite, parasitose
sévére dans les
voies respiratoires et
les vaisseaux
sanguins, multiples
kystes parasitaires
sous la plévre

ND

(infestation?) Non teste

Dauphin
commun

A13/1034

16/01/13

Camiers

175

53

12

Emaciation
modérée

peu
abondant

hypoplasie de
I'appareil génital:
micropénis (30 m) et
hypoplasie
testiculaire
(6cmx1,5cm),
pétéchies dans le
lard, anémie,
décoloration
musculaire,
splénomégalie et
pétéchies sur la rate,
aspect hémorragique
du thymus, ulcéres
chroniques focaux
associés a des larves
de nématodes dans
I'estomac 1, ulcéres
dans I'estomac 2,
mousse dans les
voies respiratoires,
congestion et
oedéme pulmonaire
sévere, emphyséme
pulmoniare,
pneumonie aigué a
chronique

Positif
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Lagénorhyn
que a bac
blanc

A16/317

22/11/15

Calais

262

250

17

Emaciation
modérée

quelques
rares
otolithes et
cristallins de
poisson

multiples érosions
cutanées, ulceres
chroniques bord de
la langue, masse de
tissu mou au plafond
de l'arriéere bouche,
ictere,
splénomégalie,
aspect zébré du foie,
légére parasitose
gastrique, gastrite
chronique diffuse,
oesophagite
pseudomembraneus
e, congestion et
oedéme pulmonaire,
mousse blanchatre
dans les voies
respiratoires

ND

Négatif

Globicéphal
e noir

A16/310

01/11/15

Calais

ND

1200

48

Bon état corporel

vide

dizaine de kystes de
8-10 mm dans le lard
sous-cutané, dizaine
de kystes
parasitaires de 2-3
cm dans le péritoine,
nodules parasitaires
dans la muqueuse
gastrique, légére
parasitose gastrique,
urines surcolorées
avec flocons
hémorragiques,
congestion et
oedéme pulmonaire,
mousse blanche
dans les voies
respiratoires, kyste a
contenu blanc dans
le médiastin,
"stranding band
necrosis" sur le
myocarde

ND

Négatif
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Globicéphal
e noir

A16/311

01/11/15

Calais

ND

1200

a4

Bon état corporel

vide

ulcére cutané
chronique de 20 cm
au-dessus de la
nageoire pectorale,
dizaine de kystes de
8-10 mm dans le lard
sous-cutané, dizaine
de kystes
parasitaires de 2-3
cm dans le péritoine,
nodules parasitaires
dans la muqueuse
gastrique, ulcéres
chroniques
gastriques,
congestion et
oedeme pulmonaire,
mousse blanche
dans les voies
respiratoires

ND

Négatif

Globicéphal
e noir

A16/312

01/11/15

Calais

ND

1200

46

Bon état corporel

quelques
otolithes et
un bec de
céphalopod
e

nématode dans
aponévrose de
I'oblique externe,
dizaine de kystes de
8-10 mm dans le lard
sous-cutané, dizaine
de kystes
parasitaires de 2-3
cm dans le péritoine,
nodules parasitaires
dans la muqueuse
gastrique, congestion
et oedeme
pulmonaire, mousse
blanche dans les
voies respiratoires

ND

Négatif
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Bon état

abondant,
récent

emphyséme,
oedéme et
congestion

Phoque
- i) -
veau A01/886 ?/1?/01 Bray-dunes F 120 31 30 corporel
marin -
pulmonaire
hyphéma,
congestion et
cedeme
Phogue Bon état purlnngzgeslge,
- ?/?, i
\é]e;lijn A05/899 21?104 Dunkerque 111 24,5 24 corporel vide hémorragique
dans les voies
respiratoires,
ulcére gastrique
focal chronique

Non testé

Non testé
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Phoque
veau-
marin

A11/376

?/?/10

ND

129

36

45

Bon état
corporel

ND

aliments
partiellem
ent
digérés

jetage nasal
hémorragique
bilatéral,
lacérations sur les
babines,
hématomes sous-
cutanés,
congestion et
hémorragie
périlaryngée,
congestion et
mousse
hémorragique des
voies respiratoires,
congestion et
oedéme
pulmonaire, léger
emphyseme
pulmonaire,
contenu
alimentaire dans
les voies
respiratoires

Phoque
veau-
marin

A11/323

?/?/10

ND

104

29

35

Bon état
corporel

abondant,
récent

congestion et
cedéme
pulmonaire,
mousse
hémorragique
dans les voies
respiratoires

Phoque
veau-
marin

A13/721

?/?/12

ND

ND

121

28

28

Bon état
corporel

abondant,
récent

lacérations
cutanées

Non testé

Non testé

Non testé
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Phoque
veau-
marin

A13/623

B

Dunkerque

130

74,3

18

Bon état
corporel

abondant,
récent

griffes
mangquantes,
multiples points
blanc sur le foie,
nématodes dans
I'estomac, corps
étranger dans
I'estomac, cedéme
pulmonaire,
leiomyome dans la
vessie

Phoque
veau-
marin

A06/1106

HHHH

Dunkerque

150

50

20

Emaciation
modérée

abondant,
récent

emphyseme
pulmonaire et
médiastinal,,
congestion et
cedeme
pulmonaire,
mousse blanche
abondante dans
les voies
respiratoires

Non testé

Non testé
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Phoque
veau-
marin

A11/1102

?/?/10

ND

103

15

15

Emaciation
modérée

2+

vide

estomac tubulaire,
décoloration
généralisée du
foie, congestion et
cedeme
pulmonaire,
congestion sévéere
des voies
respiratoires, sang
digéré dans la
bouche

cedéme
pulmonaire

Négatif

Phoque
veau-
marin

A10/1309

?/?/10

ND

102

26,6

35

Bon état
corporel

2+

abondant,
récent
(3409)

ulcére aigu sur le
palais dur,
pétéchies,
congestion et
hématomes sous-
cutanés,
infestation de
nématodes
modérée dans les
voies respiratoires,
mousse
hémorragique
dans les voies
respiratoires,
congestion et
emphyseme
pulmonaire

capture

Négatif
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jetage nasal
hémorragique
bilatéral,
congestion et
hématomes sous-
cutanés, multiples

Phoque L abondant, .
veau- A10/1308 2/2/10 ND 140 44,5 31 Em:alc!atlon o4 récent points blancs sur
marin légere (4500) le foie, mousse
hémorragique et
congestion des
voies respiratoires,
congestion et
cedeme
pulmonaire
Phoque o sévere emacnaﬂon,
veau- A10/2047 22110 ND 80 9,5 0 Emaciation 2+ vide congestion et
marin severe ocedéme

pulmonaire sévere

Négatif

Non testé
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cachexie sévere,
lacérations

cutanées sur les

levres, pétéchies

Phoque sur la vessie,
Emaciation rares congestion et .
R 2/?,
\riwe:rlijn A05/1827 ?1?/04 Dunkerque 100 11 sévere otolithes emphyséme Non testé
pulmonaire,
cedeme
pulmonaire léger,
stomatite
ulcérative aigué
cachexie sévere,
Phoque cedéme sous-
veau- | AO05/1851 212105 Calais 96 8,4 Emaciation vide eutane, Non testé
marin sévere congestion
etoedeme
pulmonaire
émaciation,
kérato-
conjonctivite
aigué, congestion
Phoque L N
veau- | AO06/1583 - Authie Bay 160 64 Emaciation vide et cedeme Non testé
: sévere pulmonaire,
marin LM .
liquide séreux en

faible quantité
dans les voies
respiratoires
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émaciation,

conjonctivite
aigué, stomatite
ulcérative aigué,

Phoque Emaciation
veau- A06/1611 it Calais 82 11,5 4 sévere vide abces aigu Non testé
marin rétroorbitaire avec
digitations dans le
cou, estomac
tubulaire
ulcéres aigus sur
les levres,
stomatite aigué
ulcérative, abces
sous-cutané et
Phoque Centre Emaciation phlegmon dans le
veau- A13/316 21?112 Somme 97 14,5 10 sévere vide cou, myosite aigué Positif
marin 12/09 dans le cou,

estomac tubulaire,
pétéchies sous-
cutanés,
polyadénomégalie
, pneumonie aigué
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Phoque
veau-
marin

A13/348

2?12

Centre
Calais 15/09

95

135

Emaciation
sévere

vide

émaciation,
stomatite aigué
ulcérative, poly-
arthrite aigué
prurulente,
pétéchies sous-
cutanés,
phlegmon sous-
cutané dans le
cou

Phoque
veau-
marin

A13/349

?[?/12

Centre
Calais

95

10

Emaciation
sévere

vide

émaciation sévére,
fistule oro-nasale
(ulcere perforant
aigué), stomatire
aigué ulcérative,
estomac tubulaire,
splénomégalie,
pétéchies sous-
cutanés, multiples
points blancs sur
le foie,
emphyseme
pulmonaire focal

Non testé

Non testé
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ictere sous-cutané
généralisé,
Phogue Bon état patie,
veau- | A10/1985 HitHHH Dunkerque 94 8 16 vide patidue, infection | Négatif
; corporel congestion et
marin N
ordéme
pulmonaire, ulcére
aigu sur la langue
Phogue Bon état
veau- A00/506 ?/?/00 Calais 137 35 20 ND Péritonite infection Non testé
i corporel
marin
Phoque Emaciation émaciation,
veau- A00/508 ?/?/00 Graveline 95 13 0 sévere vide pneumonie, hernie infection Non testé
marin hiatale
Phogue Bon état “oedame
veau- A00/942 ?/?/00 Graveline 121 25 28 | vide . infection Non testé
marin corpore pulmonalr_e,
pneumonie
sévere émaciation,
Phoque L contenu emphyseme
veau- A02/231 HitHHt Boulogne 98 12,5 0 Eme’lCI‘atIOI’] alimentair | pulmonaire, abcés infection Non testé
: sur-Mer sévere
marin e sous la langue,
pneumonie aigué
Phoque . o émaciation,
veau- A01/1223 ?/?/01 Baie de 95 9 0 Emiilc[atlon vide entérite infection Non testé
. Somme sévere . :
marin hémorragique
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bronchopneumoni
e aigueé,
emphyseme
présence pulmonaire,
Phoque Emaciation d'un infestation
veau- A02/1288 HitHHt Calais 118 24,3 20 légere 2 morseau parasitaire infection Non testé
marin 9 de modérée dans les
plastique voies respiratoires
et I'estomac,
multiples points
blancs sur le foie
Phoque Emaciation emphyseme
veau- A03/521 ?/?102 Dunkerque 112 14,5 10 sévere 3 vide pulmonaire et infection Non testé
marin sous-cutané
Phoque o sévere émaciation_,
veau- | A02/1330 HitH Boulogne- 96 10 0 Emaciation 1 vide bronchopneumoni | ingection | Non testé
marin sur-Mer sévere ~eaigué
hémorragique
Phoque Emaciation émaciation,
veau- A03/097 ?/?/02 Normandie 117 16 10 sévere ND vide emphyseme infection Non testé
marin pulmonaire
pétéchies dans la
Phogue Bon état abondant, graisse sous- . . )
veau- A02/1289 HitHH ND 110 25 20 corporel 3 récent cutaneg, e_ptente infection Non testé
marin aigué
hémorragique
Phoque Emaciation pneumonie,
veau- A03/1321 ?/?/03 Dunkerque 102 22.3 18 léaere 1 vide emphyseme infection Non testé
marin 9 pulmonaire
Phoque Emaciation émaciation,
veau- A04/484 ?/?104 Calais 100 12.5 4 sévere 1 vide parasitose, infection Non testé
marin pneumonie
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Phoque
veau-
marin

A04/1699

?/?/04

Calais

120

22

Emaciation
sévere

contenu
alimentair
e

émaciation,
épistaxis,
pétéchies sur les
noeuds
lymphatiques et la
rate, emphyséme
pulmonaire,
pneumonie aigug,
mousse
hémorragique
dans les voies
respiratoires,
congestion
méningée,
congestion nasale

Phoque
veau-
marin

A08/692

HHH#

Dunkerque

145

39

Emaciation
sévere

contenu
alimentair
e

ulcéres sur les
levres, cedéme
sous-cutané,
faible infestation
de nématodes
dans l'estomac,
kystes rénaux et
urétéraux,
emphyseme
pulmonaire,
congestion et
cedeme
pulmonaire,
pneumonie aigué

236

Non testé

Négatif




pneumonie aigué
hémorragique a

purulente,
Phoque Bon état emphyseme
veau- A10/2043 ?1?/10 Dunkerque ND 23 ND corporel vide pulmonaire,
marin contenu muco-
purulent dans les
voies respiratoires,
estomac tubulaire
hématomes sous-
P | at2i1005 wi#t | Audresselles 110 215 22 Bon état abondant, | - cutanés, mucus
marin ' corporel récent dans la trachée,

pneumonie aigué

Non testé

Négatif
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épistaxis,
hyphéma, gingivite
périodontale,
stomatite aigué
ulcérative focale,
cedéme sous-
cutané,
hématomes sous-
cutanés sur la
téte, congestion

Phoque s abondant, . >
veau- | A10/1039 22110 ND 114 205 15 Emaciation 2+ récent | Periiaryngee et du
: modérée thymus,
marin (850 9) ;
congestion et
oedéme
pulmonaire
sévere, mousse
hémorragique
abondante dans
les voies
respiratoires,
congestion des
voies respiratoires
severe emaciation
Phoque L ’
veau- A10/2046 212/10 ND 90 10 0 Emaciation 2+ vide severe lung
marin sévere congestion and
edema
Phoque e
veau- | A02/1294 B Dannes 100 17 ND ND 4 ND putréfaction
marin avancée

Négatif

Non testé

ND Non testé
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Phoque

hyphéma bilatéral,
hématomes
intramusculaires,
congestion et

Bon état rares cedéme .
- 2/?,
\f;?n A12/1232 ?2/?/11 ND 120 29 35 corporel 2 otolithes pulmonaire, Non testé
mousse
hémorragique
dans les voies
respiratoires

Phoque Emaciation abondant, | Némalomes sous-
veau- A09/1167 ?/?109 ND 108 18 20 légére 3 récent ’ cutanés mais Non testé
marin 9 putréfaction

Phoque s
veau- A98/1322 ?/?/98 Dunkerque 92,5 9 0 En;g\(;léa;téon 3 vide émaciation sévére Non testé
marin

Phoque s
veau- A99/251 212198 Calais ND 115 ND E"S‘ZS';?” 3 vide émaciation sévére Non testé
marin

bronchopneumoni
e aigué,

Phoque . Emaciation . pgrasﬂpme .
veau- A03/504 ?/?102 Middelkerke 112 19 8 sévere ND vide multisystémique, Non testé
marin emphyseme

pulmoniare,
émaciation
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Phoque
veau-
marin

A14/350

2?14

ND

146

42

20

Emaciation
légere

ND

récent

nceud lymphatique
gastrite
hypertrophique,
congestion et
cedéme
pulmonaire
sévere, sole dans
I'oesophage avec
la téte coincée
dans les choanes,
congestion et
hémorragie téte et
cou, congestion
marquée de
I'encéphale

asphyxie
par une
poisson

Non testé
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Phoque
veau-
marin

A14/351

2?14

ND

124

30

22

Emaciation
légere

abondant,
récent

mousse
abondante
hémorragique
dans les voies
respiratoires,
emphyseme
pulmonaire,
congestion et
cedeme
pulmonaire,
congestion de la
téte, régurgitation
d'une sole
présente au fond
de la bouche

Non testé

Phoque
veau-
marin

A14/361

2?14

Brau Dun

113

30

23

Bon état
corporel

ND

abondant,
récent

hypohémie
bilatérale,
congestion et
cedeme
pulmonaire
sévere,
emphyseme
pulmonaire,
mousse
hémorragique
abondante dans
les voies
respiratoires

Négatif
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Phoque
veau-
marin

A14/356

2?14

ND

159

48

Emaciation
sévere

ND

vide

estomac tubulaire,
quelques Anisakis
dans I'estomac,

sang en nature
pleurésie aigué

hémorragique a

de 10 cmde
diameétre, épine
plantée dans le

du thorax

sortant de I'anus,

purulente, abcés
sous I'cesophage

muscle du plafond

Phoque
veau-
marin

A14/364

ND

ND

160

65

25

Bon état
corporel

ND

abondant,
récent

jetage nasal
hémorragique,
hyphéma bilatéral,
pétéchies dans la
graisse sous-
cutanée,
congestion et
cedeme
pulmonaire
sévere, mousse
hémorragique
dans les voies
respiratoires,
congestion
périlaryngée

242
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Négatif




Phoque
veau-
marin

A15/333

?/?/15

ND

155

70

10

Emaciation
sévere

vide

jetage
hémorragique,
ulcére aigué levre
inférieure,
lacérations
multiples,
pétéchies lard
sous-cutané,
adénomégalie
préscapulaire et
bronchique,
estomac tubulaire
avec anisakis,
mousse
hémorragique
abondante dans
les voies
respiratoires,
pneumonie aigué
hémorragique
lobes craniaux

Non testé

Phoque
gris

A03/1529

?/?/03

Wiemereux

130

30

ND

ND

ND

putréfaction Non testé
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emphyseme
pulmonaire,
congestion et
cedéme
Imonaire asphyxie
) . abondant, pu '
Phoque | \7/1890 —_—" Leffrinckouc |, A 250 250 40 Bon état 2 récent (6,6 _mousse Par | Non testé
gris ke corporel hémorragique obstruction
ka) .
abondante dans trachéale
les voies
respiratoires,
poisson dans la
trachée

Phogue | \3/1064 212103
gris

o cachexie,
Dunkerque F J 108 18 8 Erggs;telon 1 ND parasitose, infection

Non testé
pneumonie

sévere émaciation,
infestation de
nématodes sévere
dans les voies

Phogque | A1/1999 202112 ND M J 114 19,7 9 Emaciation 2 abondant, respiratoires, infection Positif

gris sévere récent pneumonie aigué,

infestation sévere

par des
Halarachnidae
dans les narines
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Phoque
gris

A15/334

?/05/15

ND

210

120

Emaciation
sévere

abondant
(5009),
récent et
quelques
otolithes

hypohema
bilatéral, jetage
hémorragique
bilatéral, thymus
présent,
congestion et
cedéeme
pulmonaire,
mousse
sérohémorragique
abondante dans
les voies
respiratoires,
congestion
méningée

Non testé
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TITRE : La Brucellose chez les mammiféres marins échoués sur les cotes francaises de la Manche de 1995 a
nos jours : Enquétes épidémiologique et anatomo-pathologique.

RESUME :

La brucellose est une zoonose majeure pouvant entrainer de lourdes conséquences en santé humaine et

animale. Depuis les premiers cas de brucellose marine détectés chez les cétacés et les phoques échoués en 1994,
un nombre croissant de Brucella ceti et B. pinnipedialis ont été rapportés, principalement sur la cote Nord-Est de
I’ Atlantique. Des cas de transmissions a I’homme sont également décrits, soulignant I’importance de suivre ces
brucella marines en terme de santé publique. A I’heure actuelle, aucune donnée n’est disponible en France.
L’auteur s’attarde ici a déterminer les causes d’échouages des mammiféres marins échoués sur les cotes
francaises de la Manche et, a partir de ces mémes animaux, déterminer une prévalence ainsi que de potentielles
Iésions dues a Brucella chez ces mammiféres marins.
Pour cela, une étude statistique des échouages entre 1995 et 2014 a été réalisée. Elle révéle d’une part que les
deux causes de mortalités principales sont celles d’origine traumatique, représentée majoritairement par les
captures accidentelles dans des engins de péche et les causes infectieuses. D’autre part, de nouvelles causes de
mortalité apparaissent avec 1’émaciation sévére et la prédation inter-espéce. Pour 1’ensemble des animaux
autopsiés, 59 ont été retenus pour la recherche de Brucella spp. par réaction en chaine par polymérase (PCR). La
PCR a été positive pour 7 individus (11,86% (7/59)) parmi les 59 analysees. Des tests immunohistochimiques
ont permis d’identifier la bactérie dans différents tissus et 1€sions, principalement la rate et les poumons. Enfin,
le séquencage des produits de PCR a permis d’affirmer 1’infection de 5 animaux (8,47% (5/59)), 2 étant des faux
positifs. Notre étude révele que la brucellose est présente sur nos cotes et peut représenter un risque en terme de
santé publique. Un cas de méningoencéphalite chez un dauphin commun a été diagnostiqué, ce qui est une
premiére mondiale. Cependant, une analyse critique de I’ensemble des résultats met finalement en avant des
problémes de sensibilité et spécificité des tests utilisés. Dés lors, le nombre de faux positifs et de faux négatifs
apparaissent non négligeables. Il conviendrait ainsi de maintenir les recherches sur les causes de mortalités ainsi
que d'identifier et de caractériser le potentiel infectieux et zoonotique des Brucella des mammiferes marins en
Europe.

MOTS-CLES : Brucellose — Mammiféres marins — PCR — Immunchistochimie — Epidémiologie — Pathologie —
Zoonose - Echouages

ABSTRACT :

Brucellosis, an important zoonosis, can have serious consequences on human and animal health. Since
the first cases of brucellosis detected in stranded cetaceans and seals in 1994, a large number of Brucella ceti and
B. pinnipedialis have been reported, mostly in the North-East Atlantic coastline. Naturally acquired infection in
humans by a marine Brucella have been described, suggesting the importance of studying the prevalence of
marine brucellae in terms of public health. Actually, no data is available in France. The author try here to specify
the causes of stranding of marine mammals on the English channel coastline, and, with these same animals,
determine the prevalence and Brucella lesions.

For this purpose, a statistical analysis about strandings between 1995 et 2014 has been done. It reveals that the
main two causes of death identified were: traumatic associated with fishing net bycatch and infectious disease.
However, new causes of mortality as severe emaciation and predation appear. Among these necropsied animals,
59 were investigated by real time polymerase chain reaction. The PCR was positive for 7 (11,86% (7/59)) of the
59 stranded animals (8,47% (5/59)). Under microscope, positive immunohistochemical staining was obtained in
tissues, especially spleen and lungs. Finally, 2 marine mammals were false positive. Sequencing allows to
confirm the infection by Brucella for 5 animals. Our study reveals the presence of Brucella in marine mammals
along our coastline wich constitutes a biohazard for human health. As a first report in the world, a common
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dolphin meningoencephalitis was diagnosed. However, a critical analysis of our global results shows the failings
on the specificity and sensibility of our lab methods. So, false positive and negative are no negligible. This
observation highlights the need for additional research on causes of strandings and the relevance of Brucella for
marine hosts and their environment for the impact of public health.

KEY WORDS : Brucellosis — Marine mammals— PCR — Immunochemistry — Epidemiology — Pathology —
Zoonosis - Strandings
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