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Introduction

La brucellose canine est une maladie infectieuse causée par Brucella canis, un coccobacille
gram négatif, dont 'espéce canine est le réservoir naturel. Cette maladie contagieuse est a
l'origine de troubles de la reproduction et de [l'appareil reproducteur tels que des
avortements, une infertilité ou des portées de taille réduite mais aussi de signes cliniques
non spécifiques tels que de la fatigue, une fiévre ondulante, des troubles ostéoarticulaires,
etc. Une fois I'animal infecté, des traitements existent mais la maladie peut persister de
fagon chronique et résister aux antibiotiques. La brucellose canine est également une
zoonose, qui peut parfois étre grave, notamment pour les personnes ayant une immunité
diminuée. L’impact de la brucellose canine est donc a la fois sanitaire et économique, et
pose un réel probléme au sein des élevages canins une fois la maladie introduite (Kauffman
et Petersen, 2019).

Cette maladie de répartition mondiale est enzootique dans certaines régions du globe
telles que I’Amérique Centrale et du Sud, I'Asie et I'Afrique mais était encore assez rare dans
les pays d’Europe de I'Ouest. Cependant, depuis quelques années, la maladie semble
s’étendre dans ces pays, en particulier depuis I'épidémie de covid-19 et 'augmentation des
importations de chiens provenant d’Europe de I'Est. De nombreux foyers ont ainsi été
détectés dans de nombreux pays d’Europe de I'Ouest, associés a la présence de plusieurs
cas humains, sans qu’il existe de données sur la prévalence et la séroprévalence de cette
maladie en Europe de I'Ouest et notamment en France (Djokic et al., 2023).

Notre thése a donc pour objectifs d’essayer d’estimer la séroprévalence de I'infection
a B. canis dans les élevages canins frangais ainsi que de décrire les facteurs d’exposition a
I'agent pathogéne dans ces élevages.

Nous présenterons d’abord, dans une premiére partie, une étude bibliographique
résumant les caractéristiques de la maladie ainsi que la situation épidémiologique actuelle.
Dans une deuxiéme partie, nous présenterons deux études expérimentales. Dans une
premiere étude, nous avons d’abord recherché linfection a B. canis parmi les chiens
d’élevages canins frangais volontaires pour participer a celle-ci, entre octobre 2022 et
décembre 2023. Les facteurs d’exposition a cet agent pathogéne ont été étudiés par
intermédiaire d’'un questionnaire que nous avons fait remplir aux éleveurs. Dans une
deuxiéme étude, nous avons recherché la présence de la brucellose canine au sein de 390
échantillons de sérum de chiennes suivies au service de reproduction de 'EnvA, entre mai
2022 et aolt 2023.
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Premiére partie : Etude bibliographique

1. Description et importance

La brucellose canine est une maladie infectieuse causée par Brucella canis, un cocobacille
gram négatif aérobie intracellulaire facultatif. Cette bactérie fait partie du genre Brucella qui
comprend 12 espéces ayant pour particularité d’infecter le plus souvent des mammiféres
(Girault et al., 2022). B. canis est spécifique de I'espéce canine qui en est le réservoir
naturel, mais le chien peut aussi étre infecté par d’autres espéces de brucelles s'il est en
contact avec des ruminants (B. abortus et B. melitensis) ou avec des suidés (B. suis) (De
Massis et al., 2022 ; Fontbonne et Ponsart, 2023). B. canis, tout comme B. ovis, possede un
phénotype dit rugueux, c’est-a-dire qu’il présente un lipopolysaccharide de surface qui ne
posseéde pas l'antigéne O, contrairement aux autres espéces de brucelles dites lisses
(Ponsart et al., 2020). Ce phénotype rugueux serait a I'origine d’'une virulence plus faible que
pour les espéces lisses (Mancilla, 2016). Cependant, cette maladie est trés contagieuse
entre chiens et est également une zoonose. Depuis quelques années, la maladie semble
s’étendre en Europe de I'Ouest au sein des élevages, mais aussi chez des chiens de
particuliers, certainement depuis I'épidémie de covid-19 et 'augmentation des importations
de chiens provenant d’Europe de I'Est. Il est donc important de savoir suspecter et
diagnostiquer cette maladie, mais aussi de savoir la gérer en cas d’atteinte confirmée
(Fontbonne et Ponsart, 2023).

2. Physiopathologie

Les bactéries pénétrent les tissus a travers les muqueuses génitales ou oro-nasales. Elles
migrent ensuite jusqu’aux nceuds lymphatiques loco-régionaux, soit sous forme libre soit au
sein des cellules phagocytaires, entrainant une adénomégalie et une inflammation. Les
bactéries qui ne sont pas éliminées par les cellules phagocytaires vont se répliquer puis se
propager par le sang et la lymphe vers différents organes, avec un tropisme particulier pour
les organes reproducteurs et lymphoides. Il y a alors prolifération des bactéries, notamment
dans les testicules, le tissu mammaire, 'utérus ainsi que dans les nceuds lymphatiques loco-
régionaux et la rate, a l'origine des troubles de la reproduction et autres manifestations
cliniques observées lors de brucellose canine (Kauffman et Petersen, 2019).

3. Situation épidémiologique
A. Situation dans le monde

La brucellose canine a été caractérisée pour la premiére fois en 1966 aux Etats-Unis grace a
une étude sur l'avortement chez les beagles, aprés plusieurs épidémies d’infertilité et
d’avortements dans plusieurs états (Carmichael, 1999).

La maladie est de répartition mondiale (Figure 1) et existe a I'état enzootique en
Amérique Centrale et du Sud, dans le Sud des Etats-Unis, en Asie et en Afrique, ou elle est
particuliéerement fréquente parmi les chiens errants, dans les refuges et les élevages (Djokic
et al., 2023 ; Hensel et al., 2018).
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Figure 1 : Distribution mondiale de la fréquence de chiens infectés par B. canis, par
pays (Santos et al., 2021)
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Les régions en gris indiquent les pays pour lesquels aucune enquéte épidémiologique n’a
été menée.

Les différentes études publiées depuis une vingtaine d’années décrivent une
séroprévalence modérée a élevée dans ces zones enzootiques, allant d’environ 6 % a 35 %
(Hensel et al., 2018).

B. Situation en Europe

Depuis 2017, de nombreux cas sporadiques ou foyers ont été détectés dans certains pays
d’Europe de I'Ouest tels quaux Pays-Bas, en Ukraine, en Pologne, au Royaume-Uni, en
Suéde, en France, en ltalie ou encore en Espagne. Dans cette étude, les auteurs ont
recueilli des échantillons provenant de chiens testés pour la brucellose canine originaires de
20 pays européens et ont montré que 3,7 % des échantillons étaient positifs au test de
diagnostic direct (PCR (Polymerase Chain Reaction) en temps réel) et que 54 % des
échantillons étaient positifs au test de diagnostic indirect (test d’agglutination) (Buhmann et
al., 2019).

En Italie, I'infection a B. canis a été confirmée pour la premiére fois en 2020 dans un
grand élevage commercial. Une premiére série de tests sérologiques a été effectuée sur 598
animaux et a révélé la présence de 269 animaux séropositifs (45,0 %). Une deuxiéme série
de tests a été réalisée 4-5 semaines plus tard et a montré que 241 chiens sur les 683 testés
étaient séropositifs (35,3 %), avec un isolement de la bactérie chez 68 chiens (10,0 %) (De
Massis et al., 2021).

Concernant les Pays-Bas, B. canis a été isolée pour la premiére fois en novembre

2016 chez un chien importé de Roumanie. Suite a cette découverte, une enquéte a été
menée de novembre 2016 a décembre 2018 et a révélé la présence de 18 chiens
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séropositifs a B. canis, tous provenant de sauvetages et importés de pays de I'Europe de
I'Est (van Dijk et al., 2021).

Au Royaume-Uni, il n’y avait jusqu'a récemment que quelques cas sporadiques de
chiens infectés a B. canis, liés au commerce des animaux de compagnie provenant d’Europe
de I'Est. En effet, deux chiens avaient été déclaré infectés en 2017, suite a I'obtention de
cultures sanguines positives. L'un des chiens était importé de Roumanie (Morgan et al.,
2017) et l'autre de Bosnie (Whatmore et al., 2017) et les deux chiens présentaient des
signes cliniques de discospondylite. Depuis juillet 2020, un nombre croissant de cas
suspects de brucellose canine ont été rapportés par des vétérinaires et laboratoires
vétérinaires suite a des suspicions cliniques et/ou a des tests de laboratoire positifs
(sérologie, bactériologie ou PCR) (Human Animal Infection and Risk Surveillance Group,
2021). Depuis, de nombreux cas continuent d’étre régulierement déclarés au Royaume-Uni
(Djokic et al., 2023).

En Suéde, le premier cas d’infection a la brucellose canine a été détecté chez une
chienne présentant des troubles de la reproduction. Celle-ci avait été accouplée auparavant
avec deux chiens : un provenant de Pologne et l'autre de Serbie (Holst et al., 2012). Un
deuxieme foyer a ensuite été détecté en 2013, chez des chiennes accouplées a un chien
importé d’Espagne pour la reproduction (Kaden et al., 2014). Enfin, un troisieme foyer a été
confirmé en 2020 suite a I'importation d’'un chien des Pays-Bas, séropositif a B. canis (Djokic
et al., 2023).

Cette augmentation du nombre de cas d’infection a B. canis peut donc étre reliée a
'augmentation des mouvements de chiens entre les pays (en particulier a I'importation
massive de chiens provenant d’Europe de I'Est) et a I'essor du commerce d’animaux en
ligne, sans dépistage avant et aprés I'importation (Djokic et al., 2023). Les chiens les plus a
risque sont les chiens importés de zones ou la brucellose canine est enzootique et les chiens
utilisés pour la reproduction (Kauffman et Petersen, 2019).

C. Situation en France

Le premier cas de brucellose canine en France a été isolé en 1996 dans un élevage canin
par A. Fontbonne et B. Garin-Bastuji (Fontbonne et Garin-Bastuji, 1996). Dans la foulée de
cet isolement, une étude de prévalence a été réalisée en 1999-2000 par le CERREC (Centre
d’étude et de recherche en reproduction et élevage des carnivores) de I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Lyon, commandée par la Direction générale de l'alimentation. Deux cent
quatre-vingt-quinze élevages ayant des problémes de reproduction avaient été testés,
révélant 16 élevages suspects présentant des chiens séropositifs. Des examens
complémentaires, PCR et culture bactérienne, ont permis de confirmer la contamination de
trois élevages (les autres élevages n’ayant pas souhaité poursuivre les examens
complémentaires). Cette étude a permis de montrer que la brucellose canine était bien
présente en France (Fontbonne, 2020a).

Depuis, des cas de brucellose canine ont été détectés en France, avec une hausse
du nombre de cas suspectés et confirmés. En effet, environ 900 chiens appartenant a plus
de 250 propriétaires frangais ont été considérés a haut risque d’exposition a B. canis au
cours des deux derniéres années. Les chiens considérés a haut risque d’exposition sont les
chiens présentant des signes cliniques évocateurs de brucellose canine ou ceux ayant été
en contact avec un chien infecté ou suspect d’étre infecté de brucellose. Parmi ceux-ci, 170
chiens ont eu un résultat sérologique positif a B. canis et 31 d’entre eux ont été confirmés
infectés a la brucellose canine par isolement de souche (Djokic et al., 2023).
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Toutefois, la situation épidémiologique exacte de la maladie en France est encore
inconnue puisque le dépistage des chiens ne se fait actuellement que lors de manifestations
cliniques de la maladie, et n’est pas systématisé lors d’imports, d’exports ou de mises a la
reproduction des chiens. De plus, la brucellose canine est encore peu connue d’'un grand
nombre de vétérinaires qui ne pensent pas toujours a la rechercher lors de problémes de
reproduction (Djokic et al., 2023).

4. Voies de transmission

B. canis se transmet majoritairement par voie vénérienne pendant I'accouplement, mais
aussi par voie oro-nasale et conjonctivale (Fontbonne et Ponsart, 2023). La bactérie pénétre
dans I'h6te par ingestion, par voie respiratoire ou par passage de la barriére cutanée, a
travers les muqueuses ou des Iésions cutanées.

Les produits contaminants principaux sont le sperme, les sécrétions utérines ou les
produits de la mise bas (annexes fcetales, avortons...) dont la charge bactérienne est
souvent trés élevée. D’autres fluides organiques tels que I'urine, les sécrétions nasales et
oculaires ainsi que la salive peuvent contenir des bactéries et étre une voie de transmission
possible, méme si les charges bactériennes sont beaucoup plus faibles dans ces fluides.
Néanmoins, la probabilité d’exposition des animaux a de I'urine notamment est trés forte, en
particulier dans les élevages, ce qui en fait une voie de transmission potentiellement
importante (Djokic et al., 2023). L’'urine des chiens males serait plus a risque, d’autant plus
qu’elle resterait contaminante méme apres stérilisation chirurgicale (Fontbonne et Ponsart,
2023).

Les chiots peuvent étre infectés par transmission verticale intra-utérine ou via
l'ingestion de lait provenant de chiennes infectées par la brucellose canine (Hollett, 2006).

Enfin, une transmission indirecte est aussi possible via des objets de
'environnement, des seringues contaminées, du matériel d’'insémination artificielle ou encore
lors de transfusion sanguine avec du sang contaminé (Hollett, 2006).

Les brucelles sont relativement résistantes dans I'environnement. Les conditions
optimales pour leur survie sont un environnement humide et des basses températures (<
4°C). Elles peuvent persister plus de deux mois dans une eau a 20°C et de deux a quatre
mois dans le sol, dans les déchets organiques et/ou sur I'herbe fraiche a condition que celle-
ci reste humide (Anses, 2022 ; Fontbonne et Ponsart, 2023).

5. Tableau clinique et lésions
A. Signes cliniques

L’infection a B. canis est majoritairement associée a des anomalies de la reproduction et de
'appareil reproducteur mais les signes cliniques peuvent aussi étre non spécifiques comme
de la fatigue, une perte de poids, une intolérance a l'effort, de la Iéthargie, une mauvaise
qualité du pelage ou encore une lymphadénopathie en début de maladie. Plus tardivement,
une splénomégalie peut apparaitre. Des atteintes oculaires sont aussi rapportées dans les
cas d’infection chronique comme une uvéite antérieure, un cedéme de la cornée et une
endophtalmie (Cosford, 2018 ; Djokic et al., 2023 ; Kauffman et Petersen, 2019). La
brucellose peut aussi causer des ostéomyélites, des discospondylites (Figure 2) ou des
polyarthrites a l'origine de problémes orthopédiques tels que des boiteries, faiblesses
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musculaires, douleurs a la colonne vertébrale et troubles neurologiques (Kauffman et
Petersen, 2019). La plupart des chiots nés vivants d’'une mere infectée a B. canis décédent
dans les heures ou jours suivant la naissance. Certains chiots survivent mais restent infectés
et potentiellement contaminants et ont comme unique signe clinique une
lymphadénomégalie généralisée jusqu’a leur maturité sexuelle, période a laquelle d’autres
signes cliniques pourront survenir (Djokic et al., 2023).

Figure 2 : Discospondylite chez un chien atteint de brucellose canine (Jérémy Mortier,
EnvA)

Une discospondylite (désignée par la fleche) peut étre un signe d’infection a B. canis.

B. Signes cliniques spécifiques chez le male

Chez le méle, les signes cliniques sont majoritairement épididymaires. On observe le plus
souvent des épididymites aigués et des prostatites. Plus rarement, on peut rencontrer une
orchite associée a une dermatite scrotale, secondaire au léchage et pouvant entrainer une
atrophie testiculaire définitive (Figure 3). Ces atteintes testiculaires peuvent étre unilatérales
ou bilatérales et entrainer des modifications du spermogramme avec des agglutinations ou
des anomalies des spermatozoides ou encore la présence de cellules inflammatoires dans le
sperme (Djokic et al, 2023 ; Kauffman et Petersen, 2019). Ces altérations des
spermatozoides se produiraient majoritairement au niveau de la queue de I'épididyme et
seraient probablement dues a une exposition prolongée aux toxines bactériennes ou a la
réponse immunitaire locale (Angrimani et al., 2016). Une infertilité est donc souvent décrite
et on peut suspecter B. canis lors d’'une série d’accouplements infructueux avec différentes
femelles qui n’ont pas de probleme d’infertilité connu (Kauffman et Petersen, 2019).

Figure 3 : Atrophie testiculaire droite d’un chien infecté a B. canis (L. Evans)
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C. Signes cliniques spécifiques chez la femelle

B. canis cause également divers troubles de la reproduction chez la femelle : avortements,
infertilité, portées de taille réduite lors de résorption embryonnaire. Les femelles infectées
présentent souvent un historique d’avortements et d’infertilité répétés, entrecoupés de
périodes avec des portées nées a terme (Kauffman et Petersen, 2019). Le signe clinique le
plus fréquent est un avortement tardif survenant entre le 45°™ et le 59°™ jour de gestation
(Hollett, 2006). Cependant, l'arrét de gestation peut survenir plus t6t et passer inapergu,
laissant penser que la chienne est infertile. Lors d’avortements, les chiennes infectées ont
des pertes vaginales caractéristiques foncées, visqueuses et malodorantes, qui peuvent
persister entre une et six semaines aprées I'avortement (Figure 4). Les autopsies d’utérus de
femelles aprés avortement révélent souvent une endométrite et une placentite. Les foetus
avortés sont partiellement autolysés (Figure 5) et présentent un cedéme sous-cutané, des
hémorragies et une congestion (Anses, 2022 ; Kauffman et Petersen, 2019).

Figure 4 : Utérus aprés-avortement d’une chienne infectée a B. canis (L. Carmichael)

Des sécrétions foncées, visqueuses et malodorantes sont présentes au sein de la lumiere
utérine et de I'endometre.

Figure 5 : Feetus avorté d’une chienne infectée a B. canis (UMES, EnvA)

Les foetus avortés sont souvent fortement autolysés comme le montre la photographie ci-
dessus.
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6. Traitements

Pour traiter I'infection a B. canis, le traitement usuel est la mise en place d'un traitement
antibiotique. Celui-ci serait efficace pour éliminer l'infection et réduire la virulence (Djokic et
al., 2023).

Des études in vitro suggerent que les antibiotiques de la famille des tétracyclines,
fluoroquinolones et aminoglycosides ont une activité bactéricide contre B. canis et que les
thérapies qui combinent ces différentes familles sont plus efficaces que [l'utilisation d’'une
seule famille d’antibiotiques (Djokic et al., 2023 ; Hollett, 2006).

Concernant les études in vivo, on retrouve dans plusieurs études des protocoles
thérapeutiques fondés sur une poly-antibiothérapie avec [I'utilisation de tétracycline
administrée par voie orale une fois par jour pendant un ou deux mois, et d’'aminoglycoside
(dihydrostreptomycine, streptomycine ou gentamicine) administrée par voie parentérale
pendant sept jours durant les une a deux premiéres semaines de thérapie puis toutes les
trois a quatre semaines. Ces protocoles ont été associés a des pourcentages élevés de
guérison avec des résultats négatifs aux tests sérologiques et bactériologiques (De Massis
et al., 2022 ; Djokic et al., 2023 ; Hollett, 2006 ; Santos et al., 2021).

En raison de la toxicité potentielle des aminoglycosides, un autre protocole fondé sur
une monothérapie avec de I'enrofloxacine a été proposé dans une étude de Wanke et al. sur
12 chiens infectés par B. canis. Les chiens ont été traités avec 5 mg/kg d’enrofloxacine par
voie orale, toutes les 12 heures pendant 30 jours. Les femelles avaient regu des doses
supplémentaires d’enrofloxacine pendant les phases cestrales et lutéales des cycles
suivants. Un suivi a été réalisé pendant 38 mois et a montré une régression des signes
cliniques, une réduction des titres d’anticorps a la sérologie, et I'absence de détection de la
bactérie chez les chiens traités et leur descendance. Selon cette étude, I'enrofloxacine en
monothérapie pourrait étre un traitement alternatif de la brucellose canine (Wanke et al.,
2006).

Une étude rétrospective menée entre 2017 et 2022 sur 30 chiens infectés par la
brucellose canine a également montré qu’une poly-antibiothérapie était le traitement le plus
efficace, mais que des récidives et infections persistantes se produisaient frequemment. En
effet, trois des 30 chiens de I'étude ont été maintenus sous traitement antibiotique a vie
(Djokic et al., 2023 ; Guarino et al., 2023).

Cependant, le traitement des chiens infectés est un sujet débattu car I'antibiothérapie
ne garantit pas I'élimination de la bactérie et de nombreuses rechutes sont observées malgré
le traitement, ce qui augmente le risque de résistance aux antibiotiques. En effet, les
brucelles peuvent infecter et persister dans de nombreuses cellules hétes, en particulier
dans les cellules immunitaires et les cellules du systéme reproducteur. Le traitement
antibiotique doit donc étre associé a la stérilisation chirurgicale de Il'animal et est
actuellement la seule alternative a I'euthanasie, qui reste une option non envisageable pour
la plupart des propriétaires de chiens (Djokic et al., 2023 ; Fontbonne et Ponsart, 2023). En
raison de ce fort risque de rechutes, il conviendrait de tester réguliérement et a vie I'animal
aprés la fin de I'antibiothérapie (Fontbonne et Ponsart, 2023).
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7. Méthodes de diagnostic

En raison de la variété des signes cliniques possibles et du fait que parfois seule une
infertilité est présente chez les animaux atteints par B. canis, des examens de laboratoire
sont nécessaires pour confirmer une suspicion d’infection (Kauffman et Petersen, 2019).
Selon le degré de suspicion, on utilisera une méthode de diagnostic indirect et/ou de
diagnostic direct (Tableau 3).

A. Diagnostic indirect : tests sérologiques

Les tests sérologiques permettent de détecter les anticorps dirigés contre les espéces
rugueuses de brucelles (B. canis et B. ovis) a partir de sérum, prélevé sur tube sec. En effet,
les tests sérologiques utilisés pour détecter les especes lisses sont différents et ne détectent
pas B. canis (Kauffman et Petersen, 2019).

On utilise souvent cette méthode de détection en premiére intention, pour le
dépistage a I'échelle d’'un élevage notamment puisqu’elle est relativement peu colteuse et
permet de tester tous les animaux rapidement. De plus, elle est facile a réaliser et il existe
des tests de diagnostic rapide utilisables par les vétérinaires (Anses, 2022 ; Fontbonne et
Ponsart, 2023). Aprés la contamination, la séroconversion peut prendre quatre a six
semaines, et jusqu’a 12 semaines. Pour cette raison, un résultat négatif ne signifie pas que
'animal n’est pas infecté et il est conseillé de répéter le test sérologique plusieurs fois (deux
a trois fois), toutes les quatre a six semaines (Anses, 2022 ; Fontbonne et Ponsart, 2023). II
n'y a pas encore de consensus de la communauté internationale sur cette méthode de
détection, que ce soit sur la souche spécifique de B. canis a partir de laquelle dériver
'antigéne diagnostique ou sur les stratégies de dépistage a mettre en place en fonction du
stade d’infection. La sensibilité et la spécificité du dépistage sérologique varient donc selon
les tests utilisés et cette méthode de diagnostic reste non idéale (Djokic et al., 2023).

Un autre inconvénient de cette méthode est la présence de nombreux faux positifs,
lors de l'utilisation du RSAT notamment, a cause de réactions croisées avec des antigénes
de surface partagés entre B. canis et d’autres bactéries telles que Pseudomonas
aeruginosa, Bordetella bronchiseptica, Actinobacillus equuli, Streptococcus, Staphylococcus,
des organismes de type Moraxella et d’autres bactéries Gram négatives (Cosford, 2018 ;
Hollett, 2006).

Il existe de nombreux tests sérologiques pour détecter B. canis tels que le RSAT
(Rapid Slide Agglutination Test), le TAT (Tube Agglutination Test)/SAT (Serum Agglutination
Test) ou encore I'utilisation de plaques de microtitration : iELISA (indirect Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), mSAT, CFT (Complement Fixation Test), AGID (Agar Gel
Immunodiffusion Test), LFIA (Lateral Flow Immunoassay) et IFA (Indirect Fluorescent
Antibody) (Djokic et al., 2023 ; Hollett, 2006).

Les intervalles de spécificités et de sensibilités des différents tests sérologiques
décrits dans la littérature ont été regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableau 1), a partir
de I'étude de Djokic et al. (2023) qui a répertorié I'ensemble des tests sérologiques
disponibles ainsi que leurs propriétés. Dans leur étude, les tests ont été décrits en fonction
des antigénes utilisés, du type d’anticorps détectés (IgG et/ou IgM). Les valeurs de
sensibilités et de spécificités ont été mentionnées. Dans le cas ou elles n’étaient pas
déclarées, les auteurs les ont calculées lorsque cela était possible. Cependant, il n’est pas
possible d’effectuer des comparaisons directes entre les tests. En effet, la provenance des
échantillons utilisés pour chaque étude peut varier et il peut y avoir des biais entrainant des
erreurs sur I'estimation de la sensibilité et de la spécificité (Djokic et al., 2023).

Page 18



al. (2023))

Test sérologique

Sensibilité

Spécificité

RSAT 70,6 % a100 % | 83,3 % a 100 %
RSAT + 2ME* 31,8 % a 95 % 100 %
TAT 100 % 100 %
TAT + 2ME* 60 % a 95 % Pas de données
AGID 25,5% a 96 % 94 % a 100 %
ELISA 88 % a100% | 94,3 % a 100 %
LFIA 77 % a100 % | 93,5 % a 100 %

*2ME = 2-mercaptoethanol

Tableau 1 : Intervalle de valeurs de sensibilité et de spécificité des différents tests
sérologiques disponibles pour la recherche de l'infection a B. canis (d’aprés Djokic et

En France, lors de suspicion d’infection a B. canis, les prélevements sont envoyés au
laboratoire national de référence (LNR) pour la brucellose de ’Anses qui est situé a Maisons-
Alfort. Ce laboratoire va effectuer les différents tests indirects et directs nécessaires au
diagnostic. Les tests sérologiques utilisés par le LNR ainsi que leurs sensibilités et
spécificités sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2), (Ferreira Vicente, 2024).

Tableau 2 : Valeurs de sensibilité et de spécificité des tests sérologiques utilisés par

le LNR brucellose (d’aprés Ferreira Vicente (2024))

Test sérologique Sensibilité | Spécificité
RSAT 81 % 84 %
RSAT + 2ME* 51 % 100 %
ELISA 100 % 95 %
LFIA 100 % 99 %
MAT (dilution au 1/20) 100 % 97 %
MAT (dilution au 1/40) 100 % 98 %

*2ME = 2-mercaptoethanol
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B. Diagnostic direct : culture bactériologique, PCR, spectrométrie de
masse

Dans les cas de test sérologique positif ou d’une suspicion clinique forte, il est nécessaire de
confirmer l'infection a B. canis. En effet, le diagnostic de certitude de la brucellose canine
repose sur lisolement et lidentification de la bactérie a partir de matériel biologique
provenant de l'animal infecté. Cette méthode est peu sensible et il n’est pas toujours
possible d’isoler la bactérie chez un animal infecté. La culture bactériologique est
actuellement la méthode de référence. Cependant, la méthode PCR et la spectrométrie de
masse (MALDI-TOF) sont de plus en plus utilisées.

a. Cultures bacteériologiques

Le matériel de choix pour la culture bactériologique est le matériel de parturition ou
d’avortement frais en raison du nombre trés important de bactéries présentes dans ces
tissus, qui peut dépasser 10'%/ml (Keid et al., 2007b). Il est également possible d'utiliser des
écouvillons vaginaux chez les femelles ayant récemment mis bas ou avorté. Bien que la
quantité de bactéries diminue au cours du temps, des résultats positifs peuvent étre
retrouvés plus de cinq semaines apres la mise-bas. Chez les males, une culture de semence
peut étre réalisée et la sensibilité sera d’autant meilleure que des signes cliniques au niveau
de l'appareil reproducteur seront observés chez 'animal. Il est aussi possible de rechercher
B. canis a partir de lait, d’'urine ou d’'un prélévement sur une vertébre ou I'ceil (Djokic et al.,
2023 ; Hollett, 2006). Idéalement, il convient de multiplier les sources de prélévement pour
augmenter les chances d’isoler la bactérie.

La recherche de brucelles se fait le plus souvent sur prélévement sanguin. Cette
méthode est considérée comme la méthode la plus pratique a réaliser sur des animaux
récemment infectés et n’ayant pas encore regu de traitement antibiotique. Cependant, elle
n’est pas idéale dans les autres cas en raison de I'excrétion intermittente de la bactérie. Une
culture sanguine négative ne doit donc pas faire exclure une infection a B. canis.

La culture bactériologique reste une méthode peu sensible puisque B. canis n’est
isolée que dans environ 10 % des cas confirmés. La sensibilit¢ dépendra de nombreux
facteurs comme le type d’échantillon analysé, la méthode bactériologique employée, le stade
de linfection et la viabilité des bactéries dans le prélévement. Elle est également colteuse et
longue, il faut au minimum dix jours pour obtenir un résultat. La culture bactérienne est donc
une méthode utile mais qui reste limitée car elle ne permet pas de conclure face a un animal
ayant un résultat négatif. La méthode PCR est donc de plus en plus utilisée, tout comme la
spectrométrie de masse, bien que leur performance soit variable (Anses, 2022 ; Fontbonne
et Ponsart, 2023).

b. Méthodes de détection moléculaire
e PCR

La méthode PCR permet de rechercher B. canis a partir d’'un échantillon de sang total, de
semence, de sécrétions vaginales, ou encore d’urine. Cette méthode est souvent utilisée en
deuxieme intention, pour confirmer l'infection a B. canis chez des chiens séropositifs ou lors
de culture positive (Anses, 2022).

Bien que la sensibilité et la spécificité de la méthode PCR varient selon les amorces

utilisées et les génes ciblés, cette méthode serait plus sensible et spécifique que
I'hémoculture (Cosford, 2018). En effet, une série d’études a montré que la PCR sur sang
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total donnait des résultats correspondant a ceux obtenus en hémoculture, et qu’elle pouvait
méme dans certains cas avoir une efficacité diagnostique supérieure a celle de 'hémoculture
(Keid et al., 2007a, 2007b). En particulier, la méthode PCR sur sang total avec les amorces
dirigées contre la séquence de I'Internal Transcribed Spacer (ITS) 16S-23S de I'ADN
recombinant a montré une sensibilité et une spécificité de 100 % dans cette étude (Keid et
al., 2007b). Une autre étude a évalué la performance de la méthode PCR en temps réel
utilisant les sondes Tagman® et ciblant les génes IS711, bcsp31 et per et a montré que la
PCR en temps réel était plus sensible que les tests PCR conventionnels, et que le test PCR
en temps réel ciblant le géne IS711 était spécifique et trés sensible pour la recherche de
brucelles (Bounaadja et al., 2009). Dans une autre étude, les auteurs ont congu une
méthode pour le dépistage de 'ADN et I'affectation directe a 'une de 12 especes du genre
Brucella, basée sur 17 polymorphismes nucléotidiques (SNP) pertinents. Ces marqueurs ont
été testés sur la collection du Laboratoire européen de référence pour la brucellose
contenant 1440 ADN extraits de souches de brucelles et ont montré des résultats
satisfaisants avec 100 % de concordance aux tests d’inclusivité et d’exclusivité (Girault et al.,
2022). Le LNR pour la brucellose utilise la méthode PCR en temps réel ciblant les génes
IS711, bcsp31 et per pour arriver a détecter le genre de la bactérie. Il utilise ensuite la
méthode décrite dans I'étude de Girault et al. (2022) pour arriver a déterminer I'espéce de
brucelle (Ferreira Vicente, 2024).

La PCR a pour avantages une détection rapide et fiable des chiens infectés dans un
élevage, ainsi que I'établissement de I'empreinte génétique de la bactérie afin de pouvoir
plus facilement tracer la maladie et déterminer les sources d’infection (Cosford, 2018) .
Cependant, c'est une méthode colteuse et qui n'est pas encore disponible dans de
nombreux laboratoires d’analyses (Kauffman et Petersen, 2019). Enfin, il peut y avoir des
résultats faussement négatifs lorsque le nombre de bactéries dans I'échantillon se trouve en
dessous du seuil de détection de la PCR (Anses, 2022).

e Spectrométrie de masse

La confirmation de I'espéce bactérienne peut aussi se faire par spectrométrie de masse
(utilisation du MALDI-TOF). Cependant, cette méthode d’analyse donne parfois de faux
résultats positifs en identifiant une autre bactérie du genre Ochrobactrum (Fontbonne et
Ponsart, 2023).

Tableau 3 : Récapitulatif des tests de dépistage a réaliser selon la présence ou non de
signes cliniques évocateurs de la brucellose canine (Anses, 2022)

P_relsence’de signes Diagnostic indirect Dlagnostlc Marche  suivre
cliniques évocateurs direct
Si séronégatif : répéter le test
sérologique dans quatre a six
Oui, test B. canis (+ test pour les semaines
Oui brucelles lisses si situation a Oui
risque)
Si absence d’isolement de la
bactérie : répéter les prélévements
. . . Si test sérologique positif, confirmer
Non Ouli, test rapide B. canis Non avec un test de diagnostic direct
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8. La maladie chez ’homme

La brucellose canine est une zoonose mineure mais émergente. Elle est probablement sous-
estimée car il existe de nombreux cas asymptomatiques et il n’y a pas encore de technique
de diagnostic indirect validée, ce qui rend sa détection difficile (Anses, 2022). De plus, c’est
une maladie peu connue et donc trés rarement recherchée en pratique (Fontbonne et
Ponsart, 2023).

A. Voies de transmission

L’infection a lieu a travers les muqueuses, une peau Iésée ou par voie respiratoire, soit par
contact direct avec des chiens infectés soit de maniére indirecte par l'intermédiaire de
produits contaminés (liquide séminal, urine, écoulements vaginaux, produits d’avortement,
sang, etc.) (Djokic et al., 2023).

B. Signes cliniques

Lors de forme symptomatique, les signes cliniques sont le plus souvent non spécifiques,
frustres et sans gravité : signes cliniques pseudo-grippaux (maux de tétes et de dos, fatigue,
sueurs nocturnes, fievre ondulante), perte de poids et d’appétit, lymphadénomégalie
périphérique. Certains signes cliniques plus graves ont été cependant rapportés comme des
douleurs articulaires, polyarthrites, hépatomégalies, splénomégalies, méningites et
endocardites (Anses, 2022 ; Fontbonne, 2020b ; Kauffman et Petersen, 2019).

C. Populations a risque

En raison de leurs contacts plus fréquents avec les chiens, les vétérinaires, éleveurs de
chiens et soigneurs animaliers sont plus a risque d’étre exposés a la brucellose canine. Les
propriétaires de chiens ont aussi un risque augmenté d’étre infectés par la brucellose canine
lors de l'adoption d’un chien contaminé. Les personnes ayant une immunité diminuée
(enfants, femmes enceintes, personnes agées et personnes immunodéprimées) ont un
risque accru de développer une zoonose a B. canis. lls doivent donc éviter tout contact avec
des chiens suspects ou a risque d’étre infectés. De maniére générale, une bonne hygiéne
est nécessaire (Kauffman et Petersen, 2019).

D. Cas récents en Europe

Plusieurs cas humains d’infection a B. canis ont été rapportés récemment en Europe.

Aux Pays-Bas, le premier cas humain de brucellose canine a été diagnostiqué en 2021
chez une éleveuse de chiens de 55 ans qui présentait des signes cliniques non spécifiques
(fievre, maux de téte, malaise...). Une enquéte de santé publique a révélé que la brucellose
canine avait été introduite dans son élevage a I'été 2020, suite a I'importation d’'une chienne
russe, détectée séropositive aprés avoir produit une portée de mort-nés quelques mois aprés
son introduction. La chienne avait été euthanasiée mais les autres chiens de I'élevage
n’avaient pas été testés a I'époque. En mai 2021, une autre chienne de son élevage a donné
naissance a une portée de mort-nés. L'éleveuse a effectué une réanimation (bouche a
bouche) sur les chiots et a été en contact direct avec le placenta et les sécrétions de
parturition. L’éleveuse aurait donc été contaminée lors de cet événement. En effet, les chiots
mort-nés ont été déclarés infectés a B. canis quelques jours plus tard (Kolwijck et al., 2022).
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En 2022, en Angleterre, une femme de 61 ans a aussi été contaminée par la
brucellose canine aprés avoir adopté une chienne par l'intermédiaire d’'une association
recueillant les chiens errants d’Ukraine et de Biélorussie. La chienne était gestante et la
propriétaire a été en contact direct avec le matériel de parturition lors de la mise bas.
L’infection s’est rapidement propagée au sein de son foyer et trois de ses quatre autres
chiens ont été testés positifs a B. canis. La propriétaire a été hospitalisée deux semaines et
tous ses chiens ont di étre euthanasiés (Djokic et al., 2023).

9. Prévention de la maladie

La prévention de linfection a B. canis repose essentiellement sur la mise en place de
mesures d’hygiéne. Une bonne hygiéne des mains et du matériel utilisé, que ce soit en
élevage ou par les vétérinaires, est nécessaire. Le port de gants et d’'un masque est
indispensable lors de situations a risque (manipulation de foetus avorté, contact avec un
animal suspect...) (Anses, 2022).

Bien qu’il n’existe toujours pas d’obligation de tester les animaux a B. canis, il est
conseillé de tester les animaux utilisés pour les saillies avant la mise a la reproduction, ainsi
que les animaux importés de zones enzootiques (Anses, 2022). Idéalement, il faudrait
réaliser un dépistage sérologique sur tout animal présentant des troubles de la reproduction
ou dautres signes cliniques évocateurs de la brucellose canine tels que des
discospondylites (Fontbonne et Ponsart, 2023).

A l'échelle des élevages canins, des mesures de biosécurité doivent étre mises en
place afin de diminuer le risque d’introduction et de propagation de la maladie telle que la
mise en place d’'une quarantaine systématique de six a huit semaines avec un dépistage
sérologique au début et a la fin de celle-ci, la conduite en petits groupes d’animaux et le
dépistage régulier des étalons reproducteurs utilisés pour les saillies (Anses, 2022 ;
Fontbonne et Ponsart, 2023).

Il n'existe pas de vaccin disponible contre la brucellose canine. Certains vaccins
vivants contre d’autres espéces de brucelles utilisés pour les animaux de rente pourraient
probablement étre efficaces par un mécanisme de protection croisée mais ceux-ci n'ont
jamais été testés sur les chiens et présentent un risque de virulence pour les humains
(Djokic et al., 2023).

10. Controle de la maladie

Lorsque linfection a B. canis est confirmée, il est essentiel de mettre en place rapidement
des mesures afin d’éviter une propagation de la maladie, en particulier dans les élevages,
ainsi qu’une transmission a ’lhomme.

Face a un animal infecté, deux options de contréle sont possibles. La plus efficace
est I'euthanasie car elle permet d’assurer la protection des autres animaux mais aussi des
personnes en contact avec I'animal atteint. Cependant, cette méthode est le plus souvent
peu acceptée par les propriétaires de chiens et les éleveurs. L’autre option pour endiguer la
maladie est la stérilisation chirurgicale de I'animal infecté associée a une antibiothérapie de
longue durée, avec des contréles réguliers pour détecter une éventuelle rechute (Anses,
2022 ; Djokic et al., 2023 ; Hollett, 2006).
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Dans les élevages, des mesures strictes de biosécurité et de désinfection devront étre
mises en place en cas d’infection. Les animaux séropositifs devront étre strictement isolés et
retirés définitivement de I'élevage car ils pourront rester infectés et contagieux toute leur vie.
Une fois qu'un cas de brucellose a été confirmé dans I'élevage, il faudra tester tous les
animaux et répéter au moins deux fois les tests sérologiques, avec un intervalle de quatre a
six semaines entre chaque test. Des prélévements sur les animaux devront étre effectués
pour confirmer le diagnostic. Une interruption des échanges d’animaux ainsi que des saillies
est nécessaire pendant la période d’assainissement de I'élevage (Anses, 2022 ; Fontbonne
et Ponsart, 2023 ; Hollett, 2006). La désinfection des locaux peut se faire avec des
ammoniums quaternaires, de I'hypochlorite de sodium a 1 %, des solutions iodées, de
I'éthanol a 70 % ou du formaldéhyde, auxquels B. canis est sensible (Hollett, 2006).

11. Réglementation actuelle

La brucellose canine n’est pas une maladie a déclaration obligatoire selon I'Organisation
mondiale de la santé animale (OMSA) ou I'Union européenne (UE). La surveillance
sérologique systématique n’est donc pas réalisée dans les pays européens (Kolwijck et al.,
2022).

En France, la brucellose canine est une maladie a déclaration obligatoire, mentionnée
dans I'’Annexe 1 de larrété du 3 mai 2022 listant les maladies animales réglementées
d’intérét national et il faut déclarer toute suspicion ou infection aux services vétérinaires
départementaux (Anses, 2022 ; Fontbonne et Ponsart, 2023). Néanmoins, il n’existe pas
encore de mesures de police sanitaire relatives a la brucellose canine.

Elle est également classée comme bactérie de classe 3 soumise a la réglementation
MOT (micro-organismes et toxines hautement pathogénes). Cette réglementation a pour
objectif la protection de la santé publique lors de la manipulation des MOT par les
laboratoires (Anses, 2022 ; Haut Conseil de la santé publique, 2022).
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Deuxiéme partie : Etude expérimentale

En raison du manque d’informations sur la situation épidémiologique en France, I'objectif
initial de notre étude expérimentale était d’essayer d’estimer la séroprévalence de l'infection
a Brucella canis dans les élevages canins ainsi que de décrire les facteurs d’exposition a
'agent pathogéne dans ces élevages.

Dans un premier temps, nous avons essayé de recruter sur la base du volontariat un
maximum d’élevages canins, présentant ou non des troubles de la reproduction, afin de
rechercher la présence d'infection a B. canis parmi leurs animaux. La brucellose canine étant
une maladie réglementée, nous devions en informer les éleveurs et leur expliquer qu’en cas
de résultat positif, nous étions obligés d’en informer la DDPP. Suite a cette information, la
maijorité des éleveurs a refusé de participer a I'étude, par peur d’'une mise en quarantaine de
leur élevage et de pertes économiques. Un questionnaire détaillant les pratiques d’élevage,
les résultats de reproduction ainsi que les mesures de biosécurité mises en place dans
I'élevage a été complété pour chaque élevage visité.

Face a la difficulté a recruter et le nombre d’élevages déja recrutés étant trop faible,
nous avons donc décidé d’analyser les échantillons sanguins de chiennes non stérilisées
d’élevages canins ayant consulté au service de reproduction de 'EnvA (CERCA) et ayant fait
'objet d’'un ou de plusieurs dosages de progestérone entre mai 2022 et aolt 2023, afin d'y
rechercher la présence de B. canis et d’obtenir un échantillon de taille plus importante.

1. Matériels et méthodes

A. Matériels

a. Etude n°1 : Elevages canins recrutés sur la base du volontariat

Nous avons inclus dans notre étude un certain nombre d’élevages canins frangais,
présentant ou non des troubles de la reproduction, sur une période allant d’'octobre 2022 a
décembre 2023.

Les animaux prélevés dans chaque élevage étaient des chiens males ou femelles,
ageés de plus de neuf mois et étant des anciens, futurs ou actuels reproducteurs de I'élevage.
Les chiens prélevés présentaient ou non des troubles de la reproduction. Les animaux de
moins de neuf mois n’étaient pas inclus dans I'étude.

b. Etude n°2 : Echantillons prélevés par le CERCA

Nous avons inclus dans cette étude les sérums de chiennes non stérilisées, provenant
d’élevages canins frangais, ayant consulté au CERCA entre le 02/05/2022 et le 29/12/2023
pour dosage de progestérone dans un contexte de suivi de chaleurs. Ces sérums étaient
conservés dans la sérothéque de 'EnvA.
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B. Méthodes
a. Etude n°1 : Elevages canins recrutés sur la base du volontariat

e Préparation du questionnaire

Un questionnaire était soumis aux éleveurs participant a I'étude. Pour les élevages dans
lesquels nous nous sommes déplacés, nous posions nous-mémes les questions aux
éleveurs et remplissions le questionnaire a leur place. Lorsque les échantillons étaient
directement envoyés a I'’Anses par le vétérinaire traitant, le questionnaire était rempli soit par
le vétérinaire traitant, soit par I'éleveur lui-méme. Il était envoyé au préalable soit par email,
lorsqu’il était encore en version papier, soit via un lien, une fois la version en ligne créée.

Le questionnaire portait sur différentes thématiques (Annexe 1). Etaient abordés les
thématiques de la reproduction (modalités de mise a la reproduction, troubles de la
reproduction au sein de I'élevage...), les flux d’animaux au sein de I'élevage (introduction de
nouveaux animaux, ventes/cessions d’animaux, visites de chiens extérieurs a 'élevage...),
les installations et les mesures de biosécurité mises en place (sectorisation, protocole de
nettoyage/désinfection, visites de personnes extérieures). Enfin, une section était consacrée
a des questions sur les connaissances qu’avaient les éleveurs sur la brucellose canine.

Durant la période de notre étude, le questionnaire a destination des éleveurs a été
plusieurs fois modifié. Au départ, il était sous forme papier puis une version en ligne a été
créée. Certaines questions ont été rajoutées au fur et a mesure afin de préciser les réponses
des éleveurs et de le rendre plus simple a remplir. Notamment, des questions sur les
ventes/cessions d’animaux au cours des 12 derniers mois ont été ajoutées. Au lieu de
demander pour chaque animal de I'élevage si celui-ci présentait des troubles de la
reproduction ou d’autres signes cliniques comme c’était le cas dans le premier questionnaire,
des questions générales sur la présence ou non de troubles de la reproduction ou d’autres
maladies dans I'élevage ont été rajoutées, ce qui rendait plus simple le remplissage du
questionnaire. Plutdt que de proposer plusieurs désinfectants a cocher aux éleveurs, ils
avaient la possibilité de remplir eux-mémes le nom de ceux qu’ils utilisaient, et de choisir
parmi les différentes méthodes de nettoyage et de désinfection celles qu'ils réalisaient. Le
fond du questionnaire est donc toujours resté le méme tout au long de notre étude, malgré
ces légéres modifications. Cependant, il n’a pas toujours été possible de recontacter les
éleveurs aprés ces modifications pour leur poser les questions ajoutées dans le nouveau
questionnaire. Ainsi, les réponses a certaines questions peuvent étre manquantes pour
quelques élevages. De méme, les éleveurs ne savaient pas toujours répondre aux questions
précises telles que le nombre de ventes/cessions d’animaux ou le nombre exact de mort-nés
au cours des 12 derniers mois. lls avaient alors la possibilité de répondre « je ne sais pas ».

o Réalisation des prélevements, traitement et stockage des échantillons

o Visites dans les élevages et recueil des échantillons

Pour les élevages les plus proches de 'EnvA (élevages d’lle de France et périphérie), nous
nous sommes directement déplacés pour réaliser les préléevements et faire remplir les
questionnaires aux éleveurs. Pour ceux plus éloignés, les prélevements sanguins étaient
réalisés par le vétérinaire traitant et directement envoyés au LNR de I'’Anses a Maisons-Alfort
pour analyse, avec le questionnaire rempli par I'éleveur.
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Lors de notre visite dans les élevages, toutes les précautions ont été prises afin de
nous protéger d’éventuels agents pathogénes et d’éviter d’en introduire dans les élevages.
Nous étions équipés de surchaussures, d’'une combinaison de protection intégrale, d’'une
charlotte, de gants et de masques FFP2. Nous changions de gants et nous désinfections nos
mains avec du gel hydroalcoolique entre chaque animal préleve.

Au commencement de notre étude, il n'y avait pas de reégles strictes définies
concernant le nombre d’animaux a prélever dans chaque élevage. S’il y avait des animaux
avec des troubles de la reproduction, ceux-ci étaient systématiquement prélevés et selon la
compliance des animaux et le temps dont disposait I'éleveur, un maximum d’autres chiens
de I'élevage étaient également prélevés.

En février 2023, le projet de recherche « Estimation de la circulation de Brucella canis
dans les élevages canins et facteurs associés au risque d’infection en France » porté par
I'Anses de Maisons-Alfort en collaboration avec I'EnvA et 'ENVT et financé par la Société
Centrale Canine a débuté. Nous avons donc suivi les régles prescrites par ce projet pour
choisir le nombre de chiens a prélever dans les élevages visités suite a linitiation de ce
projet. Ainsi, pour les quatre derniers élevages visités, les animaux étaient prélevés selon
des regles plus strictes. Le nombre de chiens minimal a prélever par élevage était déterminé
en prenant en compte le nombre total de chiens de plus de neuf mois de I'élevage et sur la
base d'un taux hypothétique d’infection intra-élevage de 15 %. En acceptant un risque
d’erreur béta de 5 %, tous les chiens de plus de neuf mois ayant des troubles de la
reproduction étaient systématiquement prélevés, les autres étaient choisis au hasard et s’il y
avait des chiens provenant de I'étranger, nous essayions de les prélever. En cas de
séropositivité d’'un animal, tous les chiens de I'élevage devaient théoriquement étre testés
ensuite, ce qui obligeait a revenir dans I'élevage sauf si le vétérinaire traitant pouvait réaliser
les prélévements et les envoyer a 'Anses. Pour les élevages de moins de 10 animaux, tous
les animaux de plus de neuf mois étaient prélevés.

o Traitement et stockage des échantillons

Pour les élevages dans lesquels nous nous sommes déplacés, nous réalisions nous-mémes
les prises de sang. Nous prélevions les chiens sur tube sec sans gélose et nous laissions le
sang coaguler a température ambiante, au maximum une demi-journée, le temps de finir les
prélevements et de rentrer. Une fois revenus a 'EnvA, nous centrifugions les tubes pendant
5 minutes a 3500 xg puis nous mettions le serum dans un tube sur lequel étaient écrites les
informations de I'animal prélevé. Lorsqu’il était possible de déposer les sérums le jour méme
a I'Anses, nous les leur apportions directement aprés centrifugation, a température
ambiante. Si 'Anses était fermée aprés notre retour des élevages, nous congelions les
sérums apres centrifugation, a -20°C jusqu’a pouvoir les apporter a '’Anses pour qu’ils soient
analysés.

e Tests sérologiques effectués par le LNR brucellose

Une fois déposés a I'Anses, les échantillons étaient stockés a 4°C au réfrigérateur si
'analyse pouvait étre réalisée dans les 48 heures. Si ce n'était pas le cas, les échantillons
étaient congelés a -20°C, en attendant que I'analyse puisse étre faite. Les échantillons
étaient ensuite soumis a deux tests sérologiques, le test par la méthode d’agglutination en
plaques (MAT) et celui par la technique du Lateral Flow Immunoassay (LFIA). Nous
détaillerons ces tests un peu plus loin.

Page 27



o Analyse des réponses au questionnaire

Nous avons analysé les réponses des différents élevages au questionnaire par
l'intermédiaire de calcul de fréquences pour la plupart des questions posées aux éleveurs
dans les différentes thématiques, afin de savoir si certains facteurs d’exposition étaient
présents dans ces élevages. Nous avons également calculé la moyenne du nombre
d’adultes reproducteurs, mais aussi de femelles reproductrices et d’étalons au sein de nos
élevages, afin d’avoir une indication sur leur taille.

b. Etude n°2 : Echantillons prélevés par le CERCA

e Recueil et traitement des échantillons

Lors de leur consultation au CERCA, les chiennes suivies pour suivi de chaleurs étaient
prélevées pour dosage de progestérone. Un prélévement sanguin sur tube sec sans gélose
était réalisé puis envoyé au biopble de I'EnvA, dans une pochette réfrigérée. Aprés
centrifugation et analyse, les tubes contenant les fonds de sérum restaient soit au
réfrigérateur a 4°C pour les échantillons prélevés le matin, soit quelques heures a
température ambiante pour les échantillons préleves I'aprés-midi, avant d’étre congelés et
stockés en fin de journée dans la sérothéque de 'EnvA, a -20°C.

En raison de contraintes liées au réglement général sur la protection des données, le
comité éthique de 'EnvA (COMERC) nous a autorisé a utiliser ces prélévements a condition
de les anonymiser, ce qui empéchait de revenir vers les éleveurs en cas d’échantillon positif.
Nous avons donc anonymisé les tubes a I'aide d’un code de fagon a ce que les animaux et
les élevages restent anonymes, mais tout en permettant de savoir quels chiens faisaient
partie du méme élevage (Figure 6). Les informations recueillies pour chaque animal étaient
sa date de naissance, sa race, le département d’origine de son élevage ainsi que la date du
prélévement.

Pour construire le code, la méthodologie était la suivante. Chaque code commengait
par la lettre A pour préciser que I'échantillon provenait de la sérothéque de 'EnvA. Nous
avions donné un numéro a chaque élevage pour les rendre anonymes. Le premier chiffre du
code correspondait donc au numéro attribué a I'élevage d’ou provenait le chien. Nous avions
également donné un numéro a chaque chien au sein d’un élevage. Le deuxiéme numeéro
correspondait ainsi au numéro attribué au chien. Enfin, nous précisions l'année du
prélevement a la fin du code.
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Figure 6 : Code utilisé pour ’'anonymisation des échantillons

(AL 04 [01] 2023

U

[Al= Alfort
04 = Elevage

Animal

2023|= Année du prélévement

Dans ce code, A correspond a Alfort (en rouge). Le premier numéro (en jaune) correspond
au numeéro attribué a I'élevage d’ou provient le chien testé. Le deuxiéme numéro (en vert)
correspond au numéro attribué au chien. L’année du prélevement est précisée (en bleu).

Une fois les codes créés, nous avons effectué une sélection des échantillons. Pour
les femelles prélevées plusieurs fois au cours de la période définie pour I'étude, nous avons
choisi de sélectionner I'échantillon le plus récent. En effet, étant donné qu’il existe un délai
de séroconversion de minimum quatre semaines apreés infection et que la séropositivité lors
d’infection a B. canis est de longue durée, il nous paraissait plus logique de garder
I'échantillon le plus récent pour savoir si une chienne était séropositive.

Nous avons donc été chercher les tubes de sérum sélectionnés a la sérothéque, puis
nous les avons anonymisés. Pour cela, nous décollions les étiquettes collées initialement par
le CERCA le jour du prélévement de sang et nous recollions une étiquette avec le code
anonyme.

Lors du recueil des tubes de sérum, nous avons d{ rejeter de nombreux échantillons.
En effet, une grande quantité des étiquettes sur lesquelles étaient inscrites les informations
sur le chien prélevé s’étaient décollées des tubes lors de la premiére congélation de
'échantillon. Nous ne savions donc pas a quels chiens certains tubes de sérum
appartenaient et donc s’ils faisaient partie de ceux que nous devions récupérer pour notre
étude. De méme, certains tubes contenaient trop peu de sérum, nous ne pouvions donc pas
les utiliser. Nous n’avons donc pas pu exploiter une grande partie des sérums de la
sérothéque pour ces raisons.

Pour essayer d’éviter que le sérum des tubes ne soit décongelé, nous sortions les
tubes au fur et @ mesure du congélateur et les remettions le plus rapidement possible a -
20°C, apres avoir fait I'échange d’étiquettes. Cependant, le volume de sérum dans les tubes
était faible et nous ne pouvions pas toujours éviter une décongélation. Nous avons ensuite
transporté ces échantillons dans une boite isotherme pour les déposer a I'Anses de
Maisons-Alfort, afin qu’ils soient analysés.

e Tests sérologiques effectués par le LNR brucellose

Une fois déposés a I'Anses, les échantillons étaient stockés a 4°C au réfrigérateur si
'analyse pouvait étre réalisée dans les 48 heures aprés décongélation. Si ce n'était pas le
cas, les échantillons étaient recongelés a -20°C, en attendant que 'analyse puisse étre faite.
Tous les animaux de 'étude ont été soumis au test de diagnostic indirect par la méthode
d’agglutination en plaques (MAT). Habituellement, 'Anses réalise en paralléle un test de
diagnostic indirect par la technique du Lateral Flow Immunoassay (LFIA) mais en raison
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d’'une difficulté a se procurer les tests, ceux-ci ont été réalisés uniquement sur sept
échantillons. Nous détaillerons ces tests dans la partie suivante.

e Analyse des données recueillies sur les échantillons

Nous avons calculé 'age médian des chiennes de I'étude afin d’avoir une idée de la
répartition de I'age de celles-ci. Nous avons également calculé la fréquence de chiennes
pour les départements les plus représentés afin de décrire la répartition géographique des
chiennes de I'étude.

c. Méthodes communes aux études n°1 et n°2

Les analyses sérologiques des échantillons des deux études ont été réalisées par le LNR
pour la brucellose de I'Anses situé a Maisons-Alfort. Pour effectuer ces analyses, I'Anses
utilise deux méthodes en paralléle : la méthode d’agglutination en plaques (MAT) et la
technique du Lateral Flow Immunoassay (LFIA). Dés I'obtention d’un résultat positif a 'un de
ces deux tests sérologiques, I'animal est considéré comme séropositif.

o Méthode d’agglutination en plaques (MAT)

La MAT (Figure 7) est une technique effectuée systématiquement par ’Anses de Maisons-
Alfort. Le protocole réalisé est celui décrit par Alton et al. (1988). Plusieurs dilutions du
sérum de l'animal et d’un diluant constitué par 'Anses (mélange d’une solution mére de
soluté salin formolé a 0,06 % et d’'une solution mére de chlorure de sodium a 3,5 %) sont
effectuées. Un antigéne B. canis est ajouté dans chaque cupule puis les plaques sont mises
a incuber 48 h a 37°C. L’antigéne utilisé est préparé par I'Anses, toujours selon les
recommandations d’Alton et al. (1988), a partir d’'une souche de B. canis non mucoide
délivrée par un laboratoire polonais. Lorsqu’il n'y a pas d’anticorps anti-B. canis dans le
sérum, I'antigéne précipite et forme un point blanc au fond de la cupule, I'animal est alors
séronégatif. En présence d’anticorps anti-B. canis, un complexe antigéne-anticorps se forme
et la cupule reste trouble. L'animal est considéré séropositif si un complexe se forme a partir
d’une dilution de 1/20. L’avantage de cette technique est qu’elle nécessite une faible quantité
de sérum (15 pL) et qu’elle serait relativement fiable (Se = 100% ; Sp = 97 % ; pour un seuil
de détection de 1/20) (Ferreira Vicente, 2024). L’inconvénient principal est qu’elle repose sur
une lecture a I'ceil nu, 'opérateur peut donc parfois avoir des difficultés a trancher entre un
résultat faiblement positif et un résultat négatif.
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Figure 7 : Technique de la MAT utilisée par le LNR brucellose
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Photographies d’une plaque utilisée pour la MAT. Lorsqu’il n’y a pas d’anticorps anti-B.
canis, I'antigéne précipite et forme un point blanc au fond de la cupule (cercle rose). En
présence d’anticorps, un complexe antigéne-anticorps se forme et la cupule reste trouble
(cercle bleu, ici témoin positif).

e [ateral Flow Immunoassay (LFIA)

L’Anses utilise aussi pour certains échantillons la technique du LFIA (Figure 8), en paralléle
de la MAT. Le test utilisé est le test Kitvia® (référence : B7TRB2103) du laboratoire frangais
FINALAB (Annexe 2). Il s’agit d'un test de diagnostic rapide, sous forme de bandelette,
également utilisé par de nombreux vétérinaires. Cette technique est donc facile d’emploi et
est relativement fiable (Se = 100 %, Sp = 99 %) (Ferreira Vicente, 2024).
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Figure 8 : Test de diagnostic rapide (LFIA) utilisé par le LNR brucellose

La bandelette du haut montre un test LFIA positif (fleche rouge, utilisation d’un témoin
positif). La bandelette du bas montre un test LFIA négatif.

2. Reésultats
A. Etude n°1: Elevages canins recrutés sur la base du volontariat
a. Analyse des données recueillies
o Répartition géographique

Quinze élevages canins ont accepté de participer a notre étude entre octobre 2022 et
décembre 2023.

Les élevages de notre étude provenaient de 11 départements frangais différents. Un
tiers des élevages provenaient de Seine et Marne (Figure 9).
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Figure 9 : Départements d'origine des élevages inclus dans I'étude
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o Effectifs des élevages

Les élevages étaient constitués de 33 adultes reproducteurs en moyenne, le plus petit
élevage possédant trois adultes reproducteurs et le plus grand 103 adultes reproducteurs
(Figure 10). Il y avait en moyenne 27 femelles reproductrices et six étalons par élevage.
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Elevages

z

Figure 10 : Effectifs des élevages de I'étude
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o Nombre de chiens prélevés par élevage

Le nombre de chiens prélevés par élevage en fonction de I'effectif total (chiens adultes,
reproducteurs ou non) de chaque élevage est représenté dans le tableau ci-dessous
(Tableau 4). Les lignes grisées correspondent aux élevages dont le nombre de chiens
minimal a prélever était déterminé sur la base d’un taux d’infection intra-élevage de 15 % et
d'un risque d'erreur béta par défaut de 5 %, tout en prenant en compte la taille de I'élevage.

Tableau 4 : Nombre de chiens prélevés par élevage

Elevage Nombre de chiens prélevés | Effectif total de I'élevage
Elevage n°1 22 100*
Elevage n°2 10 103*
Elevage n°3 20 36
Elevage n°4 14 17
Elevage n°5 10 11
Elevage n°6 6 6
Elevage n°7 10 10
Elevage n°8 3 4
Elevage n°9 10 26
Elevage n°10 24 31
Elevage n°11 74 74
Elevage n°12 16 16
Elevage n°13 12 15
Elevage n°14 7 55
Elevage n°15 10 70

*Il s’agit d’'un nombre approximatif donné par les éleveurs lorsqu’ils ne connaissaient
pas le nombre exact d’animaux dans leur élevage.

b. Analyse des réponses au questionnaire

o Flux d’animaux au sein des élevages de I'étude

o Introduction de chiens dans les élevages

Il avait été posé la question aux éleveurs s’ils avaient introduit au cours des 12 derniers mois
des chiens dans leur élevage, ainsi que leur provenance. Le tableau ci-dessous (Tableau 5)
récapitule le nombre d’élevages ayant introduit des animaux au cours des 12 derniers mois,
ainsi que le nombre d’élevages ayant introduit des animaux provenant de France et/ou de
I'étranger, au cours des 12 derniers mois.
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Tableau 5 : Introduction de chiens au cours des 12 derniers mois dans les élevages de

I'étude
Question posée Nombre d’élevages
i concernés (%)
Introduction de chiens au cours des 12 derniers mois 5 (45,5)*

Introduction de chiens provenant de France au cours des 12

derniers mois 4(33.3)

Introduction de chiens provenant de I'étranger au cours des

12 derniers mois 2(14,3)

*11 éleveurs ont répondu a cette question
**12 éleveurs ont répondu a cette question
*** 14 éleveurs ont répondu a cette question

Parmi les quatre élevages ayant introduit des chiens provenant de France, un seul a
été en mesure de nous nous communiquer le nombre exact de chiens introduits (un chien
dans son cas).

Parmi les élevages qui avaient introduit des animaux provenant de I'étranger, deux
ont répondu aux questions subsidiaires : un a déclaré avoir importé un chien du Royaume-
Uni et 'autre d’Ukraine, sans préciser le nombre.

Par ailleurs, sur les 11 élevages qui ont déclaré avoir introduit des chiens au cours

des 12 derniers mois, aucun n’a réalisé de dépistage des maladies infectieuses lors de
l'introduction d’un nouvel animal, qu’il provienne de France ou de I'étranger.

o Ventes/cessions d’animaux

En ce qui concerne la vente ou la cession de chiens, tous les élevages en avaient cédés ou
vendus au cours des 12 derniers mois, en France et/ou a I'étranger (Tableau 6).

Tableau 6 : Ventes/cessions de chiens au cours des 12 derniers mois dans les
élevages de I'étude

Nombre d’élevages

uestion posée -
Q P concernés (%)

Vente/cession de chiens de I'élevage au cours des 12 derniers

mois 11 (100)

Vente/cession de chiens a destination de la France au cours *
; . 10 (90,9)

des 12 derniers mois

Vente/cession de chiens a destination de I'étranger au cours 3 (30)*

des 12 derniers mois

*11 éleveurs ont répondu a cette question
**10 éleveurs ont répondu a cette question
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Pour les élevages qui avaient vendu ou cédé des chiens en France, aucun n’a donné
le nombre de chiens correspondant. Pour ceux qui ont vendu ou cédé des chiens a
I'étranger, un a déclaré avoir vendu un étalon en Allemagne, un autre a vendu quatre chiots
(un en Allemagne, un en Belgique, un en Israél et un en Suisse). Le troisiéme élevage n’a
pas précisé le nombre de chiens vendus ou cédeés ni le pays de destination.

o Préts de reproducteurs

Nous avons demandé aux éleveurs s’ils prétaient des reproducteurs a d’autres élevages ou
a des particuliers pour des saillies. Parmi les huit élevages ayant répondu a la question, six
(75,0 %) effectuaient des préts de reproducteurs. Les éleveurs n’ont pas donné le nombre de
chiens prétés au cours des 12 derniers mois.

o Participation a des regroupements canins

Nous avons posé la question de savoir si les élevages enquétés avaient participé a des
regroupements canins en France ou a I'étranger au cours des 12 derniers mois. Le Tableau
7 ci-dessous présente les différentes réponses.

Tableau 7 : Participation des animaux de I'élevage a des regroupements canins

Nombre d’élevages

uestion posée -
Q P concernés (%)

Participation a des regroupements canins (expositions,

concours...) au cours des 12 derniers mois 7(53.8)

Participation a des regroupements canins en France au cours %
: . 6 (46,2)

des 12 derniers mois

Participation a des regroupements canins a I'étranger au cours 4 (30,8)*

des 12 derniers mois

*13 éleveurs ont répondu a ces questions

Les éleveurs n‘ont pas donné le nombre de regroupements canins auxquels ils
avaient participé au cours des 12 derniers mois. Les regroupements canins a I'étranger
auxquels ont participé les éleveurs de cette étude ont eu lieu en Belgique, en Suisse et en
Allemagne.

o Autres activités au sein de 'élevage

Nous avons cherché a savoir si les élevages exercaient d’autres activités a part I'élevage de
chiens.

Six des quinze élevages de I'étude (40 %) ont déclaré exercer d’autres activités en
parallele de I'élevage canin. Parmi ces activités, nous retrouvons la pension pour animaux
(six élevages), le toilettage canin (un élevage), les cours de dressage, éducation et agility
(un élevage). En outre, deux élevages élevaient d’autres espéces d’animaux (poules et ovins
pour le premier, animaux de ferme pédagogique pour le deuxieme).
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e La reproduction au sein des élevages

o Modalités de reproduction au sein des élevages

Nous nous sommes ensuite intéressés au nombre de mises a la reproduction et au nombre
de mises-bas dans les élevages au cours des 12 derniers mois. Sur les 11 élevages ayant
répondu a ces questions, le nombre moyen de mises a la reproduction était de 12 et le
nombre moyen de mises bas était de 10.

Nous avons également posé la question aux éleveurs des modalités de saillies dans
leur élevage (Tableau 8). Parmi les 15 élevages, aucun n’utilisait de semence réfrigérée ou
congelée, seules la saillie naturelle et 'insémination en semence fraiche étaient pratiquées.

Tableau 8 : Modalités de saillies pratiquées dans les élevages de I'étude

Question posée Nombre d’élevages (%)
Elevage pratiquant la saillie naturelle 14 (93,3)*
Elevage pratiquant I'insémination en semence fraiche 15 (100)*
Utilisation d’étalons internes a I'élevage 11 (73,3)*
Salillies extérieures 10 (66,7)*

*15 éleveurs ont répondu a ces questions

o Troubles de la reproduction au sein des élevages

Toute une partie de notre questionnaire concernait les troubles de la reproduction au sein
des élevages durant les 12 derniers mois. Parmi les 15 élevages de I'étude, cinq (33 %)
avaient eu des chiens qui présentaient des troubles de la reproduction.

Le tableau ci-dessous (Tableau 9) récapitule pour chaque trouble de la reproduction
le nombre d’élevages concernés. Dans ce tableau, un arrét de gestation désigne une
résorption embryonnaire avant 40 jours de gestation. Aprés 40 jours de gestation, il s’agit
d’un avortement. Lors de mortalité néonatale, on distingue les mort-nés, la mortalité précoce
lors d’un décés a moins de 48h de vie et la mortalité tardive lors d’un décés entre deux et 21
jours de vie.
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Tableau 9 : Troubles de la reproduction dans les élevages de I’étude

Trouble de la reproduction Nogggeeg;zlsez%es
Troubles de la reproduction chez les males, tous problémes 5 (33,3)"
confondus
Prostatite 1(6,7)"
Orchite 0 (0)*
Infertilité : 11 (73,3)*
Femelles infertiles 8 (53,3)"
Portées de taille réduite 5(33,3)"
Arrét de gestation 3 (33,3)*
Avortements 3 (42,9)**
Mortalité néonatale : 10 (71,4)**
Mort-nés 6 (42,9)***
Mortalité précoce (décés a moins de 48h de vie) 7 (50)****
Mortalité tardive (décés entre 2 et 21 jours de vie) 5 (35,7)**

*15 éleveurs ont répondu a cette question
**9 éleveurs ont répondu a cette question
***7 éleveurs ont répondu a cette question
****14 éleveurs ont répondu a cette question

Parmi les trois élevages ayant eu des arréts de gestation, un élevage a rapporté avoir
eu un seul arrét de gestation et un autre élevage a rapporté avoir eu deux arréts de gestation
au cours des 12 derniers mois.

Concernant le nombre d’avortements, un élevage sur les trois concernés a rapporté
avoir eu un seul avortement au cours des 12 derniers mois. Les autres élevages n’avaient
pas précisé le nombre d’avortements.

Sur les six élevages ayant eu des mort-nés, un élevage a rapporté avoir eu deux
mort-nés et un autre élevage a rapporté avoir eu un seul mort-né au cours des 12 derniers
mois.

Parmi les sept élevages concernés par la mortalité précoce (décés a moins de 48h
de vie), deux élevages ont rapporté avoir eu un seul cas de mortalité précoce, un élevage a
rapporté avoir eu deux cas de mortalité précoce et un autre élevage a été confronté a une
vingtaine de cas de mortalité précoce, au cours des 12 derniers mois.

Enfin, un élevage parmi les cinq concernés a rapporté avoir eu une vingtaine de cas

de mortalité tardive (décés entre deux et 21 jours de vie) au sein de son élevage, au cours
des 12 derniers mois.
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e Troubles locomoteurs

Parmi les élevages, deux élevages sur 13 (15,4 %) avaient eu des troubles locomoteurs
chez leurs animaux au cours des 12 derniers mois. Un des éleveurs a eu des chiots de huit
semaines présentant les signes suivants: tremblements, pertes d’équilibre, raideur et
parésie du train arriére ; tandis que l'autre éleveur n’avait pas précisé le type de troubles
locomoteurs. Aucun des élevages avec troubles locomoteurs n’avait d’animaux avec des
signes de boiterie, de faiblesse musculaire ou de discospondylite, qui peuvent étre des
signes évocateurs de brucellose.

e Biosécurité dans les élevages

o Mesures de biosécurité a l'introduction d’un nouvel animal et lors de visites
de personnes et de chiens extérieurs a I'élevage

Certaines questions de notre questionnaire portaient sur les mesures de biosécurité dans les
élevages et notamment lors de lintroduction d’'un nouvel animal et lors de visites de
personnes et de chiens extérieurs a I'élevage (Tableau 10).

Tableau 10 : Récapitulatif des principales mesures de biosécurité mises en place a
I'introduction d'un nouvel animal ou lors de visites de personnes et de chiens
extérieurs a l'élevage

Nombre d’élevages concernés
(%)

Quarantaine : 5 (33, 3)*

7-14 3 (60)**

>14j 2 (40)**
Respect du principe de la marche en avant dans 5 (35,7)"
I'élevage ’
Visites de personnes extérieures a I'élevage 14 (100)***
Visites de chiens extérieurs a I'élevage 11 (78,6)***
Présence d’un local d’accueil pour les personnes 7 (63,6)***
extérieures ’
Présence d’'une aire de détente pour les chiens extérieurs 4 (36,4)****

*15 éleveurs ont répondu a cette question
**5 éleveurs ont répondu a cette question
***14 éleveurs ont répondu a cette question
****11 éleveurs ont répondu a cette question
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o Sectorisation des élevages

Nous nous sommes intéressés a la sectorisation dans les élevages et en particulier a la
présence de zones dédiées aux saillies, a la quarantaine, de locaux dédiés aux adultes et de
locaux de saillies (Tableau 11).

Tableau 11 : Sectorisation au sein des élevages de I'étude

Question posée Nombre d’élevages concernés (%)
Présence d’'un local de saillie 1(6,7)"
Présence d’'une maternité 14 (93,3)*
Présence d’'une zone dédiée a la quarantaine 7 (46,7)*
Présence de locaux dédiés aux adultes 10 (66,7)*
Utilisation de matériel spécifique de zones 8 (53,3)"

*15 éleveurs ont répondu a cette question

o Nettoyage et désinfection

Concernant le nettoyage et la désinfection des locaux, cing élevages (33 %) réalisaient un
nettoyage, un ringage puis une désinfection, en trois étapes distinctes. La majorité des
élevages mélangeaient le détergent et le désinfectant dans le méme seau et/ou utilisaient un
produit 2 en 1 appliqué en une fois (Tableau 12). Néanmoins, tous les élevages (100 %)
réalisaient une désinfection.

Tableau 12 : Protocoles de nettoyage et de désinfection au sein des élevages

Protocole de nettoyage et de désinfection Nombre d’élevages concernés
(%)
Nettoyage, ringage et désinfection en 3 étapes 5 (33,3)*
distinctes
Détergent et désinfectant mélangés dans le méme seau 6 (40)*
Utilisation d’'un produit 2 en 1 appliqué en une fois 6 (40)*

*15 éleveurs ont répondu a cette question

Parmi les produits nettoyants/désinfectants utilisés par les éleveurs, étaient cités
leau de javel (cing élevages), les ammoniums quaternaires (trois élevages), le
glutaraldéhyde (deux élevages), I'acide peracétique (un élevage), les produits de marque
saniterpen® (sept élevages), crésyl® (un élevage) et sanitol® (un élevage).

o Mesures de biosécurité lors de la mise-bas et gestion des fostus avortés

Parmi les élevages de notre étude, un élevage sur les 13 ayant répondu (7,7 %) a déclaré
que son personnel portait systématiquement des équipements de protection (gants) lors de
la manipulation de produits de la mise-bas (annexes foetales, avortons...).
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Cinqg élevages sur 11 (45,5 %) possédaient un lave-main dans la zone de mise bas.

Lors d’avortements, 11 éleveurs sur les 13 ayant répondu a la question éliminaient
les foetus par lintermédiaire d’'une entreprise spécialisée (équarrissage ou corps ramené
chez le vétérinaire traitant), trois éleveurs sur les 13 les éliminaient avec les déchets
ménagers ou par enfouissement (Tableau 13).

Tableau 13 : Gestion des foetus avortés au sein des élevages

Gestion des feetus avortés Nombre d’'élevages concernés (%)
Elimination par une entreprise spécialisée 11 (84,6)"
Elimination avec les déchets ménagers 1(7,7)
Enfouissement 2(15,4)*

*13 éleveurs ont répondu a cette question

o Dépistages de maladies au sein des élevages

Nous avons demandé aux éleveurs s’ils procédaient a des tests de dépistage dans leurs
élevages. Six élevages sur 13 (46,2 %) avaient déja réalisé des tests de dépistage, a la suite
de signes évocateurs d’une maladie. Parmi les maladies dépistées, nous avons la brucellose
canine uniquement (quatre élevages), la brucellose canine et des mycoplasmes (un
élevage), et I'herpesvirus canin (un élevage).

Parmi les élevages ayant déja dépisté la brucellose canine, trois avaient réalisé
seulement un dépistage sérologique, un avait réalisé un dépistage sérologique et un
dépistage bactériologique sur tissus et liquides biologiques, et un élevage n’avait pas précisé
le type de dépistage réalise.

o Autres mesures de biosécurité

L’eau étant un vecteur potentiel de maladies, des questions sur la provenance de I'eau
utilisée pour abreuver les chiens (Figure 11) ainsi que sur la possibilité que les chiens des
élevages soient en contact avec les eaux usées ont été posées aux éleveurs.

Un éleveur sur 13 (7,7%) a déclaré que ses chiens pouvaient potentiellement entrer
en contact avec les eaux usées.
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Figure 11 : Provenance de I'eau utilisée pour abreuver les chiens au sein des élevages
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e Connaissances des éleveurs sur la brucellose canine

Parmi les 13 éleveurs ayant répondu a cette question, sept (53,8%) ont déclaré connaitre la
brucellose canine. Parmi ceux-ci, six (85,7%) ont déclaré savoir également que la brucellose
canine pouvait étre transmise du chien a '’lhomme.
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Résultats des tests de diagnostic direct et indirect

Sur les 15 élevages inclus dans notre étude, cinq élevages possédaient des chiens
séropositifs a B. canis (33,3 %). Le tableau ci-dessous récapitule le nombre de séropositifs
ainsi que le nombre de chiens infectés par élevage (Tableau 14). Pour tous les animaux
séropositifs, les différents résultats de chaque animal séropositif vis-a-vis des deux tests
sérologiques ont été résumés dans un tableau (Tableau 15).

Tableau 14 : Résultats des tests de diagnostic direct et indirect dans les élevages de

I'étude
Elevage Nombre de Nombre de chiens | Nombres de chiens | Nombre de chiens
chiens prélevés séropositifs positifs a la MAT positifs en LFIA

Elevage 22 0 0 0
n°1

Elevage 10 0 0 Non réalisé
n°2

Elevage 20 0 0 0
n°3

Elevage 14 0 0 0
n°4

Elevage 10 1 0 1
n°5

Elevage 6 0 0 0
n°6

Elevage 10 0 0 0
n°7

Elevage 3 0 0 0
n°8

Elevage 10 0 0 0
n°9

Elevage 24 3 3 1
n°10

Elevage 74 24 24 18
n°11

Elevage 16 3 3 2
n°12

Elevage 12 0 0 0
n°13

Elevage 7 3 3 0
n°14

Elevage 10 0 0 0
n°15

Les lignes en orange représentent les élevages avec des chiens séropositifs
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Tableau 15 : Résultats aux deux tests sérologiques des animaux séropositifs

Nombre de chiens | Positivité en MAT | Négativité en MAT | TOTAL
Positivité en LFIA 21 1 22
Négativité en LFIA 12 0 12
TOTAL 33 1 34

Sur les 34 chiens séropositifs, nous observons que la majorité des chiens étaient
positifs a la MAT (n = 33 ; fréquence = 97,1 %), et que plus de la moitié étaient positifs a la
technique du LFIA (n = 22 ; fréquence = 64,7 %).

Un animal positif par la technique du LFIA était positif également a la MAT dans 95,5
% des cas, alors qu’un animal positif a la MAT était positif a la technique du LFIA dans 63,6
% des cas.

De plus, un chien séropositif de notre étude a, par la suite, été confirmé infecté par la
brucellose canine grace a une recherche de la bactérie par culture bactériologique et PCR
(élevage n°11). En effet, 'Anses de Maisons-Alfort peut réaliser des tests de diagnostic
direct dans trois situations : lorsqu’un animal est positif aux tests sérologiques et/ou
lorsqu’un animal a été en contact avec un animal infecté par B. canis et/ou lorsqu’un animal
présente des signes cliniques évocateurs de brucellose canine. Le LNR réalise en paralléle
des cultures bactériologiques et une recherche de la bactérie par PCR. Un animal est
considéré comme infecté par B. canis uniquement si la bactérie est isolée lors de ces tests
de diagnostic direct. Cependant, nous n’avons pas pu obtenir plus d’informations sur les
échantillons prélevés chez cet animal pour la recherche de B. canis ni sur le test de
diagnostic direct qui a permis d’isoler la bactérie chez ce chien.

Un suivi quatre a six semaines plus tard a été réalisé chez deux des élevages ayant
eu des animaux séropositifs. Cela concernait quatre des 34 chiens séropositifs et confirmait
bien la séropositivité détectée lors du premier test sérologique, sauf chez un chien de

'élevage n°12 qui avait été testé positif a la MAT et négatif a la technique du LFIA au
premier test sérologique puis négatif aux deux tests sérologiques un mois plus tard.

B. Etude n°2 : Echantillons prélevés par le CERCA

a. Analyse des données recueillies

L’échantillon de I'étude était constitué de 390 chiennes non stérilisées, ayant été prélevées
au CERCA pour dosage de progestérone entre le 02/05/2022 et le 29/12/2023.

o Age

L’age médian était de 5,2 ans (écart interquartile = [3,8 ; 6,4] ans). La médiane a été réalisée
sur 386 animaux car quatre animaux avaient une date de naissance inconnue.
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e Races représentées
Parmi les 390 chiennes de I'étude, 91 races ont été recensées. Les trois races les plus
représentées étaient le Berger Allemand (n = 44 ; fréquence = 11,3 %), le Dogue Allemand

(n = 26 ; fréquence = 6,7 %) et le Labrador Retriever (n = 22 ; fréquence = 5,6 %) (Figure
12).

Figure 12 : Répartition du nombre de chiennes en fonction de la race
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Les dix races les plus fréquentes (effectif = 10) ont été représentées.

o Répartition géographique

Dans notre échantillon, 384 chiennes vivaient en France (Figure 13) et six chiennes
provenaient de pays européens autres que la France : une d’Allemagne, deux de Belgique,
une de Hongrie, une du Luxembourg et une d’ltalie. Parmi les chiennes francgaises, la
majorité vivaient en lle-de-France (n = 240 ; fréquence = 61,5 %) et notamment en Seine et
Marne (n = 65 ; fréquence = 16,7 %), dans le Val de Marne (n = 45 ; fréquence = 11,5 %) ou
dans I'Essonne (n = 34 ; fréquence = 8,7 %) pour les trois départements les plus représentés
(Figure 14).
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Figure 13 : Départements de provenance des chiennes frangaises ayant été incluses
dans I'étude
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Parmi les chiennes frangaises de notre étude, plus de la moitié (61,5 %) provenaient d’lle de
France.

Figure 14 : Répartition en lle de France des chiennes ayant été incluses dans I'étude
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b. Résultats des tests de diagnostic indirect

Sur 'ensemble des animaux testés, quatre animaux étaient positifs a la MAT. La technique
du LFIA a été réalisée sur trois de ces quatre animaux et a été négative pour chacun. Pour le
quatriéeme, le LFIA n’a pas pu étre réalisé car il n’y avait pas assez de sérum dans le tube
(Tableau 16). Cette technique a également été réalisée sur quatre autres chiennes,
négatives a la MAT. La technique du LFIA a donc été utilisée sur sept des 390 chiennes de
I'étude, car 'Anses ne disposait pas d’assez de kits pour tous les animaux.

Ainsi, sur les 390 chiennes testées, quatre étaient séropositives a B. canis (n = 4 ;
fréquence = 1,0 %). Ces quatre chiennes ne provenaient pas du méme élevage ni du méme
département et n’étaient pas de la méme race (Tableau 17). L’age médian était de 7,55 ans

(écart interquartile = [3,42 ; 8,67] ans).

Tableau 16 : Résultats des analyses sérologiques des quatre chiennes séropositives

Code de I'animal MAT LFIA
A175_01_22 Positif Négatif
A269 02_22 Positif Négatif
A266_01_22 Positif Non réalisé
A202_02_23 Positif Négatif

Tableau 17 : Informations sur les chiennes séropositives a B. canis

Code de 'animal Age (ans) Race Département
A175_01_22 6,42 Dobermann 71
A269 02_22 8,67 Dogue Allemand 17
A266_01_22 12,67 Labrador Retriever 92
A202_02_23 3,42 Staffordshire Bull Terrier 91
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3. Discussion

Le premier objectif de cette étude était d’essayer d’estimer la séroprévalence de l'infection a
Brucella canis dans les élevages canins. Le second était de décrire les facteurs d’exposition
a I'agent pathogéne dans ces élevages.

Notre étude a permis de montrer que la brucellose canine était probablement
présente au sein des élevages canins frangais. En effet, nous avons retrouvé des chiens
séropositifs au sein des 15 élevages de notre premiére étude, prélevés entre octobre 2022 et
décembre 2023, mais aussi parmi les chiennes de notre deuxiéme étude, suivies au CERCA
entre mai 2022 et aolt 2023.

A. Etude n°1: Elevages canins recrutés sur la base du volontariat

a. Taux de séropositivité a la brucellose canine dans nos échantillons

Notre premiére étude nous a permis de calculer un taux de séropositivité au sein des 15
élevages canins francais volontaires. En effet, nous avons mis en évidence la présence de
34 chiens séropositifs répartis dans cinq élevages, ce qui nous a permis de calculer un taux
de séropositivité de 33,3 %. En raison de plusieurs limites que nous exposerons dans la
partie suivante, nos échantillons, bien que provenant d’élevages dispersés sur le territoire,
n’étaient pas représentatifs de la population des chiens d’élevages frangais. Nous n’avons
donc pas pu inférer nos résultats a cette population et calculer la séroprévalence de
l'infection a B. canis dans les élevages canins frangais.

b. Facteurs d’exposition a la brucellose canine dans les élevages canins

Par l'intermédiaire de notre questionnaire, nous avons cherché a savoir si certaines
pratiques d'élevage mises en place par les éleveurs canins étaient contraires aux
recommandations et donc a risque de favoriser l'introduction et la propagation de B. canis
dans leurs élevages. Nous nous sommes particulierement intéressés aux réponses aux
questions de I'ensemble des élevages concernant les flux d’animaux et la biosécurité. En
effet, nous pouvons supposer que les flux d’'animaux au sein de I'élevage et le respect des
mesures de biosécurité conditionnent l'introduction et la propagation d’agents pathogénes
dans les élevages, tels que B. canis, et pourraient donc constituer des facteurs de risque
associés a l'infection.

e Flux d’animaux au sein des élevages

Tout d’abord, il est ressorti de notre questionnaire que le prét de reproducteurs a d’autres
élevages ou a des particuliers pour des saillies (au sein ou en dehors de I'élevage) était une
pratique fréquente parmi les élevages de l'étude (75 % parmi les huit élevages ayant
répondu a la question), de méme que la participation a des regroupements canins (53,8 %
parmi les 13 élevages ayant répondu a la question). De plus aucun des élevages canins
ayant introduit des chiens au cours des 12 derniers mois ne réalisait de dépistage des
maladies infectieuses lors de l'introduction d’'un nouvel animal, qu'’il provienne de France ou
de I'étranger. Ces flux d’animaux entre les élevages et I'extérieur, ainsi que lintroduction
d’animaux sans aucun dépistage sont donc des pratiques répandues parmi les élevages de
notre étude et elles constituent un risque important d’introduction d’agents pathogénes tels
que B. canis.
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e Biosécurité dans les élevages

o Mesures de biosécurité a l'introduction d’'un nouvel animal et lors de visites
de personnes et de chiens extérieurs a I'élevage

Concernant la biosécurité dans les élevages, les recommandations sont de pratiquer une
quarantaine au sein d’un local dédié pour tous les animaux entrant dans I'élevage, qu’il
s’agisse d’animaux nouvellement introduits ou d’animaux revenant d’'un séjour a I'extérieur
(saillie extérieure, participation a des regroupements canins, etc.) (Beltra, 2020). Nous avons
pu constater que plus de deux tiers des élevages interrogés (66,7 %) ne pratiquaient pas de
quarantaine systématique a l'introduction d’'un animal. De méme, le principe de marche en
avant, qui permet d’éviter une dissémination des germes des secteurs les plus « sales » aux
secteurs les plus « sensibles » (Grandjean et al., 2014) n’était respecté que par 35,7 % des
14 élevages ayant répondu a la question.

Concernant les visites de chiens et de personnes extérieures, il est recommandé de
disposer d’un local d’accueil du public et d'une aire de détente réservée aux chiens
extérieurs a I'élevage, pour qu’ils n’entrent pas en contact avec les animaux de I'élevage
(Beltra, 2020). Le respect d'un local d’accueil du public était respecté dans plus de la moitié
des 11 élevages ayant répondu a la question (63,6 %). Cependant, la présence d’une aire de
détente pour les chiens extérieurs a I'élevage n’était pas une pratique répandue (seulement
36,4 % des 11 élevages ayant répondu). La plupart des élevages ne se protégeaient donc
pas assez vis-a-vis de l'introduction de germes du milieu extérieur vers leurs élevages.

o Sectorisation des élevages

L’Arrété du 3 Avril 2014 définit des régles sanitaires a respecter dans les élevages canins et
notamment la présence d'une sectorisation permettant de séparer les individus de statuts
physiologiques différents dans des piéces ou locaux séparés (Beltra, 2020). La plupart des
éleveurs avaient un local réservé a la maternité (93,3 %) et des locaux réservés aux adultes
(66,7 %) mais la présence d'un local de saillie et d’'une zone dédiée a la quarantaine était
peu répandue (respectivement 6,7 % et 46,7 %). De plus, a peine plus de la moitié des
éleveurs (53,3 %) utilisaient du matériel spécifique a chaque zone. Cela est problématique
sachant que la brucellose canine se transmet notamment lors de la mise-bas et qu’elle peut
étre véhiculée via des objets de I'environnement. Il est donc essentiel que le matériel utilisé
lors de la mise-bas reste dans ce secteur.

o Nettoyage et désinfection

Concernant les pratiques de nettoyage et de désinfection, tous les élevages de I'étude
réalisaient une désinfection, ce qui est plutdt positif. Cependant, seulement 33,3 % des
éleveurs pratiquaient un protocole de nettoyage, ringage et désinfection en trois étapes
distinctes, conformément aux recommandations (Grandjean et al., 2014). Le risque d’un
protocole de nettoyage/désinfection mal réalisé est une augmentation de la pression
infectieuse dans I'élevage et I'apparition de bactéries résistantes. En outre, une désinfection
sans nettoyage préalable est inefficace.
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o Mesures de biosécurité lors de la mise-bas et gestion des fostus avortés

Les mesures de biosécurité lors de la mise-bas ainsi que la gestion des fcetus avortés sont
des points essentiels dans la prévention de I'infection a la brucellose canine.

Contrairement a ce qui est recommandé, seul un élevage sur les 13 ayant répondu a
déclaré que son personnel portait des équipements de protection (juste des gants) lors de la
manipulation des produits de la mise-bas. Cela est trop peu et constitue un fort risque pour
ces élevages. En effet, en cas de chiennes gestantes infectées par B. canis, les foetus
avortés et les produits de la mise-bas sont trés chargés en brucelles. Ne pas porter
d’équipements de protection expose les éleveurs a un fort risque zoonotique mais aussi les
autres chiens de I'élevage, puisque les éleveurs peuvent alors retransmettre a d’autres
chiens I'agent pathogéne.

Concernant la gestion des foetus avortés, trois élevages sur 13 (23,1 %) les
éliminaient par un autre biais que par une entreprise spécialisée (élimination avec les
déchets ménagers ou par enfouissement), ce qui constitue un risque de dissémination des
brucelles dans I'environnement de I'élevage. De plus, I'enfouissement des animaux morts est
interdit depuis 2016.

e Connaissances des éleveurs sur la brucellose canine

Notre questionnaire a permis de révéler que presque la moitié des 13 éleveurs ayant
répondu a la question (46,2 %) ne connaissait pas I'existence de la brucellose canine et
donc de son potentiel zoonotique. Ce chiffre est inquiétant en raison de I'impact sanitaire et
économique non negligeable que la brucellose canine peut avoir au sein des élevages
canins et de son potentiel zoonotique.

Pour conclure, notre questionnaire nous a permis de montrer qu’au sein des élevages canins
ayant participé a notre étude, une grande partie de ceux-ci ne respectaient pas les
recommandations en termes de conduite d’élevage et de biosécurité, ce qui constitue un
risque non négligeable de propagation rapide de la brucellose canine en cas d’introduction
de celle-ci dans ces élevages. Nous avons aussi pu voir que la brucellose canine n’était pas
une maladie connue de la plupart des éleveurs, qui pouvaient ainsi s’exposer sans le savoir
a un risque de zoonose, notamment lors de la mise-bas de leurs chiennes.

c. Réponses aux questionnaires des cinq élevages possédant des chiens
séropositifs

Nous nous sommes ensuite intéressés aux réponses aux questionnaires des cinq élevages
dans lesquels des chiens séropositifs avaient été détectés, afin de rechercher s’ils avaient
des points communs qui pourraient expliquer la présence de ces séropositifs.

e Flux d’animaux

Trois élevages sur les quatre ayant répondu a la question avaient introduit des chiens
provenant d’élevage frangais, sans tests de dépistage avant l'introduction. Il est intéressant
de noter qu’un seul des élevages (élevage n°11) avait importé un ou des chiens de I'étranger
(Ukraine, nombre d’importations non précisé) au cours des 12 derniers mois. Par ailleurs, cet
élevage est celui dans lequel la brucellose canine a été isolée chez un chien.
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o [Effectifs et mise a la reproduction

Nous nous sommes demandé si les animaux séropositifs provenaient plutét d’élevages dans
lesquels I'effectif de chiens et/ou le nombre de mises a la reproduction étaient importants ou
s’il s’agissait plutét de petits élevages (Tableau 18).

Nous pouvons remarquer que la plupart des élevages, en particulier les élevages
n°10, 11, 12 et 14 avaient un nombre d’animaux assez conséquent. Les élevages n°10, 11 et
12 avaient un nombre de mises a la reproduction et de mises-bas assez important
également. L’élevage avec le plus grand effectif de chiens est I'élevage n°11 dans lequel un
animal infecté a été isolé.

Tableau 18 : Effectifs et mise a la reproduction dans les cinqg élevages présentant des
chiens séropositifs

Elevage Effectif total | Nombre de mises a la reproduction | Nombre de mises-bas
Elevage n°5 11 4 0
Elevage n°10 31 20 18
Elevage n°11 74 15 15
Elevage n°12 16 8 8
Elevage n°14 55 Non renseigné Non renseigné

e Troubles de la reproduction au sein de ces élevages

Parmi ces cinq élevages possédant des animaux séropositifs, tous avaient des animaux
ayant eu des troubles de la reproduction. Ces troubles concernaient essentiellement les
femelles et aucun trouble de la reproduction, telles que des orchites ou des épididymites,
n'avaient été rapportés chez les males. De plus, aucun des trois élevages qui avaient
répondu a la question ne présentait d’autres signes cliniques, notamment ostéo-articulaires
(troubles locomoteurs, boiteries, discospondylites, etc.) évocateurs de brucellose canine. Le
Tableau 19 résume les différents types de troubles de la reproduction rencontrés dans ces
cing élevages.
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Tableau 19 : Types de troubles de la reproduction rencontrés au sein des cinq
élevages présentant des chiens séropositifs

Elevage Infertilité* | Avortement | Arrét de gestation | Mortalité néonatale
Elevage n°5 Oui Non Non Non
Elevage n°10 Non Non Non Oui
Elevage n°11 Oui Oui Oui Non renseigné
Elevage n°12 Oui Oui Oui Non
Elevage n°14 Oui Non renseigné | Non renseigné Oui

*Le terme infertilité désigne ici la présence de femelles infertiles ou de portées de taille
réduite

Ainsi, il semble que ces élevages étaient plutét des élevages de moyenne a grande taille,
avec un nombre important de mises a la reproduction. Ces élevages présentaient également
tous des troubles de la reproduction chez leurs femelles ou de la mortalité néonatale. Un des
élevages dans lequel un cas de contamination a été confirmé avait introduit un ou des chiens
provenant d’'Ukraine, sans tests de dépistage avant I'introduction.

d. Limites de I’étude

e Echantillonnage

La premiére limite de notre étude est le trop faible nombre d’élevages canins ayant accepté
de participer a celle-ci. En effet, lors du premier contact avec eux, la plupart des éleveurs
semblaient motivés pour participer a I'étude mais refusaient dés que nous évoquions notre
obligation d’avertir la DDPP en cas de résultat positif. Le fait qu'il n’existe pas encore de
mesures de police sanitaire, d’'accompagnement des éleveurs et de subventions clairement
définis en cas dinfection a la brucellose canine était un frein pour les éleveurs, qui
préféraient ne pas savoir si la brucellose canine circulait dans leur élevage plutét que de la
rechercher au risque d’'une mise en quarantaine de celui-ci. Cela constituait donc une
difficulté majeure pour la réalisation de notre étude, qui se fondait initialement sur la
participation volontaire des éleveurs canins francais.

Une autre limite est le nombre de chiens prélevés dans chaque élevage. En effet,
nous n’avons pas procédé de la méme maniére pour tous les élevages. Au commencement
de notre étude, nous n’avions pas fixé de nombre minimal de chiens a prélever et nous
prélevions systématiquement I'ensemble des chiens de plus de neuf mois, ayant des
troubles de la reproduction, ainsi qu’'un maximum d’autres chiens de I'élevage, selon le
temps dont disposait I'éleveur et la compliance des animaux. Pour les quatre derniers
élevages visités, nous avions prélevé un nombre de chiens minimal déterminé sur la base
d’un taux d’infection intra-élevage de 15 %, suivant les recommandations de I'Anses,
toujours en sélectionnant les chiens de plus de neuf mois ayant des troubles de la
reproduction, et en tirant au sort les autres. Ainsi, il est possible que nous n’ayons pas
prélevé assez de chiens parmi les élevages dans lesquels nous n’avions pas fixé de nombre
minimal de chiens a prélever.
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De plus, nous n’avons pas realisé de tirage au sort, que ce soit pour sélectionner les
élevages inclus dans notre étude, mais aussi les chiens a prélever dans chaque élevage.

Notre échantillon n’était donc pas représentatif de la population générale de chiens
d’élevages frangais et ne nous permettait pas de calculer une séroprévalence a I'échelle de
cette population, mais seulement un taux de séropositivité au sein de notre échantillon.

e Suivi des animaux séropositifs

Pour les animaux séropositifs de la premiére partie de notre étude (chiens provenant
d’élevages volontaires), nous n’avons pas pu obtenir de suivi pour 30 des 34 chiens
séropositifs quatre a six semaines plus tard, afin de vérifier que les animaux détectés positifs
a la sérologie I'étaient également aprées ce délai. En effet, soit les éleveurs n'ont pas donné
suite, soit les vétérinaires traitants n’ont pas envoyé les prélévements. Nous avons pu avoir
un suivi chez seulement deux des élevages ayant eu des animaux séropositifs, qui confirmait
bien la séropositivité détectée lors du premier test sérologique, sauf chez un chien de
'élevage n°12 qui avait été testé positif a la MAT et négatif a la technique du LFIA au
premier test sérologique puis négatif aux deux tests sérologiques un mois plus tard.
Plusieurs hypothéses peuvent expliquer cette négativation au second prélévement. Une
bactériémie intermittente peut s’accompagner d’une baisse de la production d’anticorps qui
peuvent alors ne plus étre détectables par le test sérologique. Il est également possible que
le résultat soit faussement positif et donc que 'animal ne soit pas réellement infecté par B.
canis. Le cas de ce chien démontre bien la nécessité de réitérer les tests sérologiques
quatre a six semaines apres I'obtention d’un test sérologique positif, afin de confirmer que
I'animal est réellement séropositif et qu’il ne s’agit pas d’un faux-positif.

e Questionnaires

Concernant les questions posées aux éleveurs, nous nous sommes heurtés a plusieurs
difficultés. Afin de pouvoir identifier d’éventuels facteurs d’exposition a B. canis dans les
élevages, de nombreuses questions dans différentes thématiques étaient posées. Nous
nous sommes apergus que certaines questions posaient probléme a certains éleveurs qui
avaient du mal a y répondre et que le questionnaire leur paraissait chronophage. Celui-ci a
été réactualisé plusieurs fois, en simplifiant les questions et les réponses proposées aux
éleveurs, afin que cela soit plus simple pour eux d’y répondre. Cependant, malgré ces
modifications, il était difficile d’obtenir des réponses a certaines questions notamment
concernant les effectifs d’animaux dans I'élevage, le nombre de cessions/ventes et
d’échanges d’animaux au cours des 12 derniers mois, le nombre et le type de troubles de la
reproduction observés au cours des 12 derniers mois, ou encore concernant les mesures de
biosécurité et les protocoles de nettoyage/désinfection mis en place dans les élevages. De
ce fait, il nous a manqué des réponses a certaines questions et de nombreuses questions
étaient inexploitables d’un point de vue statistique puisqu’il y avait trop peu de réponses. En
effet, notre analyse des questionnaires reposant majoritairement sur des calculs de
fréquences, il ne nous paraissait pas pertinent de calculer celles-ci lorsque seulement deux
ou trois élevages sur les quinze avaient répondu a une question.

B. Etude n°2 : Echantillons prélevés par le CERCA

a. Taux de séropositivité a la brucellose canine dans nos échantillons

Notre deuxiéme étude nous a permis de calculer un taux de séropositivité parmi les 390
chiennes suivies au CERCA. En effet, nous avons mis en évidence la présence de quatre
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chiennes séropositives parmi les 390 échantillons de sérums, ce qui correspond a un taux de
séropositivité de 1,0 %.

En raison de plusieurs limites que nous exposerons dans la partie suivante, notre
échantillon n’était pas représentatif de la population des chiens d’élevages frangais. Nous
n’avons donc pas pu inférer nos résultats a cette population et calculer la séroprévalence de
linfection & B. canis dans les élevages canins d'lle de France.

b. Comparaison avec les données épidémiologiques actuelles

Il n’existe pas encore d’étude de séroprévalence en France, a laquelle nous aurions pu
confronter nos résultats. En revanche, I'étude de Buhmann et al. (2019) a réalisé le méme
type d’expérience que ce que nous avons realisé dans notre étude, en recherchant la
présence d’anticorps anti-B. canis parmi les échantillons de 2 764 chiens, provenant de 21
pays d’Europe, dont 415 échantillons provenant de chiens frangais. Leur étude a montré un
taux de séropositivité de 5,4 % (1IC95% 4,6 — 6,3) parmi 'ensemble des échantillons et un
taux de séropositivité de 2,7 % (1IC95% 1,1 — 4,2) parmi les échantillons provenant de chiens
frangais. Dans notre étude, nous avons trouvé un taux de séropositivite de 1,0 %. Cette
valeur est plus faible que ce qui avait été trouvé dans I'étude de Buhmann et al. (2019) mais
reste assez proche cependant.

Différents facteurs pourraient expliquer ce taux de séropositivité plus faible. Tout
d’abord, le nombre de chiens de notre étude (390 chiens) était plus faible que dans celle de
Buhmann et al. (2019) (415 chiens). Comme exposé dans notre étude bibliographique, il
existe une grande variété de tests de diagnostic indirect dont la sensibilité et la spécificité
varient selon le test et il n'existe pas encore de test officiel qui serait utilisé par tous les
laboratoires européens et qui permettrait une homogénéité des résultats. |l est possible que
la sensibilit¢ du test d’agglutination utilisé dans cette étude (Institut d'Hygiéne et des
Maladies Infectieuses des Animaux, JLU GielRen, GieRen, Allemagne) soit supérieure a
celles des tests utilisés par I'Anses, permettant une détection supérieure des animaux
séropositifs, et/ou que la spécificité de leur test soit supérieure a celle des tests de I'Anses,
diminuant le nombre de potentiels faux-positifs. Les sensibilités et spécificités du test utilisé
dans I'étude de Buhmann et al. (2019) n’étant pas indiquées, nous n’avons pas pu les
comparer avec celles des tests utilisés par I'Anses. Dans leur étude, les échantillons
provenaient d’animaux pour lesquels le dépistage de B. canis avait été spécifiquement
demandé par un vétérinaire ou provenaient de populations a risque, ce qui n’était pas le cas
dans notre étude puisque les animaux de la sérothéque ne présentaient pas forcément de
troubles de la reproduction. Cela peut également expliquer que le taux de séroprévalence
soit plus important dans leur étude que dans la nétre. De plus, les échantillons de notre
étude et de celle de Buhmann et al. (2019) n'étaient pas représentatifs de la population
d’élevages canins frangais. Ainsi, il est possible que nous observions un taux de
séroprévalence plus faible dans notre étude que dans celle de Buhmann et al. (2019)
uniquement sous l'effet du hasard, car il y avait moins d’animaux séropositifs dans notre
échantillon. Néanmoins, il convient de remarquer que le taux de séropositivité calculé dans
notre étude (1,0 %) est proche du taux de séropositivité calculé dans celle de Buhmann et al.
(2019), puisque la valeur la plus faible, en tenant compte d’un intervalle de confiance de 95
%, est de 1,1 %.

Cependant, suite a leur étude et depuis I'épidémie de covid-19, 'augmentation des
importations de chiens provenant d’Europe de I'Est et 'essor du commerce d’animaux en
ligne ont été a I'origine de nombreux cas et foyers en Europe de I'Ouest. Nous nous serions
donc attendus a avoir un taux de séropositivité plus important que celui calculé dans I'étude
de Buhmann et al. (2019).
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Il est important de noter que ces comparaisons sont a prendre avec précaution
puisque nos deux échantillons ne sont pas comparables, ni représentatifs de la population
générale des chiens d’élevages frangais, et que nous n’avons pas calculé d’intervalle de
confiance que nous aurions pu comparer a celui obtenu dans I'étude de Buhmann et al.
(2019).

L’étude de Buhmann et al. (2019) a également calculé le taux de séropositivité des
chiens européens ayant participé a I'étude, pays par pays (Figure 15). Nous pouvons ainsi
observer que le taux de séropositivité que nous avons trouvé pour les chiens francais est
assez faible comparé a celui d’autres pays européens tels que la Suéde (13,6 % ; (IC95%
0,0 — 28,0)), la Belgique (12,2 % ; (IC95% 3,1 — 21,4)) ou encore l'ltalie (7,9 % ; (IC95% 4,3
— 11,5)). Cependant, le taux de séropositivité était nul dans certains pays tels que le
Luxembourg, 'Espagne ou encore le Portugal. Ces résultats sont toutefois a prendre avec
précaution, étant donné le peu de prélévements analysés provenant de ces pays et le fait
que les échantillons n’étaient pas représentatifs des populations de chiens d’élevages de ces
mémes pays.

Figure 15 : Résultats des tests de diagnostic indirect effectués sur des
échantillons provenant de plusieurs pays européens (étude de Buhmann et al. (2019))

Country Submitted Positive Positive% Clgs
of origin samples samples
Sweden 22 3 13.60 0.00-28.00%
Belgium 49 6 12.20 3.10-21.40%
Austria 95 11 11.60 5.10-18.00%
Switzerland 85 7 8.20 2.40-14.10%
Italy 215 17 7.90 4.30-11.50%
Finland 203 14 6.90 3.40-10.40%
Germany 1065 58 5.40 4.10-6.80%
Denmark 117 6 5.10 1.10-9.10%
Hungary 140 6 4.30 0.90-7.60%
Norway 73 3 410 0.00-8.70%
Poland 164 6 3.70 0.80-6.50%
France 415 11 2.70 1.10-4.20%
Netherlands 98 2 2.00 0.00-4.80%
Czech 8 0 0.00 -
Republic
Luxembourg 5 0 0.00 -
Malta 3 0 0.00 -
Latvia 3 0 0.00 -
Spain 2 0 0.00 -
Portugal 1 0 0.00 -
Slovenia 1 0 0.00 -
All samples 2,764 150 5.40 4.60-6.30%
c. Limites

e Echantillonnage et méthodologie

Bien que cet échantillon soit de taille plus importante que celui de notre premiére partie, de
nombreuses limites sont a noter. Tout d’abord, la totalité des animaux testés étaient venus a
'EnvA pour suivi de chaleur incluant un dosage de progestérone, il s’agissait donc
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exclusivement de femelles, et aucun male ne faisait partie de notre échantillon. La plupart de
ces animaux étant suivis régulierement par le CERCA, la majorité d’entre eux vivaient donc
en lle de France (61,5 %) ou en régions limitrophes. De plus, les chiennes qui consultent au
CERCA appartiennent le plus souvent a des petits éleveurs de chiens de race, qui sont trés
différents des grands élevages canins professionnels. Pour toutes ces raisons, notre
échantillon n’était pas représentatif de la population générale de chiens d’élevages frangais
et ne nous permettait pas de calculer une séroprévalence a I'échelle de cette population,
mais seulement un taux de séropositivité au sein de notre échantillon.

Une autre limite de I'étude réside dans son caractére rétrospectif et anonyme, ce qui
méne a une perte dinformations a plusieurs niveaux. Tout d’abord, I'anonymisation des
chiennes de I'étude ne nous a pas permis d’aller plus loin lors de I'obtention de résultats
positifs a la sérologie. En effet, il aurait théoriquement fallu retester les chiens avec un test
sérologique quatre a six semaines plus tard afin de vérifier que I'animal était réellement
séropositif et de pouvoir suivre le titre en anticorps, nous permettant de confirmer une
séroconversion et d’éliminer les faux-positifs. Il aurait également fallu réaliser un test de
diagnostic direct (culture bactériologique et PCR) sur plusieurs échantillons provenant des
chiennes séropositives afin d’essayer d’isoler B. canis et ainsi de confirmer I'infection ou non
de celles-ci. Nous n’avions également aucune information sur les élevages des chiennes
incluses dans I'étude puisqu’il n’était pas possible de retrouver les éleveurs afin de leur faire
remplir le questionnaire utilisé dans la premiére partie de notre étude. Nous n’avions pas
d’informations non plus sur I'existence potentielle de signes cliniques ou de troubles de la
reproduction chez ces chiennes.

Enfin, nos échantillons ont subi plusieurs congélations et décongélations. lls ont tout
d’abord été congelés pour étre conservés dans la sérothéque de I'EnvA, puis décongelés
(partiellement ou totalement) lorsque nous les avons anonymisés et amenés au LNR.
Lorsque les analyses ne pouvaient pas étre faites rapidement, ils ont de nouveau été
congelés a I'’Anses. Nous pouvons donc nous questionner sur I'impact que peut avoir cette
conservation des prélevements sur les résultats de notre étude, et s'il N’y a pas un risque de
négativation des prélévements.

e Tests sérologiques effectués

Contrairement aux échantillons de la premiere partie de notre étude, les échantillons des
chiennes de la sérothéque n’étaient pas tous testés avec deux tests sérologiques. Toutes les
chiennes étaient testées avec la technique de la MAT mais pas systématiquement avec la
technique du LFIA. Seules sept chiennes sur les 390, dont trois des quatre chiennes
positives a la MAT, ont été testées avec la technique du LFIA. Cependant, le fait de ne pas
utiliser cette technique n’était pas un choix et était di a l'impossibilité de 'Anses de se
procurer ces tests au moment ou nos échantillons ont été analyseés.

C. Points de discussion communs aux deux études

a. Sensibilité et spécificité des tests sérologiques utilisés

Les deux tests sérologiques (MAT et LFIA) utilisés par ’Anses ont tous deux une sensibilité
théorique de 100 %. lls auraient donc une capacité parfaite a détecter les animaux
séropositifs et I'on peut qualifier la sensibilité de ces tests comme excellente. Concernant la
spécificité de ces tests, celle de la technique du LFIA est excellente également (99 %) et
celle de la MAT est plutoét bonne (97 %) bien qu’inférieure a celle de la technique du LFIA.
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Cependant, nous avons observé que nous détections davantage d’animaux
séropositifs avec la technique de la MAT qu’avec la technique du LFIA. En effet, dans notre
premiere étude (chiens provenant d’élevages volontaires), sur les 34 chiens séropositifs
testés a la fois par la technique de la MAT et par la technique du LFIA, 97,1 % des chiens
étaient positifs a la MAT quand seulement 64,7 % des chiens étaient positifs a la technique
du LFIA. De méme, dans notre deuxieme étude (chiennes suivies par le CERCA), quatre
chiennes avaient été détectées séropositives a la MAT. Trois de ces quatre chiennes avaient
été testées également par la technique du LFIA mais aucune n’était positive par cette
technique.

Deux hypothéses sont plausibles : soit la sensibilité de la MAT est supérieure a celle
de la technique du LFIA, qui serait alors inférieure aux 100 % attendus. Soit le nombre de
séropositifs est artificiellement augmenté par la présence de faux-positifs avec la technique
de la MAT, dont la spécificité (97 %) est inférieure a celle de la LFIA (99 %).

b. Risque de résultats faussement positifs

Nous devons rester prudents face aux taux de séropositivité calculés dans notre étude. En
effet, comme exposé dans notre étude bibliographique, un des principaux inconvénients des
tests de diagnostic indirect est la présence de réactions croisées avec d’autres bactéries
présentant les mémes déterminants antigéniques que B. canis. Ces réactions croisées
peuvent étre a l'origine de résultats faussement positifs, c’est-a-dire de chiens considérés a
tort comme possédant les anticorps anti-B. canis.

De plus, comme évoqué précédemment, bien que la spécificité des deux tests utilisés
par 'Anses peut étre considérée comme plutét bonne, celle-ci n'est pas parfaite. L’existence
de faux-positifs est donc possible et le risque d’en détecter serait théoriquement plus
important avec I'utilisation de la technique de la MAT (Sp = 97 %) qu’avec la technique du
LFIA (Sp =99 %).

c. Risque de résultats faussement négatifs

Un autre inconvénient des tests sérologiques est qu’ils peuvent parfois ne pas détecter un
animal précocement infecté, dans les quatre a 12 semaines apres linfection. De plus, un
taux d’anticorps trop faible peut entrainer I'obtention d’un test sérologique négatif. Ainsi, il est
possible qu’il y ait des résultats faussement négatifs parmi les chiens de notre étude
considérés comme séronégatifs et malheureusement, la plupart des chiens ou chiennes
séropositifs n’ont pas pu étre re-testés quatre a six semaines plus tard.

D. Perspectives et suite a donner

Notre étude a permis de montrer que la brucellose canine était trés certainement présente
au sein des élevages canins frangais. Une des principales limites était le manque d’élevages
volontaires pour participer a I'étude, en raison de l'inquiétude qu’avaient les éleveurs sur les
conséquences que pourrait avoir la découverte de chiens infectés par la brucellose canine
dans leurs élevages. Leur inquiétude concernait essentiellement les pertes économiques
potentielles en cas de mise en quarantaine de leur élevage mais aussi la peur que leurs
animaux soient euthanasiés.

Ainsi, il serait pertinent de réaliser une étude analytique et a plus grande échelle, en

incluant un plus grand nombre d’élevages, afin de rechercher la présence d’éventuels
facteurs de risque associés a linfection a B. canis. Si cette étude se fonde sur la
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participation d’élevages canins volontaires comme nous I'avons fait, il serait essentiel que les
éleveurs puissent bénéficier d’aides (matérielles et financiéres) et d'un accompagnement en
cas de détection de chiens infectés a B. canis dans leur élevage, comme pour la plupart des
maladies réglementées. Dans le cas contraire, la plupart des élevages risquent de nouveau
de refuser de participer a I'étude. Pour pallier cette difficulté et étant donné le manque
d’'information sur la présence de la maladie en France, une campagne de dépistage
obligatoire, menée par les institutions compétentes serait pertinente afin d’en savoir plus sur
la séroprévalence et/ou la prévalence de la maladie en France et potentiellement d’endiguer
la maladie avant qu’elle ne prenne des proportions plus conséquentes sur le territoire
frangais.

Il est également ressorti de notre étude que la plupart des éleveurs frangais ne
connaissaient pas la brucellose canine et qu’ils ne respectaient pas tous les régles de
biosécurité recommandées en élevage pour éviter l'introduction et la propagation d’agents
pathogénes tels que Brucella canis. Cela montre la nécessité d’informer les éleveurs sur
I'existence de la brucellose canine en France et de les sensibiliser sur les bonnes pratiques
a mettre en place pour empécher son introduction et sa propagation au sein des élevages
canins. Une campagne d’information sur cette zoonose serait pertinente, que ce soit au
niveau des éleveurs canins mais aussi des vétérinaires, qui sont également concernés.

Enfin, nous avons vu qu’il était parfois difficile dinterpréter les résultats des
différentes études épidémiologiques car les tests de diagnostic utilisés sont différents selon
les laboratoires et donc possédent des sensibilités et des spécificités trés variables. Il nous
apparait donc nécessaire qu’il y ait une standardisation des protocoles de diagnostic et des
tests utilisés pour la recherche de la brucellose canine entre les différents pays.
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Conclusion

Notre étude a permis de montrer que la brucellose canine était trés certainement présente
au sein des élevages canins frangais. Dans une premiére étude, nous avons recherché
l'infection a B. canis parmi les chiens de 15 élevages frangais, entre octobre 2022 et
décembre 2023, au moyen de tests de diagnostic direct et indirect et nous avons trouvé un
taux de séropositivité de 33,3 % (cinq élevages) et un cas d’infection a été confirmé par
diagnostic direct dans un élevage. Dans une seconde étude, nous avons recherché
l'infection a B. canis au sein de 390 sérums de chiennes suivies au service de reproduction
de 'EnvA entre mai 2022 et aolt 2023 et nous avons trouvé un taux de séropositivité de 1,0
% (quatre chiennes). Un objectif secondaire de notre thése était de décrire les facteurs
d’exposition a B. canis dans les élevages canins au travers de I'analyse de questionnaires
portant sur les pratiques d’élevages et les mesures de biosécurité mises en place au sein
des 15 élevages de notre premiére partie. Il en est ressorti que la brucellose canine était une
maladie inconnue d’une grande partie des éleveurs et que la plupart d’entre eux ne
respectaient pas les recommandations minimales en termes de conduite d’élevage et de
biosécurité, ce qui constituait un risque non négligeable d’introduction et de propagation de
la brucellose canine dans leurs élevages.

En raison de limites liées a I'échantillonnage et a la méthodologie de notre étude,
nous n‘avons pas pu inférer nos résultats a la population de chiens d’élevages canins
frangais. Il serait donc intéressant de conduire une étude de séroprévalence a plus grande
échelle en France. Il serait également pertinent de mettre en place des mesures pour
accompagner et aider, matériellement et financierement, les éleveurs lors de la détection de
cas de chiens infectés a B. canis au sein de leur élevage, comme pour la plupart des autres
maladies reéglementées. Cela les encouragerait a dépister la maladie chez leurs animaux,
notamment lors de signes cliniques évocateurs, et permettrait ainsi de prévenir une
propagation de la maladie au sein de tous les animaux de I'élevage, si les animaux infectés
sont détectés précocement. La mise en place d’'une campagne de dépistage obligatoire au
sein des élevages canins frangais pourrait étre intéressante en raison du manque de
données sur la séroprévalence, la prévalence et méme I'incidence de la brucellose canine en
France, mais aussi de l'impact sanitaire et économique de cette maladie, qui est une
zoonose aux conséquences mal connues chez 'Homme. Cela permettrait également de
sensibiliser les éleveurs a cette maladie qui est encore trop peu connue d’une grande partie
d’entre eux. Pour cela, il pourrait étre judicieux de mettre en ceuvre également une
campagne d’information sur la brucellose canine, avec un rappel des bonnes pratiques
d’élevages et des mesures de biosécurité, a destination des éleveurs mais aussi des
vétérinaires, qui doivent étre des acteurs majeurs dans la détection de cette maladie. Enfin, il
semble primordial qu’il y ait une standardisation des protocoles de diagnostic et que les
mémes tests diagnostiques soient utilisés par les différents laboratoires de référence afin de
pouvoir confronter les résultats des différentes études de séroprévalence, et également
d’assurer une fiabilité optimale des tests de dépistage de la maladie au sein des élevages
canins.
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Annexe 1 : Questionnaire soumis aux
éleveurs (derniére version)

- =@ ECOLE , @
REPUBLIQUE E, NATIONALE + école
FRANCAISE ( ! } VETERINAIRE env ndionole .
Liberté g
= A i \(EEe  anses

Dans le cadre de leur etude sur les nsques Infectieux dans les élevages canins en kFrance financee par la Société Centrale Canine et Agria, I'ecole
Nationale Vétérinaire d'Alfort, 'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse et I'Anses vont recueillir quelques informations sur votre élevage.

Toutes les informations collectées seront anonymisées, les données ne seront utilisées que pour cette étude. Conformément a la réglementation, vous
pouvez accéder aux données vous concernant, les rectifier, demander leur effacement ou exercer votre droit a la limitation du traitement de vos données.

L'élevage
Date Département ou est situé I'élevage : Date de début des activités i
& v d'élevage :
mois/année

Combien de chiens adultes (reproducteurs ou non) sont présents dans |'élevage ? =
Exercez-vous d'autres activités sur le site que I'élevage ?

O Oui O Non

Si oui, précisez :

() Pension 0O Education/Dressage/AgiIity

() Toilettage O Autre
Si 'Autre’ précisez :

E N —
" ECOLE . &
REPUBLIQUE % ION + école
FRANGAISE ( ! ’ VETERINAIRE v noliondle —_—
f;b:/’.:; % \ toulouse a n s e s

Fratermité

Participez-vous a des regroupements canins (expositions, concours de travail, ...) ?
() Oui, en France

O Oui, a I'Etranger

O Non

Si vous avez participé a des regroupements canins au cours des 12 derniers mois a I'étranger, merci de préciser le ou les pays.

Pays 1 N
Pays 2 ¥
Pays 3 v

A combien de regroupements canins avez-vous participé par pays au cours des 12 derniers mois ?
Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

France v
Pays 1 :
Pays 2 .
Pays 3 v
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" ECOLE @
REPUBLIQUE + école P
FRANGAISE VETERINAIRE nv 1

fﬁ'/:l,: ALFORT toulouse a I l S e S

Fratermité

Avez-vous introduit au cours des 12 derniers mois des chiens en provenance d'autres élevages ?
() Oui, en provenance de la France

(O Oui, en provenance de I'étranger

0 Non

Nombre de chiens introduits par pays au cours des 12 derniers mois

Veuillez-vous assurer de suivre l'ordre des pays tels que vous l'avez listé a la
Si vous avez introduit des chiens de I'étranger, merci de préciser le ou  question précédente (ex. Pays 1 doit correspondre & Pays 1 listé précédemment)

les pays de provenance : Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

Pays 1 b France =
Fays2 v Pays 1 .
Pays 3 4 A

Pays 2 v
Pays 4 v ~

Pays 3 v

Pays 4 =
EN ECOLE &
REPU BLIQUE E NATIONALE + école
FRANGAISE ‘ ) VETERINARE v ool w3
f;’:ﬂ: ALFORT toulouse a n S e S

Fraternité

Effectuez-vous des tests de dépistage de maladies dans le cadre d'achats de chiens a I'étranger ?

O Oui O Non

Merci de préciser pour quelles maladies ?

Maladie1 | |
Maladie2 | |
Maladie3 | |

Pour chaque maladie listée, merci de préciser la fréquence :

Veuillez-vous assurer de suivre I'ordre des maladies tels que vous l'avez listé a la question précédente (ex. Maladie1 doit correspondre a Maladie1 listé précéd ent)
Systématiquement Quelquefois Ne me rappelle plus
Maladie1 (@) (@) O
Maladie2 @) @) O
Maladie3 (@) ® @)
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- ECOLE &
REPUBLIQUE école
FRANCAISE VETERINAIRE envll‘ ’ nolondle _—
ot ALFORT toulouse anses

Fraternité

Effectuez-vous des préts de chien reproducteur pour saillie ?

O Oui O Non O Ne me rappelle plus

Si oui, combien de préts au cours des 12 derniers mois ? :

Avez-vous procédé a des ventes/cessions de chiens au cours des 12 derniers mois ?

() Oui, a destination de la France

() Oui, a destination de I'étranger

O Non Nombre de chiens vendus/cédés par pays au cours des 12 derniers

mois :

Veuillez-vous assurer de suivre I'ordre des pays tels que vous l'avez listé a la
question précédente (ex. Pays_1 doit correspondre a Pays1 listé précédemment)

Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

Si ventes/cessions a destination de I'étranger, merci de préciser les France :
pays :

A
Pays 1 v Pays_1 N
Pays 2 v Pays_2 v
Pays 3 2d Pays 3 =
Pays 4 hd Pays_4 v

- ECOLE , &
REPUBLIQUE école
FRANCAISE VETERINAIRE V'!‘ ’ nolonole -
Liberté
Egalité % \ toulouse a n S e S

Fraternité

Merci de préciser le nombre de chiens par catégorie vendus/cédés a Merci de préciser le nombre de chiens par catégorie vendus/cédés a

destination de la France au cours des 12 derniers mois ? destination de I'étranger au cours des 12 derniers mois ?
Veuillez vous assurer que la somme des valeurs corresponde & la quantité renseignée a la question Veuillez vous assurer que la somme des valeurs corresponde ala quanﬁté totale a
précédente

destination de I'étranger renseignée a la question précédente
Si "ne se rappelle plus/ne sait pas”, inscrire "999" 9 g g L2

Chiots : Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"
, , = Chiots =
Chiennes reproductrices v
. . A
- N Chiennes reproductrices v
Etalons v
2 A
. = Etalons v
Autres chiens adultes =
Autres chiens adultes s
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REPUBLIQUE E + école &
FRANGAISE s ) Ué‘?'s%ﬁ'ﬁﬁﬁs env ’ noonole e

Liberté

Egalité ] ALFORT \ toulouse a n S e S

Fraternité

Procédez-vous a des tests de dépistage sur les chiens de votre élevage ?

O Oui O Non

Merci de préciser pour quelles maladies ?

Maladiel | |
Maladie2 | |
Maladie3 | |

Pour chaque maladie listée, merci de préciser la fréquence :

Veuillez-vous assurer de suivre l'ordre des maladies tels que vous l'avez listé a la question précédente (ex. Maladie1 doit correspondre a Maladie1 listé précédemment)

Régulierement En cas de signes évocateurs Ne me rappelle plus
Maladie1 O ® O
Maladie2 O O O
Maladie3 @) O O

REPUBLIQUE
FRANGCAISE

Liberté
Egalité
Fraternité

ECOLE

Y a-t-il un ou plusieurs élevages d'animaux de rente a proximité de votre établissement ?

) Non (O Cheévres
() Vaches () Porcs
(J) Moutons O Autre

Si "Autre" précisez

3 - Si oui, cette zone comporte-t-elle ?
Possédez-vous cette zone dans une piéce

dédiée ? Pour chaque zone indiquée, veuillez cochez parmi les items repris en colonne, ceux qu'elle comporte
o Aire de  Courette
Une maternité . LT
O ] détente/p individuell
O Une quarantaine Caisses Boxes  Niches arc e
O Yn/ecalidsisalle Une matemité 0 0 0 0 0
O Des locaux dédiés aux adultes )
. Une quarantaine 0 O O 0 O
() Aucune listée
Un local de saillie @] O O O O
Des locaux adultes @] O O O O

Si vous avez-des remarques a faire concernant vos installations, merci de les inclure ici :

école 4
Bt oMVt a2
oo LI N | toviouse anses

Cour
commune

O

O
@)
@)
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. ==w. ECOLE @
REPUBLIQUE NATIONALE + @CQ[@
FRANCAISE ) VETERINAIRE nv ’ MoHomoe, w—
f;i’iii ALFORT toulouse a n S e s

Fraternité

Gestion de la reproduction

Combien de femelles reproductrices avez-vous au sein de I'élevage ? Combien d'étalons avez-vous au sein de votre élevage ?

A
v

Combien de mises a la reproduction avez-vous réalisées au cours
des 12 derniers mois ?

Cette question ne concerne que les femelles

A
W

Pour les saillies, vous pratiquez :
() La saillie naturelle
() L'insémination en semence fraiche

Pour cela, vous utilisez :

[ Un ou des étalons internes a I'élevage

A
v

Combien de mise-bas avez-vous eu au cours des 12 derniers mois ?

A
h 4

(O L'insémination en semence réfrigérée
(O L'insémination en semence congelée

() Des saillies extérieures

Ex Y
REPUBLIQUE E - AT,ON ALE + école :
FRANCAISE ‘ ) VETEANAIRE nv ’Q&g?%ﬁe i
fﬁ/ﬁ ALFORT ‘ oulouse a n s e S

Fraternité
Y-a-t-il eu des pathologies de I'appareil reproducteur chez vos males
au cours des 12 derniers mois ?

(J Non

O Prostatite
O Orchite
0O Autre

Si "Autre" préciser

Si oui, combien de cas au cours des 12 derniers mois ?
Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

Prostatite S
Orchite -
Autre =

Y a-t-il eu des problémes d'infertilité dans votre élevage au cours des 12 derniers mois ?

Cette question concerne aussi bien les femelles que les méles
O Non

() Oui, des portées de taille réduite

Si 'Autre' précisez :

Y a-t-il eu des cas d'arrét de gestation (résorption embryonnaire
avant 40 jours de gestation) dans votre élevage au cours des 12
derniers mois ?

O Oui O Non O Je ne sais pas

() Oui, des femelles restées vides
O Autre

Si oui, combien de cas d'arréts de gestation au cours des 12 derniers
mois ?

Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

A
v
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REPUBLIQUE E NATIONALE + école «r
FRANCAISE ‘ b ) VETERINAIRE v ’ fponoe.

fﬁﬂi ALFORT ‘ toulouse a I I s e S

Fraternité

Y a-t-il eu des cas d'avortements (au-dela de 40 jours de gestation) Si oui, combien de cas d'avortements au cours des 12 derniers mois
dans votre élevage au cours des 12 derniers mois ? ?
O OUI O Non O Je ne sais pas Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

A
v

Y a-t-il eu des cas de mortalité néonatale dans votre élevage au
cours des 12 derniers mois ?

(J Non
() Oui, mort-nés

Si oui, combien de cas au cours des 12 derniers mois ?
Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"

5 o ) ) Mort-nés s

() Oui, mortalité précoce (moins de 48h de vie)
() Oui, mortalité tardive (entre 2 et 21 jours de vie) Mortalité précoce (< 48h) -
Mortalité tardive (2 - 21 jour de a

Certains de vos chiens ont-ils présenté des troubles locomoteurs au  Vie)
cours des 12 derniers mois ?

O Non Si oui, combien de cas au cours des 12 derniers mois ?

a OUi‘ boiterie Si vous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"
() Oui, faiblesse musculaire

Boiterie v
(O Oui, discospondylite .
O Autre Faiblesse musculaire S
Si 'Autre’ précisez : Discospondylite S
Autre N

ENX :

2 ECOLE ' )
REPUBLIQUE + éoole
FRANCAISE VETERINAIRE v s s
Librt % N | ooouse anses

Fraternité
Connaissez-vous la maladie de la brucellose canine ?

O Oui O Non

Etes-vous au courant du potentiel zoonotique de la brucellose canine (transmission possible a 'Homme) ?

O Oui O Non

Dépistez-vous la brucellose au sein de votre élevage ?
() Non () Oui, par test sur tissus (organes, avortons, placenta, LCR...)
() Oui, par test sérologique (sang) () Oui, par test sur liquides biologiques (sperme, urine....)

Savez-vous ce qu'il est recommandé de faire en cas de suspicion de brucellose canine dans un élevage ?

O Oui O Non O Ne me rappelle plus

Si oui, pouvez-vous donner une mesure que vous connaissez ?

Si vous avez-des remarques a faire concernant la mise a la reproduction, merci de les inclure ici :
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FRANCASE ce;ggm.&s n\,"'\cg{g?:éﬁe s
fﬁ/ﬁ ALFORT \ toulouse a n S e S

Fraternité

Biosécurité
Pratiquez-vous une quarantaine systématique a I'introduction d'un nouvel animal ?

O Non O Oui, entre 7 et 14 jours
O Oui, moins de 7 jours O Oui, plus de 14 jours

Respectez-vous le principe de la marche en avant au sein de votre élevage (nettoyage pratiqué de la zone la moins contaminée vers la zone
la plus contaminée) ?

O Oui O Non O Je ne sais pas
Y a-t-il dans votre élevage un local d'accueil pour recevoir les Y a-t-il une aire de détente pour les chiens extérieurs a I'élevage ?
éri ? A
personnes extérieures ? O Oui O Non
O Oui O Non
Avez-vous recu des visites de personnes extérieures ou de chiens Si oui, combien de visites au cours des 12 derniers mois ?
extérieurs a I'élevage sur le site au cours des 12 derniers mois ? Sivous ne vous rappelez plus, merci d'inscrire "999"
5 Non O Oui, de personnes (J Oui, de chiens Visites de personnes -
extérieures extérieurs exterieures
Visites de chiens extérieurs C
!; - ECOLE 2
REPUBLIQUE E R\ NATIONALE QCQLG @ '.
FRANCAISE VETERINAIRE ﬂQ{I,OOOl?
Liberté & veterinaire
Loy ALFORT N | oubose anses
Fraternité .
Possédez-vous du matériel de nettoyage dédié spécifiquement pour chaque zone ?
O Oui O Non O Je n'ai pas de zones dans mon élevage

Comment réalisez-vous le nettoyage et la désinfection de vos locaux ?
() J'utilise un produit 2 en 1 que j'applique en une fois (O Je nettoie, je rince puis je désinfecte en 3 étapes distinctes
() Je mélange le détergent et le désinfectant dans le méme seau () Je réalise uniquement un nettoyage

Utilisez-vous un produit pour la désinfection de vos locaux ?

O Oui O Non
Veuillez indiquer dans le tableau ci-dessous leur fréquence d'utilisation :
Veuillez-vous assurer de suivre 'ordre des produits tels que vous l'avez listé a la question précédente
Merci d'indiquer dans le tableau ci-dessous le nom du/des (ex. Produit1 doit correspondre & Produit1 listé précédemment)
produits utilisé/s : Une fois par 1 a 2 fois par 1 a 2 fois par Ne se
jour semaine mois rappelle plus
Produit 1 | | Produit 1 O O o) O
Produit 2 | | Produit 2 O 0 0 O
Produit 3 | | Produit3 O O O o)
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. ECOLE . &
REPUBLIQUE E + école

FRANGAISE ) VETERINAIRE env ‘U&?{ﬂ%ﬁe S
Liberté

Fgalité | ALFORT \ toulouse a n S e S

Fratermité

D'ou provient I'eau utilisée pour abreuver les chiens ?
(J Réseau communal

O Puits

() Eau de pluie

O Autre

Si 'Autre' précisez :

Les chiens peuvent-ils entrer en contact avec les aux usées ?

O Oui O Non O Je ne sais pas

Que faites-vous des fetus avortés et des chiots mort-nés ?

() Elimination par une entreprise spécialisée () Compost
(O Enfouissement O Autre

() Déchets ménagers

Si 'Autre' précisez :

REPUBLIQUE ¢école &
FRANCAISE ‘ < } Ug,';%’}'ﬁ'.ﬁg env+ ‘ notionale v

ALFORT Gemae  anses

FEgalité
Fraternité

Le personnel utilise-t-il systématiquement des équipements de protection lorsqu'il manipule des produits de la mise-bas (annexes foetales,
avortons...) ?

() Non () Oui, blouse a usage unique
() Oui, gants () Oui, blouse réutilisable
(0 Oui, surchaussures [ Oui, visiere

Possédez-vous un lave-mains directement dans la zone de mise-bas ?

O Oui O Non

Si vous avez-des remarques a faire concernant la biosécurité, merci de les inclure ici :

Merci pour votre participation !
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Annexe 2 : Brochure d’un des tests
sérologiques utilisé par I’Anses
(technique du LFIA)

“lest de dépistage de la Brucellose
en 20 munutbes

Test immunochromatographique pour la detection semiquantitative de
I"anticorps de Brucella canis dans le sang de chien

, £] Sang total, . .
Résultat en 9 Péremptions
. X NEHUER
20 minutes temp. ambiante ; longues
sérum

C.Brucella est le micro-organisme responsable de la brucellose canine. Tous les fluides corporels sont potentiellement
infectieux, a la fois pour ’homme et pour le chien. Le signe clinique le plus fréquent de I'infection est la perte de I’embryon
chez les femelles apparemment en bonne santé, dans le dernier quart de la gestation (45-59 jours). Quand une chienne
avorte, la propagation du micro-organisme peut étre tres rapide. Malheureusement, il n’existe pas de vaccin pour la
prévention de la brucellose. Si des cas de brucellose sont détectés dans un groupe d’animaux, un chenil par exemple, la
totalité des chiens doit étre testée. Plusieurs tests doivent étre réalisés sur chaque animal, a un mois d’intervalle, pour
s’assurer que tous les chiens positifs ont été identifiés.
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Procedure de test simple

. < y )
I m )] NEGATIF

C.brucella Ab ;

. TR F Methode de
o Z R 9 o

i Sensibilité  Spécificité
référence

= = 7 - Hémoculture
a C T
L1 3] posmF
C 21
o Z N _© o

Kitvia Rapid Test Kit vs Ros

Kitvia Rapid Test Kit vs. 2-ME RSAT vs hémoculture sur
les 742 chiens d'un chenil ou C.Brucell été détectée.

Principe Plus

Sang total, Tous types
Eohant. | cerum, plasma| o™ | déchant.
2-ME RSAT Kitvia Hé I & Positif: 2 lignes |  Difficile & Simple
delecture | Négatif: 1 ligne | roeil nu
254742 2481711 118/483 >1 jour pour
(34.2%) (34.9%) (24.4%) T:e"'g:tm 20 minutes | acquisition |  Rapide
du sérum

vs hémoculture
- e =

||+ ]+

Désignation Condit.
B7RB2103 Test rapide Brucella canine 1x10

KITVIA SAS

16 chemin Perbost 31800 LABARTHE-INARD, France

ITVIA

www.kitvia.com

Page 74



ESTIMATION DE LA SEROPREVALENCE DE L’INFECTION A
BRUCELLA CANIS DANS LES ELEVAGES CANINS ET
DESCRIPTION DE FACTEURS D’EXPOSITION A L’AGENT
PATHOGENE

AUTEUR : Léa Mathilde TROUVE

RESUME :

La brucellose canine est une maladie infectieuse causée par le coccobacille Brucella canis,
dont I'espéce canine est le réservoir naturel. Cette maladie est a I'origine de troubles de la
reproduction mais aussi de signes cliniques non spécifiques chez le chien, c’est également
une zoonose. Elle présente donc un impact économique et sanitaire non négligeable, en
particulier dans les élevages canins. Cette maladie, jusqu’alors peu présente en Europe de
'Ouest, semble s’étendre depuis I'épidémie de covid-19 et 'augmentation des importations
de chiens provenant d’Europe de I'Est, sans que I'on connaisse exactement sa situation
épidémiologique en France. L’objectif de notre étude était donc d’essayer d’en savoir plus
sur la situation épidémiologique de la brucellose canine dans les élevages canins frangais.

Aprés une étude bibliographique permettant de dresser un état des lieux des
caractéristiques de la maladie ainsi que des données épidémiologiques actuelles, nous
avons mené une premiere étude expérimentale dans laquelle nous avons recherché
l'infection a B. canis parmi les chiens de 15 élevages canins frangais volontaires pour
participer a cette étude, entre octobre 2022 et décembre 2023. Les facteurs d’exposition a B.
canis étaient étudiés par l'intermédiaire d’un questionnaire que nous avons fait remplir aux
éleveurs. Dans une seconde étude, nous avons recherché la présence de B. canis au sein
de 390 échantillons de sérum de chiennes suivies au service de reproduction de I'EnvA,
entre mai 2022 et aolt 2023.

Nous avons ainsi obtenu, parmi les 15 élevages volontaires, un taux de séropositivité de
33,3 % et un cas de contamination confirmé. Parmi les 390 échantillons de sérum de
chiennes suivies au service de reproduction de I'EnvA, nous avons trouvé un taux de
séropositivite de 1,0 %. Ces résultats nous ont permis de confirmer qu’il y avait trés
probablement une présence de la brucellose canine au sein des élevages canins frangais.
De plus, aprés analyse des questionnaires, nous nous sommes apergus que cette maladie
était inconnue d’une grande partie des éleveurs et que la plupart d’entre eux ne respectaient
pas les recommandations en termes de conduite d'élevage et de biosécurité, ce qui
constituait un risque non négligeable d’'introduction et de propagation de la brucellose canine
dans leurs élevages.

Une étude prospective, avec un plus grand nombre d’élevages canins recrutés, serait
intéressante pour compléter ce travail de thése, de méme que la mise en place d’une étude
de séroprévalence a plus large échelle. Ce travail a également souligné I'importance de
standardiser les protocoles de diagnostic de la brucellose canine entre les différents
laboratoires de référence.
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ESTIMATION OF THE SEROPREVALENCE OF INFECTION DUE TO
BRUCELLA CANIS IN DOG BREEDINGS AND DESCRIPTION OF
EXPOSURE FACTORS TO THE PATHOGEN

AUTHOR: Léa Mathilde TROUVE
SUMMARY:

Canine brucellosis is an infectious disease caused by the coccobacillus Brucella canis, for
which the canine species is the natural reservoir. This disease causes reproductive problems
as well as non-specific clinical signs in dogs, and is also a zoonosis. It therefore has a
significant economic and health impact, particularly on dog breedings. This disease, which
until now has not been very prevalent in Western Europe, seems to have spread since the
covid-19 epidemic and the increase in imports of dogs from Eastern Europe, although the
exact epidemiological situation in France is not known. The aim of our study was therefore to
find out more about the epidemiological situation of canine brucellosis in French dog
breedings.

Following a literature review to provide an overview of the characteristics of the
disease and current epidemiological data, we conducted an initial experimental study in
which we looked for B. canis infection in dogs from 15 French dog breedings that
volunteered to take part in the study, between October 2022 and December 2023. Exposure
factors to B. canis were studied by means of a questionnaire that we had breeders complete.
In a second study, we looked for the presence of B. canis in 390 serum samples from bitches
monitored at the EnvA breeding department between May 2022 and August 2023.

Among the 15 volunteer breedings, we obtained a seropositivity rate of 33.3% and
one confirmed case of contamination. Among the 390 serum samples from bitches monitored
in the EnvA breeding department, we found a seropositivity rate of 1.0%. These results
enabled us to confirm that canine brucellosis was very likely to be present on French dog
breedings. Furthermore, after analysing the questionnaires, we realised that this disease was
unknown to a large proportion of the breeders and that most of them did not comply with the
recommendations in terms of husbandry and biosecurity, which constituted a significant risk
of introducing and spreading canine brucellosis on their breedings.

A prospective study, with a larger number of canine breedings recruited, would be an
interesting complement to this thesis work, as would the implementation of a seroprevalence
study on a larger scale. This work has also highlighted the importance of standardising
diagnostic protocols for canine brucellosis between the various reference laboratories.
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