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INTRODUCTION

La paratuberculose, désignée comme la maladie de Johne, ou bien encore entérite
chronique hypertrophiante, est une maladie enzootique contagieuse due a une mycobactérie :
Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (Map).

L’évolution clinique se caractérise par sa chronicité sur le plan individuel : une entérite
granulomateuse, provoquant une diarrhée incoercible cachectisante malgré un appétit
conservé, et se terminant inéluctablement par la mort.

L’entérite, caractérisée d’un point de vue macroscopique par I’épaississement de la
muqueuse, est associée a une malabsorption des protéines et des nutriments essentiels, puis au
stade terminal, a des pertes protéiques majeures ; les mycobactéries peuvent étre excrétées
pendant de longues périodes (de 1 a 5 ans), avant méme 1’apparition des signes cliniques.

En 1826, D’Aroval (Cottereau P., 1970) rapporta une forme particuliére d’entérite
associée a une diarrhée chronique chez les bovins ; puis en 1881, Hansen et Nielsen notérent,
sur des bovins morts a la suite de diarrhée chronique, un épaississement de la muqueuse
intestinale qui n’avait jamais été décrit jusqu’alors.

C’est en 1895, que deux scientifiques allemands, H.A. Johne et L. Frothingham firent
une description clinique et nécropsique de la maladie ; ils isolérent un bacille acido-alcoolo
résistant a la coloration de Ziehl-Nielsen, a partir de bovins atteints de diarrhée cachectisante.
Cette diarrhée chronique était associée a une inflammation granulomateuse de I’iléon. Le
bacille fut tout d’abord nommé Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae
bovis Johne.

Malgré plusieurs tentatives de culture, Bang en 1905 ne parvient pas a reproduire la
tuberculose en inoculant le bacille issu de bovin en phase de diarrhée cachectisante a des
animaux de laboratoire : il parle alors de « paratuberculose ».

En 1910, il prépare une tuberculine aviaire qui, injectée a des bovins malades,
provoque une réaction identique a la tuberculine bovine chez des bovins tuberculeux.

Cette méme année, Trowt F.W. a vérifi¢ le postulat de Koch en cultivant
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en laboratoire, en reproduisant la maladie et en

infectant du bétail expérimentalement.

Par, la suite, les nomenclatures choisies seront Mycobacterium johnei, puis
Mycobacterium paratuberculosis ; la plus récente et actuellement en cours est Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis, en 1990.

Depuis 2001, la paratuberculose est considérée par I’ Office International des
Epizooties comme une maladie d’importance globale majeure ; elle est classée dans la liste B
des maladies transmissibles (et donc considérée comme une maladie transmissible ayant une
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importance socio-économique et/ou de santé publique pour les animaux de compagnies et de
production) ; cette maladie est décrite sur tous les continents, ou elle affecte communément

les ruminants domestiques, mais également de nombreuses espéces sauvages.

La forme clinique est a I’origine de pertes économiques trés significatives en ¢levage,
avec des chutes de la production laitiére (la diminution annuelle peut-Etre estimée a 15-25%
pour une vache, notamment si les signes cliniques apparaissent juste apres le vélage, ce qui est
assez fréquent.) ainsi qu’un abattage précoce des animaux, la diminution de 1’état corporel
chez les vaches allaitantes atteintes de paratuberculose sub-clinique n’ayant pas été

parfaitement documentée.

Ainsi, aux Etats-Unis, les pertes économiques associées a la paratuberculose pour

I’industrie bovine ont été estimées a 200 millions de dollars chaque année.

Mais la paratuberculose souléve aussi d’autres questions : bien que non répertorié¢
parmi les agents zoonotiques, Map est suspecté d’étre un des agents responsables de la
Maladie de Crohn chez ’homme, maladie affectant environ 5 personnes sur 100 000 dans les
pays développés. La lutte contre la paratuberculose pourrait donc avoir un enjeu économique

et sanitaire majeur.

Le but de ce travail est de rassembler les données bibliographiques concernant
I’épidémiologie de la paratuberculose des ruminants domestiques, ainsi que les méthodes
diagnostiques permettant de mettre en évidence I’infection, principalement au laboratoire. A
partir de ces données, nous évaluerons et ferons la synthése des mesures de controle et de
prévention a proposer dans les élevages bovins en France.
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|. EPIDEMIOLOGIE DE LA PARATUBERCUL OSE

.1. Epidémiologie descriptive

[.1.1. Espéces cibles

[.1.1.1. Animales

[.1.1.1.1. Ruminants et pseudo-ruminants

La paratuberculose clinique a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map)
est trés fréquemment recensée chez les ruminants domestiques : bovins (de races laitiére ou
allaitante), ovins (1a aussi de races laitiére ou allaitante), caprins, ainsi que chez les cerfs
d’élevage. La paratuberculose a été¢ décrite pour la premiére fois en France chez des moutons
en 1935 par Thierry et Getas, et chez des chevres par Cotterreau et Poulenard en 1964.

En outre, la forme clinique est également décrite chez les ruminants et pseudo-
ruminants sauvages : ¢’est notamment le cas chez le cerf (Cervus elaphus), (Chiodini, R. J. et
al. 1983), le chevreuil (Capreolus capreolus) (Robino, P. et al. 2002), le bison (Bison Bison)
(Buergelt, C.D. et al. 2000) ainsi que chez I’¢lan (Alces alces) (Manning, E.J.B et al. 2003) de
maniére courante.

On peut considérer que Map a été mis en évidence chez un large éventail d’espéces
(lama, buffle, yack ou bien encore chez le chameau) représentant pratiquement 1’ensemble des
espéces de pseudo-ruminants et de ruminants, exception faite des girafes (Manning, E.J.
2001).

De plus, chez les espéces de ruminants sauvages, il est a noter que les 1ésions majeures
et les signes cliniques décrits sont identiques a ceux observés chez les bovins ou les ovins
domestiques ; 1’infection est pour elles aussi, 1étale a plus ou moins long terme (Williams,
E.S. etal. 1979 ; Buergelt, C.D. et al. 2001b).

Map est caractérisé par 1’existence de 2 souches dont les phénotypes sont différents.
Elles sont désignées comme la souche ovine d’une part, la souche bovine d’autre part, car ces
souches sont caractérisées par une certaine spécificité d’hdte, mais également un caractere
pathogene différent. Elles ont des propriétés culturales différentes, les souches ovines étant
tres difficiles a isoler.

Bien que les bovins soient réceptifs aux deux souches, ils sont moins souvent infectés
par la souche ovine. Au contraire, les ovins sont infectés dans la plupart des cas par une
souche ovine. Les caprins contractent le plus souvent la souche bovine, plus rarement la
souche ovine.

D’un point de vue du génome, la souche ovine possede de larges délétions par rapport
a la souche bovine (Marsh, I.B. et al. 2006). Toutefois, et contrairement aux hypothéses
antérieures, la souche ovine n’est pas un intermédiaire entre Mycobacterium avium subsp.
avium et Map (lien phylogénétique restant a définir).

En outre, a I’heure actuelle, la présence ou non de certaines séquences génétiques ne
permet pas d’expliquer totalement les différences phénotypiques observées.
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[.1.1.1.2. Non — ruminants

1.1.1.1.2.1. Espéces sauvages répertoriées

Parmi les autres espéces de non-ruminants cotoyant des ruminants d’élevage, la
présence de Map a pu étre démontrée chez plusieurs espeéces; au premier plan
épidémiologique se situe le lapin (Oryctolagus cuniculus) et le li¢vre (Lepus europaeus), ainsi
que leurs prédateurs naturels (notamment les renards (Vulpes vulpes), hermines (Mustela
erminea) (Beard, P.M. et al. 2000), belettes (Mustela nivalis) et blairecaux (Meles meles)).
Nous verrons pour quelles raisons ultérieurement.

Map fut également isolé a partir de prélévements tissulaires réalisés chez des rongeurs
(mulots communs (Apodemus sylvaticus) et rats surmulot (Rattus norvegicus), d’oiseaux tels
que le choucas des tours (Corvus monedula), la corneille noire (Corvus corone) ou le corbeau
freux (Corvus frugilegus) ; il I’a également été chez des primates (mandrills (Papio sphinx)
(Zwick, L.S. et al. 2002) et macaques (Macaca arctoides) (Mc Clure, H.M et al. 1987)).

[.1.1.1.2.2. Implications épidémiologiques

Bien que le caractére pathogeéne du bacille sur toutes ces especes demeure une
question ouverte, certaines lésions histologiques ont déja été répertoriées chez des lapins,
renards, hermines et corbeaux en Ecosse (Greig, A. et al. 1999).

De plus, puisque le bacille a été mis évidence chez ces especes a partir d’échantillons
fécaux et tissulaires (Corn, J.L. et al. 2005) ; ces espéces animales doivent étre considérées
comme potentiellement infectées, et non pas comme de simples vecteurs passifs a la suite de
I’ingestion de matériel contaminant.

Toutefois, dans les conditions expérimentales, 1’infection d’espéces monogastriques
par l’inoculation de grandes quantités de bacilles n’entraine pas 1’apparition de signes
cliniques, ni de mortalité. Il faut toutefois souligner la difficulté a reproduire la maladie chez
les ruminants.

L’implication de possibles réservoirs sauvages de Map dans le cycle de transmission
de la paratuberculose, et leur importance ne sont pas clairement établis a ce jour. Il n’existe
encore que peu de travaux ayant étudié leur role dans 1’épidémiologie de cette maladie.

En effet, leur role exact est difficile a définir, d’une part a cause de la trés longue
période d’incubation, et d’autre part a cause de la difficulté a distinguer celles-1a, parmi toutes
les autres sources potentielles d’infection.

Cependant, il semble indispensable dans I’avenir d’éclaircir ce point, car les ruminants
domestiques sont fréquemment en contact avec la faune sauvage et/ou leurs féces, notamment
au paturage, ou par la consommation d’aliments et d’eau contaminés par des maticres fécales,
permettant la contamination inter-especes.

Dans cette hypothése, la présence d’un réservoir sauvage ayant la capacité de

transmettre I’infection aux animaux domestiques pourrait altérer le succes des programmes de
controle de la paratuberculose. Alors que la fréquence de transmission de I’infection a des
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animaux domestiques par la faune sauvage n’a pas ét¢ documentée a ce jour, plusieurs travaux
suggerent que les animaux sauvages peuvent étre infectés a partir des animaux domestiques
(Greig, A. et al. 1999).

Ces transmissions inter-spécifiques ont été étudiées par Motiwala. (Motiwala A.S. et
al. 2004). En analysant les isolats obtenus a partir de 33 espéces animales, au total 8 souches
de Map ont pu étre différenciées par des techniques d’analyse moléculaire, indiquant une
grande fréquence de transmission entre ces especes.

Lors d’une étude menée dans des fermes d’¢élevage bovin du Wisconsin et de Géorgie
(U.S.A.), la prévalence d’animaux (mammiféres et oiseaux) infectés (identifiés par isolement
a partir de feces ou d’organe, puis confirmés par PCR 18900) oscillait entre 0 et 8,3% ; une
excrétion de bacilles fut mise en évidence chez 0,9% des animaux (Corn, J.L. et al. 2005) ; au
cours de cette étude, aucune corrélation n’a été établie entre la prévalence de 1’infection chez
les especes domestiques et celle chez les espéces sauvages.

En considérant le faible pourcentage d’animaux excréteurs parmi les espéces sauvages,
la contamination environnementale des patures par la faune sauvage semble négligeable en
comparaison de la quantité de germes disséminés par les ruminants domestiques infectés
(étant donné le nombre d’animaux infectés, la densité animale en ¢élevage et le volume de
feces contaminants produit par un ruminant infecté).

Néanmoins, cette source potentielle pourrait avoir une signification épidémiologique
pour des ¢levages ou Map était présent et a été¢ éliminé avec succes, ou bien encore dans des
fermes indemnes, localisées dans une zone ou des ruminants infectés sont présents. Dans ces
situations, les especes sauvages pourraient avoir un réle de réservoir, ou bien de vecteur de
I’infection entre les cheptels.

1.1.1.1.2.3. Voies de contamination des non-ruminants

Chez les rongeurs granivores ou omnivores, 1’isolement de Map semble pouvoir étre
reli¢ a leur présence dans des lieux ou des bovins infectés sont présents (locaux d’élevage,
abattoirs et équarissages), plutdt que par le biais d’une contamination environnementale
(Beard, P.M. et al. 2001). En effet, I’isolement de Map a été possible a partir de rongeurs
capturés dans des locaux d’abattage, tandis que pour ceux capturés a proximité du bétail, ou
sur des patures contaminées, 1’isolement fut négatif.

Pour les carnivores, tels que les renards, hermines, ou bien encore certains corvidés, la
contamination est trés certainement liée a la consommation de proies elles-mémes infectées.
En effet, ces carnivores consomment rongeurs et lagomorphes en totalité, ce qui permet
I’ingestion de tissu intestinal ou lymphoide potentiellement infecté par Map.

1.1.1.1.2.4. Cas particulier du lapin (Oryctolagus cuniculus)

1.1.1.1.2.4.1. Isolement de Map chez des lagomorphes

Historiquement, le premier isolement de Map chez un lagomorphe naturellement
infecté a été réalisé chez un lievre (Lepus europaeus) en Angleterre (Matthews, P.R.J. et al.
1977), bien que le bacille n’ait pas été complétement caractérisé.
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Des lésions attribuées a la paratuberculose furent plus tard documentées en Ecosse,
chez un lapin sauvage (Oryctolagus cuniculus) (Angus, K., 1990).

Plus récemment, la présence de Map fut confirmée par PCR 18900 et par examen
histopathologique lors de plusieurs études réalisées sur des lapins provenant de fermes situées
a I’Est de I’Ecosse ou la paratuberculose était endémique (Greig, A. et al. 1997 ; Greig, A. et
al. 1999 ; Beard, P.M. et al. 2001b).

Concernant les Iésions histopathologiques observées, une étude décrit une paroi
intestinale épaissie, et une augmentation de la taille des nceuds lymphatiques régionaux chez
trois lapins examinés (Greig, A. et al. 1997). Ces 1ésions ressemblement a celles observées
chez les ruminants infectés.

1.1.1.1.2.4.2. Contamination entre especes

La possibilité d’une transmission entre ces espeéces (plus particulierement entre les
bovins et les lagomorphes) fut démontrée par infection expérimentale : des lapins ont été
infectés a I’aide d’une souche bovine de Map. (Mokresh, A.H. et al. 1990).

De méme, des veaux ont pu étre infectés expérimentalement par une souche de Map
qui avait été isolée chez des lapins sauvages (Beard, P.M. et al. 2001). L’hypothése d’une
transmission entre ces especes est donc confirmée.

Les travaux de Greig et al. publiés en 1999 confirment cette possibilité, dans les
conditions naturelles cette fois (Greig, A. et al. 1999) : sur la base d’un typage morphologique
et génétique, il n’a pas été possible de distinguer les souches de Map isolées a partir des
bovins ou des lapins, d’une méme zone géographique, ce qui renforce 1’idée d’une
transmission fréquente entre ces especes.

1.1.1.1.2.4.3. Role épidémiologique du lapin

Etant donné qu’un ruminant en phase clinique de paratuberculose excréte plus de 10°
bacilles par gramme de féces (Whittington, R.J. et al. 2000), il est trés probable que les
herbivores sauvages (tels que les lagomorphes) partageant des patures avec des ruminants
domestiques infectés, absorbent des bacilles au moment ou ils ingerent des végétaux souillés ;
ils peuvent donc étre assez facilement contaminés.

Concernant la contamination des patures par les feces de lagomorphes, elle a été
estimée dans quatre fermes écossaises ( Hutching M.R. et al. 2002) a plus de 7000 pelotes
fécales par hectare et par jour.

Le comportement alimentaire des ruminants est tel qu’ils évitent de paturer dans les
zones ou se trouvent des déjections de carnivores (Hutching, M.R. et al.. 1997), ou leurs
propres déjections (Bao, J. et al. 1998).

A Dl’inverse, les ruminants ne présentent aucune répugnance significative vis-a-vis des
zones comportant des déjections de lapins, quelle que soit la concentration de maticres fécales
(Daniels, M.J. et al. 2001), ou le chargement en bovins ; il n’existe de plus aucun indice
indiquant que les bovins soient capables de détecter les pelotes fécales de lagomorphes.
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Ces informations suggerent donc que les ruminants qui paturent dans des parcelles ou
des lagomorphes sont présents, ont une grande probabilit¢ de consommer de I’herbe
contaminée.

De ce fait, les lagomorphes ont probablement une importance épidémiologique
supérieure a celle des carnivores (ainsi qu‘a celle des corvidés, au comportement alimentaire
de charognard) dans la dissémination de Map.

L’existence d’une transmission entre lagomorphes a également été documentée.
S’appuyant sur les différents modes de contamination connus chez les ruminants domestiques,
il a été montré que la contamination pouvait se faire de fagon horizontale (voie oro-fécale),
pseudo-verticale (via le lait, les contaminations fécales) et verticale (voie trans-placentaire)
(Judge, J. et al. 20006).

Concernant la transmission verticale, et contrairement aux bovins chez qui la
placentation est syndesmochoriale, les lagomorphes ont une placentation hémoendothéliale,
ou I’endothélium des capillaires chorioniques est en contact direct avec le sang maternel ; la
transmission transplacentaire pourrait donc étre supérieure a celle observée chez les
ruminants.

Ainsi, non seulement les lagomorphes constituent un réservoir de bacilles, mais
I’infection peut en plus persister au sein de cette espece, indépendamment des espéces de
ruminants.

Des lapins atteints de paratuberculose clinique pouvant excréter plus de 4x10° UFC
par gramme de féces (Hutching, M.R. et al. 1997), une seule pelote fécale contient donc en
théorie suffisamment de mycobactéries pour contaminer un ruminant sensible.

Il a donc été conclu que les ruminants domestiques peuvent s’infecter par 1’ingestion
d’herbe contaminée par des lapins infectés de paratuberculose.

Méme si les déjections fraiches n‘étaient pas ingérées directement par les ruminants,
cela permet une contamination du sol, de I’eau apres la décomposition des pelotes.

Le grand nombre d’especes qui peut étre infecté par Map d’une part, et leur
appartenance a des groupes phylogénétiques tres divers (lagomorphes, canidés, mustélidés,

corvidés, muridés) d’autre part, incite a s’interroger sur le caractére zoonotique de la
paratuberculose, et ce d’autant plus que des espéces de primates peuvent étre infectées.

[.1.1.2. Existe-t-il un lien avec la maladie de Crohn ?

La maladie de Crohn (MC) est une affection chez ’homme, qui est caractérisée par
une inflammation chronique du tractus gastro-intestinal ; outre un mal-étre général, les
patients montrent des douleurs abdominales, un amaigrissement et une diarrhée chronique.
Bien que I’iléon distal soit la portion le plus souvent atteinte, la maladie de Crohn peut
affecter toutes les portions du tractus digestif.

Au Royaume-Uni, la prévalence de la maladie était de 13 cas sur 100 000 personnes
en 2001, avec 3000 nouveaux cas diagnostiqués chaque année. Elle affecte typiquement les
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personnes agées de 16 a 25 ans, bien qu’elle puisse se déclarer dans I’enfance ou plus tard a
I’age adulte.

Une mutation du géene NOD2/CARDI15, située sur le chromosome 16, semble
prédisposer a la maladie de Crohn.

La protéine NOD2 est un récepteur responsable de la reconnaissance des
peptidoglycanes bactériens, et donc notamment des mycobactéries ; ainsi, une activité altérée
de ce récepteur (notamment suite a une mutation génétique du gene NODZ2) engendre une
détérioration de la réponse immunitaire contre les mycobactéries, et facilite leur incorporation
intracellulaire. La sensibilité aux infections bactériennes intestinales, notamment
intracellulaires, est alors augmentée. La proportion de cas attribuée a une mutation de ce geéne,
est comprise entre 15 et 25%, ce qui suggere 1’existence d’autres facteurs causals importants
(Newman, B. et al. 2003).

Bien que d’importance supposée moindre, d’autres variations génétiques, présentes sur
divers genes, semblent également prédisposer a la MC.

Toutefois, il faut 1a aussi noter que la proportion des cas attribuée a 1’ensemble des
alléles connus, qui entrainent une sensibilité accrue a la MC, reste inférieure a 30% (Hampe,
J. etal.2007).

Nous pouvons ici dresser une liste non exhaustive des geénes identifiés :
- DLG5 (Stoll, M. et al. 2004)
- ABCB1, aussi connu comme MDR1 (Brant, S.R et al. 2003)
- CARD 4, aussi connu comme NOD1 (Mc Govern, D.P. et al. 2005)
- TNFSF15 (Yamazaki, K. et al. 2005)
-1L23R (Duerr, R.H. et al. 2006)
- PHOX2B, NCF4 et FAM92B (Rioux, J.D. et al. 2007)
- ATG16L1 (Hampe, J. et al. 2007 ; Rioux, J.D. et al. 2007) ; situé sur le chromosome 2, il
code pour une protéine exprimée dans les cellules épithéliales intestinales. Il appartient a une
famille de geénes impliquée dans 1’autophagie, en régulant la dégradation protéique dans les
lysosomes, la présentation antigénique, 1’organisation des messages entre cellules et autres
¢tapes essentielles a I’initiation et a la régulation de la réponse inflammatoire.
- IRGM (gene permettant d’induire 1’autophagie, et notamment le contréle de Mycobacterium
tuberculosis au sein des macrophages humains), situé sur le chromosome 5, NKX2-3 et
PTPN2 (Parkes, M. et al. 2007).

Il est important de souligner que les mutations des génes considérés comme les plus
importants en terme de risque pour la MC (en gras dans le texte, principalement NOD?2,
IL23R, ATG16L1 et IRGM), engendrent chez 1’hote une altération de la réponse immunitaire
précoce. Cela renforce 1’hypothése selon laquelle la réponse immunitaire de I’hote joue un
role majeur dans 1’établissement de la Maladie de Crohn.

Ainsi, la maladie de Crohn est considérée comme une affection dont 1’étiologie est
complexe et multifactorielle, associant des facteurs de prédisposition génétique, et des
facteurs environnementaux (agents infectieux, facteurs alimentaires ou tabagisme), ainsi que
des anomalies de la réponse inflammatoire.
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Comme nous I’avons vu précédemment, Map posséde un pouvoir infectieux et
pathogene chez de trés nombreuses especes animales, notamment des primates non-humains.
D’autre part, il ne faut pas négliger le fait que plusieurs autres mycobactéries pathogénes
(notamment Mycobacterium bovis, agent de la tuberculose) sont des zoonoses avérées.

L’association possible entre Map et la maladie de Crohn a été suggérée pour la
premiére fois en 1913, sur la base des similitudes cliniques, 1ésionnelles et épidémiologiques.

De nombreux ¢éléments viennent étayer la possible implication de Map dans la maladie
de Crohn :

- Chez des patients atteints de la maladie de Crohn, I’ADN de Map a été détecté dans
plus de 90% des cas par PCR, dans 70% des cas par hybridation in-situ (Sechi, L.A. et
al. 2001) et ’ARN de Map a ¢été mis en évidence par RT-PCR dans 100% des cas
d’une autre étude (Mishina, D. et al. 1996).

- Map a été isolé a partir de lait humain (Naser, S.A. et al. 2000), de feces, de tissu
intestinal et de sang périphérique chez des patients atteints de maladie de Crohn.

- Les tests sérologiques spécifiques de Map (méthode ELISA) sont plus souvent
positifs, de manicre significative, chez les patients atteints de la maladie de Crohn que
chez les individus contréle (Collins, M.T. et al. 2000b). Mais cela n’a été démontré
que par une seule étude.

- De plus, une antibiothérapie ciblant les bacilles de Map (association de rifabutine,
clarithromycine et clofaximine pendant une durée de 17 a 54 mois) chez des patients
atteints de la maladie de Crohn a permis une diminution des signes cliniques associés
a la maladie chez de nombreux patients, voire la rémission de celle-ci (sans toutefois
empécher les rechutes).

Toutefois, il est trées important de souligner que le réle de Map dans 1’étiologie de la
MC est fortement controversé. Est-il 'un des agents causals de ce syndrome, ou bien est-ce
qu'une affection non encore identifiée permettrait a Map d’infecter I’intestin de facon
secondaire, et provoquerait entre autres les bactériémies détectées ?

Certaines études contestent ainsi 1’importance étiologique de Map dans la maladie de
Crohn.

C’est notamment le cas de I’étude réalisée par Bernstein et al., qui travaille sur les
intéractions entre le statut NOD-2 et la réponse sérologique contre Map, dans le cas des
maladies inflammatoires de I’intestin, dont fait partie la MC (Bernstein, C.N. et al. 2007).

Les données ont ét¢ obtenues a partir de 182 patients atteints de la maladie de Crohn,
105 patients atteints de colite ulcérative, et 295 personnes en bonne santé. Pour chaque

individu, le génotype NOD-2, ainsi qu’une sérologie indirecte pour Map ont été réalisés.

37 % des patients atteint de MD ont une ou plusieurs mutations sur le g¢cne NOD-2
(contre 14 % parmi le groupe contrdle, P< 0,001) ; les hétérozygotes pour la(les) mutation(s)
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ont un risque trois plus €élevé de déclarer une MC, les homozygotes (double-mutant) pour ces
mutations ont un risque 30 fois plus élevé.
Une mutation sur le géne NOD-2 prédisposerait effectivement a la MC.

Parmi cette méme population, la séroprévalence pour Map était de 35%, sans aucune
différence significative parmi les patients atteints de MC, de colite ulcéreuse ou parmi les
controles.

En outre, aucune intéraction n’a ét¢é mise ne évidence entre une (ou plusieurs)
mutation(s) concernant NOD-2 et le statut sérologique pour Map.

En conclusion de cette étude, il n’a été mis en évidence aucune intéraction entre le
génotype NOD-2 et le statut sérologique pour Map, en relation avec la maladie de Crohn, ni
entre Map et la maladie de Crohn. Toutefois, cette étude ne rejette pas totalement le lien entre
Map et la MC, mais relativise I’importance donnée (en terme de facteur de risque) a cette
intéraction.

Les facteurs de risque retenus par les auteurs pour la MC sont une ou plusieurs
mutation sur le géne NOD-2, le fait d’avoir fumé (méme occasionnellement), ainsi que
I’existence d’un historique familial concernant les entérites inflammatoires.

Tableau 1: Analyse desfacteursderisgue pour les sujetsatteints de M C, en comparaison aux suj ets
sains (Bernstein, C.N. et al. 2007) :

Facteur derisque Odd-Ratio Pvalue | Intervallede confiance a 95%
Porteur de mutation NOD-2

(oui vs. non) 3,52 <0,001 2,19-5,66

Sgrol qg|e_M ap (séropositif vs. 1,08 0,74 0,69 — 166
seronégatif)

Fumeur (dgavs. jamais) 1,99 0,001 1,30-3,02
_Hlstonque f_am_|l|al d_e maladie 227 0,01 1,20 4.28
inflammatoireintestinale

Dans I’hypothése ou Map aurait un lien avec la MC, quelles sont les voies de contamination ?

- Des bacilles de Map viables peuvent étre excrétés dans le lait, alors que 1’efficacité de
la pasteurisation en routine est mise en doute (cet aspect sera abordé ultérieurement) ;
de plus, de nombreux fromages sont fabriqués a partir de lait, de brebis ou de vache,
non pasteurisé

- La présence de Map a ¢été détectée dans I’eau potable de plusieurs réseaux

d’adduction municipaux (Mishina, D. et al. 1996) ; il est résistant aux traitements
chlorés usuels.
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- Les autres voies de contamination plausibles sont la viande de ruminants
insuffisamment cuite, infectés par Map, ou souillée par des maticres fécales
infectieuses a 1’abattoir.

Ainsi, a I’heure actuelle, les avis scientifiques sont partagés ; de toutes évidences, les
données disponibles ne suffisent pas a prouver, ou bien a réfuter définitivement, 1’hypothése
selon laquelle Map est en partie responsable de la maladie de Crohn, mais elle demeure
possible et vraisemblable.

En des termes plus neutres, nous pouvons, a I’heure actuelle, dire que dans certains cas
Map est associ¢ a la maladie de Crohn chez I’homme, sans toutefois indiquer tout lien de
causalité. Mais quelle que soit la ou les étiologies qui seront indentifiées, les bactériémies a
Map détectées doivent étre traitées dans ces cas, et évitées dans tous les cas.

Cette possibilité renforce d’autant la nécessité de contrdler la paratuberculose chez les

ruminants. En 1’absence de maitrise 1’enjeu économique et sanitaire pourrait étre majeur
dans les prochaines années.

1.1.2. Répartition de la paratuberculose

Quel que soit le pays concerné, la paratuberculose n’est pas une maladie a déclaration
obligatoire, les données épidémiologiques disponibles ne sont donc que parcellaires.

[.1.2.1. Répartition dans 1’espace

La répartition géographique de la paratuberculose n’est pas connue de maniére précise,
ni son importance réelle dans les zones endémiques. Et ce sans méme tenir compte des
différences entre prévalence réelle et apparente, en raison des techniques de dépistage, ou de
diagnostic, qui se révelent trés imparfaites.

1.1.2.1.1. A I’échelle mondiale

La paratuberculose est présente sur tous les continents, mais semble concerner plus
particuliérement I’Europe (dans la partie septentrionale du continent, c'est-a-dire la Grande-
Bretagne, les Pays-Bas (53 % des cheptels bovins sont considérés séropositifs, avec 2,6% des
bovins (Van Schaik, S.J. et al. 2003)), la Belgique, les pays scandinaves et la France) et
I’ Amérique du Nord (21, 6% des cheptels bovins considérés séropositifs, avec 3,4% des
bovins (Wells, S.J. et al. 2000)) .

Par exemple en Inde, I’incidence de la paratuberculose est estimée comme variant
entre 2 et 18%.

Dans d’autres pays européens tels que la Suisse, la prévalence est inférieure a 0,1%.
La paratuberculose ovine est également présente en Nouvelle-Zélande, mais aussi en

Australie (premier cas diagnostiqué en 1980) ; elle continue de s’y propager trés rapidement
malgré les mesures de lutte qui ont été instaurées.
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La prévalence de cette affection est trés variable selon les pays, et trés probablement
largement sous-estimée (manque d’enquétes a grande échelle, méthodes de diagnostic et de
dépistages employés, volonté de dissimuler la présence de cette affection a des fins
commerciales).

1.1.2.1.2. A I’échelle de la France

Historiquement, le cantonnement a certains bassins de production était expliqué par la
nature des sols (acide), la gestion des élevages, et peut-étre certaines prédispositions
génétiques.

Actuellement, la maladie peut-étre considérée comme relativement ubiquiste, méme si sa
fréquence varie d’une zone géographique a I’autre.

1.1.2.1.2.1. Répartition de la paratuberculose des bovins en France

. Nombre d'analyses annuelles
> 1000
. Nombre d'analyses annuelles
entre 500 et 1000
. MNombre d'analyses annuelles
entre 100 et 500

Nombre d'analyses annuelles
<100

¥ Nombre d'analyses non communiguées
’ mais présence d'un plan de maitrise

Pas d'informations disponibles

Figurel : répartition du nombre de contrdles annuels en France (sources ADILVA 1998 e¢ FNGDSB
2000)

En France (Données recueillies en 2002 ; Figure 1 ; Vialard, J. 2002) les zones ou la
paratuberculose bovine est la plus fréquente sont la Bretagne, la Normandie et le Massif
Central, qui sont des foyers historiques de la paratuberculose en France, ainsi que les Pays de
Loire, la région Rhone-alpes et le quart Sud-ouest de la France.

La paratuberculose est considérée comme préoccupante dans 60% des départements.
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En 2001, d’un point de vue global, la proportion de troupeaux atteints varie de 0,02 a
4,5% selon les départements ; ces chiffres étant trés probablement en progression (Repiquet,
D., 2001). Selon les mémes sources, au niveau individuel, 2,5% des bovins francais (tant
allaitants que laitiers) seraient excréteurs.

1.1.2.1.2.2. Répartition de la paratuberculose des petits ruminants en France

La répartition francaise de la paratuberculose chez les petits ruminants est plus
confidentielle encore ; elle a fait I’objet d’une enquéte FNGDS en octobre 2004 (PETIT, H.
20006).

Les cartes de répartition, chez les ovins et chez les caprins, sont respectivement
présentées aux Figures 2 et 3.

Figure?2: répartition de la paratuber culose ovine en France
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Lors de cette enquéte, 43 % des départements déclarent n’avoir aucune information sur
la paratuberculose chez les ovins ; il en est a peu prés de méme chez les caprins (37% des
départements ne peuvent pas fournir d’information), les autres affirmant 1’aspect incomplet de
leurs connaissances.

Pour I’espece ovine, selon la répartition des cas connus, la maladie ne semble pas
prépondérante au nord d’une ligne Bordeaux-Lyon. En revanche, la plupart des départements
du sud susceptibles d’avoir des informations y sont confrontés, avec des taux qui dépassent
parfois 10% des cheptels.

En croisant cette carte avec celle des effectifs ovins (les principales régions de

production ovine étant situées dans le grand Ouest, le Centre et le Sud-Ouest), un impact
économique majeur est probable pour tout le bassin ovin du sud-ouest de la France.
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Figure 3 : répartition de la paratuber culose caprine en France
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Concernant 1’espéce caprine, les forts pourcentages de cheptels infectés mis en
¢vidence en Bretagne et en Normandie illustrent trés certainement une meilleure connaissance
de la prévalence de cette maladie dans ces départements (plusieurs campagnes de dépistage
généralisé ayant été¢ mises en ceuvre dans ces régions), plutdt qu'une sensibilité a la maladie
plus élevée dans cette espece (ce fait n’aurait pas été documenté dans la littérature).
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La répartition des cas apparait trés différente de celle observée pour les ovins : a
I’exception de I’extréme Nord, la maladie semble quasiment ubiquiste en France, avec un
petit nombre de cas signalés dans la plupart des départements susceptibles de posséder cette
information.

En Bretagne, en Normandie et en Corse, les pourcentages de cheptels infectés sont nettement
plus élevés, allant jusqu’a 65 % en Corse.

Le croisement de cette carte avec celle des effectifs caprins (les principales régions de
production caprine étant le Poitou-Charentes, la Vendée et le couloir Rhodanien), montre que
la maladie est signalée dans tous les départements des principaux bassins de production.

Toutefois, pour ces deux espéeces, les pour centages de cheptels reconnus infectés
par Map ne doivent en aucun cas étre assimilés a la prévalence. Compte tenu des
données tres incompletes (notamment en raison de |'absence de recensement
systématique des cas), ils sont probablement en deca de la réalité et ce, , dans une assez
forte proportion.

La paratuberculose est donc actuellement fortement sous-diagnostiquée chez les petits
ruminants, et les chiffres actuellement disponibles ne reflétent au mieux que la « partie
émergée de I’iceberg ».

1.1.2.2. Evolution dans le temps

Dans un élevage, la paratuberculose apparait quelquefois aprés I’introduction d’un
animal infecté. Cependant, du fait de la durée d’incubation de la maladie, qui est comprise
entre quelques mois a plusieurs années le plus souvent, le lien entre ’arrivée de 1’animal
infecté dans le troupeau et ’apparition de la maladie est souvent difficile a établir.

A T’intérieur d’un cheptel, I’évolution est généralement lente. La maladie apparaissant
d’abord sous forme sporadique avant de devenir trés souvent enzootique.

Le taux d’infection dans un troupeau peut aller jusqu’a 70%, le nombre d’animaux en
phase clinique de paratuberculose dépassant rarement 10% (entre 3 et 5 % par an en moyenne,
voire un peu moins).

I1 est estimé que 5 a 10 % des infectés latents développent une forme clinique sévere.

Au sein d'un cheptel atteint de paratuberculose, les animaux peuvent étre
répartis dans quatre catégories:

- animaux sains, non infectés mais exposés

- animaux infectés non excr éteur s (asymptomatiques)

- animaux infectés excréteurs (asymptomatiques), ces animaux ne pouvant étre
détectés que par des examens de laboratoire

- animaux malades, en phase clinique de paratuber culose
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1.1.2.2.1. Effet de la saison sur la maladie et son expression

Pour le dépistage de la paratuberculose, il est nécessaire de savoir si la réponse
sérologique de I’animal est stable et identique au cours du temps ou s’il existe un effet saison,
qui ne doit pas étre confondu avec le stade physiologique de 1’animal (dans le cadre de mises-
bas groupées par exemple).

Aucun effet de la saison sur la proportion de bovins séropositifs pour Map (méthode
ELISA) n’a été mis en évidence.

De méme, aucun lien n’a été mis en évidence entre la température extérieure et le taux
d’excrétion de Map dans les matiéres fécales (Strickland, S.J. et al. 2005).

.2. Epidémiologie analytique

1.2.1. Sources de contamination et mati€res virulentes

1.2.1.1. Sources de contamination

Les sources de contamination de la paratuberculose sont majoritairement des sources
animales, et principalement les animaux infectés et excréteurs; les sources de maticres
virulentes sont ainsi représentées par :

- les animaux cliniquement malades

- les animaux infectés asymptomatiques qui peuvent é&tre excréteurs de bacilles

paratuberculeux. Cette excrétion peut débuter jusqu’a un a deux ans avant I’apparition
des premiers symptomes).

Toutefois, nous verrons que l’environnement (et la faune sauvage comme décrit
précédemment) peut dans certains cas jouer un role épidémiologique non négligeable, étant
donné les capacités de résistance, et la persistance du bacille de la paratuberculose.

Comme nous 1’avons mentionné auparavant, il existe une certaine spécificité¢ d’espece
pour les souches de Map, en particulier pour les souches ovines. Cependant, les
contaminations entre espéces ont ¢ét€ décrites a plusieurs reprises, et reproduites
expérimentalement entre ruminants domestiques, que ce soit au pré ou a I’étable. Cette
transmission ne s’accompagne pas forcément de manifestations cliniques mais peut jouer un
role non négligeable sur le plan épidémiologique.

[.2.1.2. Matiéeres virulentes

Les matieres virulents sont principalement constituées par les matic¢res fécales, qui
contiennent de 10 & 10" UFC/g de féces, selon le stade évolutif de la maladie chez les
ruminants.

Le bacille a pu étre également isolé¢ dans le colostrum et dans le lait. Il faut souligner
que le role épidémiologique des sécrétions mammaires est particulierement important dans la
mesure ou elles sont distribuées de manicre répétée aux jeunes animaux qui sont les plus
réceptifs.

Différentes études ont mis en évidence (cf. infra) 1’existence d’une excrétion du bacille
paratuberculeux dans le sperme, méme en 1’absence d’excrétion fécale. Cependant la dose
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infectieuse est probablement insuffisante pour infecter la femelle saillie ou inséminée par voie
génitale.

Le transfert embryonnaire a également été¢ évoqué parmi les facteurs de risque de
transmission de la paratuberculose, nous en discuterons ultérieurement (paragraphe

12.3.2.2.3.).

1.2.2. Facteurs de réceptivité de la paratuberculose des ruminants domestiques.

L’incidence de la forme clinique est maximale chez les jeunes adultes, aprés la
premiére mise bas, voire la seconde (phénomeéne particuliérement observé dans les cheptels
laitiers).

Les animaux s’infectent trés majoritaiement durant les premiers mois de vie;
néanmoins les signes cliniques ne sont habituellement observés qu’a I’age adulte, a la suite
d’une longue période d’incubation de la maladie.

En effet, les animaux sont plus réceptifs entre 1’age de zéro a six mois, en raison de la
structure morphologique du systéme immunitaire digestif, de la moindre réponse cellulaire du
jeune et des conditions physico-chimiques favorables au sein du tube digestif.

La contamination d’un animal adulte est possible si la pression d’infection est
particuliérement forte; mais en raison de la durée d’incubation et d’une réceptivité plus faible,
ces animaux ne développent que rarement la forme clinique. Ils peuvent cependant excréter le
bacille a un niveau détectable, par coproculture par exemple.

1.2.2.1. Implication du systéme immunitaire

Chez le jeune, la plus grande réceptivité a I’infection est notamment due a deux parameétres :

- D'immaturité du systéme immunitaire, ayant pour conséquence des capacités de

défense inférieures a celles de 1’adulte

- le nombre de plaques de Peyer plus élevé qu’a 1’age adulte

- de plus, la présence d’anticorps maternels (principalement dans le colostrum, mais

aussi le lait) pourrait favoriser la capture des mycobactéries par les cellules M des
plaques de Peyer dans I’intestin. Nous verrons ultérieurement que le passage de Map
dans le lait ou colostrum tend de plus a augmenter I’infectiosité du bacille (paragraphe
[.2.3.4.5)).

Chez I’adulte, I’apparition des signes cliniques en péri-partum immédiat chez un animal
préalablement asymptomatique (voire ayant montré une diminution des signes cliniques au
cours de la lactation précédente), s’explique en partie par la dépression immunitaire observée
a cette période (plus marquée pour I’immunité a médiation cellulaire).

1.2.2.2. Conditions physico-chimiques au sein du tube digestif

Comme nous le verrons par la suite, la principale voie de contamination chez le jeune
pré-ruminant est la voie orale.

Les germes-atrivent directement dans la caillette chez le jeune (grace au mécanisme de
fermeture de la gouttiére oesophagienne), alors qu’ils s¢journent dans le rumen chez I’adulte.
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Or, dans le rumen, les conditions sont peu favorables a la survie et a la multiplication
de Map: pH de 6 a 8, conditions anaérobies, dilution dans le flux ruminal, présence d’une
faune et d’une flore de compétition.

Ceci explique en partie la moindre sensibilité des adultes. En effet, le pH plus élevé et
I’absence de protéine transporteuse de fer, nécessaire au métabolisme de Map pour assurer sa
survie, diminue les capacités a infecter 1’animal.

Au contraire chez le jeune pré-ruminant, le pH est compris entre 2 et 4, et la flore
bactérienne n’est pas encore établie ; la réaction inflammatoire ainsi provoquée recrute des
macrophages qui peuvent céder aisément de la lactoferrine — molécule chélatrice de fer — qui
est présente dans le lait, permettant ainsi le métabolisme des mycobactéries.

1.2.2.3. Prédisposition génétique

Toutes les espéces et races de ruminants sont réputées sensibles. Toutefois la
possibilité d’une prédisposition génétique a souvent été évoquée, que ce soit dans les especes
bovines ou ovines. Elle pourrait ainsi permettre d’expliquer une partie de la différence
d’incidence en fonction des régions d’¢élevage

Cependant d’autres facteurs peuvent intervenir. Un niveau de performance élevé (races
laitieres par exemple) peut se traduire par une moindre résistance de 1’animal tant au moment
de I’infection qu’au moment de I’expression clinique de la paratuberculose.

L’influence et/ou la prédisposition génétique ont été étudiées par différents auteurs,
que ce soit chez des bovins ou des ovins.

Ce phénomene, si il se confirmait, serait d’autant plus important a exploiter dans le
cadre de la paratuberculose, que la maladie est incurable, et qu’il n’existe aucun vaccin
complétement efficace a ce jour.

Concernant les bovins, trois études portent notamment sur I’héritabilité de la
sensibilité a I’infection par Map.

Dans une premicre étude, basée sur une estimation post-mortem des carcasses,
I’héritabilité fur estimée entre <0,01 et 0,09 a 1’aide de 3020 bovins laitiers allemands. Le
modele mathématique utilisé étant un modele a seuil (Koets et al. 2000).

Cette héritabilit¢ fut également explorée a I’aide de sérologies ELISA sur lait
(Mortensen et al. 2004). L’héritabilité¢ estimée a été de 0,102, a 1’aide de 11535 vaches
Holstein d’origine danoise. Le modele mathématique utilisé était un modele linéaire bivarié
(I’autre variable étant la production laitiere journaliere).

Une troisiéme ¢étude a estimé 1’héritabilité de cette sensibilité a 1’aide de deux
méthodes de laboratoire : la culture fécale radiométrique et la sérologie ELISA (trousse
Idexx), en prenant une valeur SP de 0,25 (Gonda, M.G. et al. 2006). Divers modéles
mathématiques ont été utilisés.

Cette étude comporte 4603 vaches, issues de 238 cheptels, et filles de 46 taureaux
différents.

Les héritabilités estimées a partir des 2 tests utilisés de fagon isolée sont identiques.
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L’héritabilité¢ obtenue par la méthode de culture est de 0,153 (mod¢ele mathématique a
seuil, Posterior Sandart Deviation ou PSD : 0,115).

L’héritabilité obtenue par la méthode ELISA varie de 0,159 (mod¢le linéaire, PSD :
0,090) a 0,091 (modéle ordonné a seuil, PSD : 0,053).

L’héritabilité obtenue par combinaison des 2 méthodes d’analyse est de 0,102 (modéle
a seuil, PSD : 0,066).

Les auteurs estiment que cette donnée semble étre la plus cohérente avec
I” héritabilitérédle.

Bien que I’héritabilité estimée de la paratuberculose est faible (0,102 ; les bovins les
plus sensibles ont un risque 1,16 fois plus ¢levé d’étre atteint de paratuberculose que les
moins sensibles), les auteurs des différentes études s’accordent sur le fait que la sensibilité a
I’infection par Map est héritable. Et ainsi qu’une séléction génétique pour augmenter la
résistance des bovins a Map devrait étre réalisable.

La prédisposition génétique aux infections par Map a également été étudiée chez des
ovins de race Merinos, au sein de troupeaux ou la prévalence de paratuberculose clinique était
forte (classification en fonction du phénotype, de la sévérité des 1ésions, de 1’histopathologie,
du résultat des cultures fécales, de la réponse immunitaire a médiation cellulaire ou
humorale).

Les corrélations avec le phénotype ont été recherchées en fonction du polymorphisme
au locus de genes intervenant dans 1’orientation de la réponse immunitaire (NRAMP, CMH,
leukaemia inhibiting factor...).

De possibles associations entre des all¢les particuliers des génes NRAMP, CMH et la
sensibilité / résistance a la paratuberculose ont été détectées. (Reddacliff, L.A. et al. 2005).

Chez les bovins, Gonda et al., notamment suite a leur étude démontrant 1’existence
d’une héritabilité de la sensibilité a la paratuberculose (Gonda, M.G. et al. 2006), ont cherché
a identifi¢ des QTL (locus a effets quantitatifs) jouant un réle dans cette héritabilité (Gonda,
M.G. et al. 2007).

Les méthodes analytiques (culture et sérologie) pour dépister les infectés furent
utilisées de facon identique a la premiére expérience (cf. ci-dessus).

L’¢tude a cette fois porté sur 4350 vaches, issues de 12 taureaux différents. Parmi cette
population, 3 familles ont été sélectionnées sur la base d’une forte prévalence apparente de la
paratuberculose (6,8 a 10,4% des vaches infectées), une fréquence élevée de culture fécale
positive (46,2 a 52,9% de cultures fécales positives) et un grand nombre de filles testés pour
la paratuberculose (264 a 585 filles pour chaque taureau).

En moyenne 159 microsatellites ont été testés dans chaque famille. Suite a une étude
préliminaire, huit régions chromosomiques ont été identifiées comme possiblemnt liées a la
susceptibilité aux infections a Map (P<0,01).

Apres génotypage plus précis (de 3 a 5 microsatellites) des résultats significatifs (8
régions chromosomiques suspectées, familles sélectionnées), la présence d’un QTL associé a
une variationde de sensibilité a 1’infection fut mis en évdence sur le chromosome bovin 20.
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En effet, sur le chromosome 20, 2 microsatellites séparés de 20 cM sont liés a une
forte sensibilité a I’infection. La substitution de ’alléle « sensible » par 1’allele « résistant »
engendre une baisse de 21% de la probabilité¢ d’infection par Map.

Cette étude est la premiere a avoir identifi¢ un QTL affectant potentiellement la
sensibilité a ’infection par Map chez les bovins.

Toutefois, cette étude n’a pas permis d’identifier un marqueur génétique fortement 1i¢
au QTL incriminé, et qui justifierait son utilisation dans le cadre d’une sélection s’appuyant

sur des marqueurs génétiques. Des études ultérieures sont donc nécessaires et attendues.

1.2.3. Voies de contamination

Le mode de transmission de la paratuberculose est essentiellement indirect, par
I’intermédiaire de 1’alimentation, de I’abreuvement, ou de I’environnement souillés par des
maticres fécales contaminées.

La transmission directe de la mére au jeune (considérée comme pseudo-verticale) est
documentée a la fois via le colostrum et le lait, le colostrum semblant plus fréquemment et
plus fortement contaminé que le lait.

La transmission directe verticale est possible et documentée in utero ; cela représente
une différence importante avec I’agent de la tuberculose qui ne peut pas €tre transmis par cette
voie.

1.2.3.1. Voies de contamination indirecte

1.2.3.1.1. Contamination oro-fécale par le biais de ’environnement, de ’eau ou
des aliments

La contamination indirecte du jeune (considérée comme horizontale), peut s’effectuer de
différentes manieéres :

- dans le box de mise-bas, que ce soit par les maticres fécales de la mere ou d’une
parturiente précédente.

- aumoment de la tétée si les trayons sont souillés.

- par I'utilisation de matériel de distribution des aliments (ou de 1’eau de boisson selon
I’age) contaminé par des féces

- par les vétements ou les bottes du personnel.

Il apparait que le risque de contamination d’origine fécale est étroitement li¢ au niveau
d’excrétion fécale ; la dose orale permettant 1’installation de 1’infection chez les ruminants
domestiques est estimée a 10*7 CFU/animal ; cette dose infectante varie en fonction de I’age
de I’animal et de son statut immunitaire.

1.2.3.1.2. Contamination par les voies respiratoires

L’aérosolisation de mycobactéries a partir de la surface de I’eau (et a partir de micro-
bulles d’air présentes dans 1’eau) est parfaitement décrit (Falkinham, J.O., III, 2003).

En effet, a cause de la forte teneur lipidique (60%) de la membrane cellulaire
constituée d’une double couche, Map posséde des propriétés hydrophobes ; de ce fait, les
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bacilles se trouveraient concentrés au sein des bulles d’air présentes dans les colonnes d’eau,
mais également au sein des aérosols qui se forment a I’interface air/eau.

Les germes présents dans les aérosols contaminés (et vraisemblablement
contaminants) pourraient ainsi couvrir de grandes distances grace au vent : ils permettraient
ainsi une contamination soit par voie respiratoire, soit par voie digestive une fois déposés sur
les patures, puis aprés ingestion par les espéces sensibles. (Whittington et al. 2005).

De plus, bien que cela soit sujet a controverses, I’inhalation de ces aérosols a été
suggérée comme une possible voie de contamination par Map tant pour les animaux que pour
les humains (Pickup, R.W, et al. 2005 ; Corner L.A. et al. 2004), notamment par analogie
avec Mycobacterium bovis chez les bovins.

Cette hypothése n’a toutefois pas été testée dans les conditions expérimentales.

1.2.3.2. Voies de contamination directe

1.2.3.2.1. Contamination par voie sexuelle

Map a déja été détecté dans le sperme d’un taureau (Ayele, W.Y. et al. 2004), en
I’absence d’excrétion fécale ; la paratuberculose peut donc potentiellement étre transmise par
voie sexuelle.

Map a également pu étre isolé a partir des testicules d’un taureau de 6 ans qui était en
phase clinique avancée (Glawischnig, W. et al. 2004). Alors que I’isolement de Map a été
possible a partir du tissu testiculare apres 8 semaines de culture, aucune 1ésion macroscopique
n’a €été observée (toutefois, ce résultat positif pourrait possiblement étre du a une phase de
bactériémie au moment de 1’abattage).

La question d’un risque de transmission par voie sexuelle reste donc posée, de méme
que la gestion de cette possibilité dans le cadre de I’insémination artificielle.

Néanmoins, la majorité des auteurs s’accordent a penser que non seulement la dose
infectieuse est probablement insuffisante pour infecter la femelle saillie ou inséminée, mais en

plus que la voie de contamination est inadéquate pour permettre 1’infection.

1.2.3.2.2. Contamination directe verticale (in utero)

L’infection du feetus in utero, a travers la barriére placentaire, a fait 1’objet de
nombreuses études ( Seitz, S.E. et al. 1989 ; Sweeney, R.-W. et al. 1992).

1.2.3.2.2.1. Dans ’espéce bovine

Dans I’espece bovine, la transmission transplacentaire surviendrait chez 40% a 50%
des femelles au cours de la paratuberculose clinique, et chez 8-10% des femelles au stade sub-
clinique de la maladie.

33



Etant donné que la placentation chez les bovins est syndesmochoriale, la muqueuse
utérine est le seul tissu maternel a étre érodé au moment de la nidation, et il n’existe donc
qu’un faible contact entre le sang maternel et le sang feetal.

Il est estimé qu’une transmission transplacentaire pourrait se produire chez les vaches

dont le niveau d’excrétion est au minimum de 3000 germes /g. Cependant en pratique, en
raison des variations de ’excrétion, cette relation est difficile a établir.

1.2.3.2.2.2. Chez les petits ruminants

D’aprés une étude effectuée chez des moutons appartenant a des troupeaux ou la

pression d’infection est forte, les résultats semblent converger entre les deux especes
(Lambeth, C. et al. 2004).

Lors de cette étude, parmi cinq brebis en phase clinique de paratuberculose, toutes
portaient des feetus infectés (100%).

La descendance d’une seule brebis, parmi les 54 qui étaient au stade sub-clinique, était
affectée (1,8%), alors qu’elle ne I’était pas pour les 47 non-infectées.

Ainsi selon ’auteur, la contamination par cette voie étant trés peu fréquente sauf chez
les animaux qui ont déclaré la maladie, ces voies de transmission ne sont pas susceptibles de
compromettre les plans de contréle pour la maitrise de la paratuberculose ovine dans la
plupart des cas, et plus particulierement dans les élevages qui réforment rapidement tout
animal qui déclare la maladie.

1.2.3.2.2.3. Risque inhérent a la transplantation embryonnaire

La méthode de transplantation embryonnaire amene elle aussi des interrogations, en
terme de risque d’infection, particuliérement pour des vaches prélevées au stade sub-clinique
de la maladie.

Plusieurs études ont analysé ce risque.

° Lors d’une étude réalisée sur des embryons cryopréservés, produits in vitro a partir de
vaches en phase sub-clinique de paratuberculose, aucune preuve de la présence de Map ne fut
apportée (Perry, G.H. et al. 2006).

L’étude portait sur 109 embryons obtenus a partir de 267 complexes cumulo-
ovocytaires collectés a partir de 12 vaches en bon état général mais positives en sérologie
ELISA. Les embryons ont été¢ préparés, lavés selon les protocoles standards décrits par la
Société Internationale de Transfert d> Embryons.

Le risque est donc apparu tres faible, voire nul, d’infecter des animaux sensibles a
partir d’embryons prélevés sur des vaches en phase sub-clinique de paratuberculose lors de
cette étude.

° Des résultats identiques furent obtenus par une autre étude (Bielanski, A. et al. 2006),

s’intéressant aux risques liés au transfert d’embryons, que les ovocytes aient été fertilisés in
ViVO ou in vitro.

34



Lors de cette deuxiéme étude, plusieurs cas de figure furent explorés : collecte d’embryons
réalisée chez cinq donneuses asymptomatiques (naturellement infectées) ; collecte d’ovocytes
a partir de deux donneuses naturellement infectées, et présentant des signes cliniques de
paratuberculose ; exposition d’embryons fertilisés in Vivo ou in vitro, puis transférés chez des
receveuses saines ; et enfin transfert d’embryons sains chez des receveuses naturellement
infectées mais asymptomatiques.

Aucun des embryons prélevés, ni aucun des ovocytes ne furent testés positifs pour
Map, que ce soit apres culture (n=19) ou par PCR (n=13).

Néanmoins, tous les embryons fécondés in vivo et exposés a Map in vitro furent testés
positifs pour Map, que ce soit par culture (n=12) ou par PCR (n=15), de méme pour les
embryons fertilisés in vitro.

De plus, pour accroitre les chances de mettre en évidence la mise en place d’une infection,

deux paramétres furent optimisés :

- deux embryons étaient transférés chez la méme donneuse,

- des embryons produits in vitro ont été utilisés (il a été démontré que de nombreuses
bactéries et agents pathogenes adherent plus facilement a la surface de la zone
pellucide chez les embryons produits in vitro, en comparaison avec les embryons
produits in vivo).

Le transfert des embryons, qu’ils soient fertilisés in vivo ou in vitro (et
potentiellement contaminés), chez 28 receveuses permis 13 gestations et 1’obtention de 8
veaux nés.

Aucune transmission de la maladie ne fut faite tant chez les veaux que chez les
receveuses apres une durée de suivi de cinq ans.

Chez les deux donneuses montrant des signes cliniques de la maladie, les fluides
folliculaires et les complexes cumulo-ovocytaires furent testés positifs pour Map.

En outre, cette expérience démontra ¢galement que la zone pellucide est une barriére
efficace de protection pour les cellules embryonnaires vis-a-vis de Map (Figure 4).

Figure 4 : agrandissement au microscope €électronique montrant un blastocyste bovin avec des
germes de Map (fléche) adhérant ala zone pellucide (ZP)
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En conclusion, il est donc trés peu probable que Map soit transmis par le biais d’une
transplantation embryonnaire, a condition que les embryons soient lavés selon les
recommandations de la Société Internationale du Transfert d’Embryon.

A ce jour, dans la littérature disponible, aucun cas de transmission de la
paratuberculose par transplantation embryonnaire n’a été décrit, que ce soit chez les vaches
receveuses ou les bovins nés de ces transferts.

1.2.3.2.3. Contamination par le colostrum ou le lait (contamination pseudo-

verticale)

La transmission pseudo-verticale intervient lors de la tétée du jeune.

En effet, Map peut étre présent tant dans les sécrétions lactées que colostrales
(Streeter, R.N. et al. 1995 ; Taylor, T.K., Wilks, C.R. et al. 1981), chez des ruminants en
paratuberculose clinique ou sub-clinique.

Selon les estimations, 35% des bovins atteints de paratuberculose clinique, et 3 a 10%
des animaux infectés asymptomatiques excrétent des bacilles de Map dans les sécrétions
mammaires.

Dans des échantillons de lait obtenus de fagon stérile chez 9 vaches en phase sub-
clinique de paratuberculose (Sweeney, R.W. et al. 1992), les concentrations de Map observées
furent de 2 a 8 UFC/ml (soit de 0,3 a 0,9 log UFC/ml).

Dans une ¢étude (Lambeth, C. et al. 2004) effectuée chez des brebis au stade clinique et
sub-clinique, appartenant a des troupeaux fortement infectés, Map ne fut isolé par culture de
tissu mammaire et des sécrétions lactées que chez 2 brebis sur les 76 examinées (2,6%), toutes
deux étaient en phase clinique de paratuberculose.

Lors d’une autre étude menée sur une période de 6 mois (Nebbia, P. 2006), des
échantillons de lait furent prélevés régulierement chez 20 brebis et 9 chévres issues de
cheptels infectés, et testés par PCR nichée (ciblant la séquence d’insertion 1S900). L’ADN de
Map fut détecté de maniere intermittente sur 13 animaux parmi les 29 testés ; cela
correspondant a 9 des 15 animaux séropositifs, et de 4 des 14 animaux séronégatifs.

Bien que I’excrétion dans le lait semble inférieure a celle observée chez les bovins,
elle existe également chez les petits ruminants, aussi bien durant la phase clinique que la

phase asymptomatique de la paratuberculose.

Le lait cru des petits ruminants représenterait donc une source réaliste de matiere
virulente pour les jeunes, et ainsi une source de contamination.

La possibilité¢ de traitements permettant d’assurer la décontamination du lait et du
colostrum sera évoquée ultérieurement.
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1.2.3.3. Principaux facteurs de risque de la paratuberculose en élevage

La transmission de [D’infection par ces différents mécanismes est étroitement
dépendante des facteurs de risque. Les plus importants concernent les modalités d’élevage des

veaux, de la naissance jusqu’au sevrage (Tableau 2 ; Vialard, J. 2002)

Tableau 2: principaux facteurs derisque (majeurs et mineurs) de la par atuberculose en élevage

RISQUES

MAJEURS

Parturition et période néonatale

Période d’ élevage des veaux

e Absence de nurserie

e Liticre accumulée, nettoyage et
désinfection peu fréquents

e Absence de séparation pour le vélage des
vaches atteintes

e Proximité d’animaux cliniquement atteints
ou suspects

e Absence de séparation des nouveau-nés de
la mere

e Elevage de type allaitant

e Consommation du colostrum de la mere
éventuellement infectée

e Mec¢re cliniquement atteinte ou positive a un
test

e Veaux alimentés avec du colostrum
potentiellement contaminé

e Veaux alimentés avec du lait
potentiellement contaminé

e Veaux vivants dans les mémes locaux que
les meres

e Alimentation du veau pouvant étre
contamingés par des feéces

RISQUES MINEURS

Du sevrage a |’ age adulte

A I’age adulte

e Contact avec des vaches adultes ou avec du
fumier

e Contamination possible de I’alimentation

e Contamination possible de 1’abreuvement
e Paturage commun avec des adultes

e Contamination des prés par le fumier

e M¢lange avec des bovins d’origine non

controlée

e Fréquence élevée des introductions depuis
des cheptels non controlés (achat)
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1.2.3.4. Mod¢éle infectieux expérimental

1.2.3.4.1. Difficultés rencontrées a 1’établissement du modéle infectieux

Afin de mieux préciser un plan de lutte contre la paratuberculose des ruminants
domestiques, il est nécessaire de connaitre les interactions existantes entre le pathogéne et son
hote, et les modalités d’infection.

De méme, pour étudier les effets précoces des interventions préventives et
thérapeutiques envers la paratuberculose chez les ruminants, 1’obtention d’un mod¢le
expérimental fiable est indispensable; puisque le principal inconvénient du modele « naturel »
est un temps d’incubation trés long.

En effet, méme si les informations les plus intéressantes sur cette interaction seraient
obtenues en utilisant 1’hote naturel dans les études d’infection, les ruminants, hotes naturels
de Map, doivent héberger la mycobactérie pendant 2 a 3 ans avant d’exprimer la
paratuberculose clinique.

L’utilisation des ruminants est donc limitée, et de nombreux autres modeles animaux
ont été utilisés, incluant le poulet, le cochon d’Inde, le hamster, la souris ou bien encore le
lapin...qui n’expriment pas aussi pleinement 1’infection.

Par exemple, I’inoculation orale & des lagomorphes de 10° UFC de Map environ ne
provoque des signes cliniques et/ou histologiques que chez 62 a 75% des animaux.

A contrario, 100% des veaux inoculés avec une dose orale de 10° CFU de Map
déclarent une paratuberculose clinique (Harris, N.B. et al. 2001).

Concernant le développement de modeles expérimentaux, on peut considérer que
chaque équipe a développé un modele indépendamment des autres... En conséquence, il
existe une forte variabilité¢ des résultats expérimentaux au sein d’une espeéce animale, mais
aussi entre les différentes especes.

Cette variabilité est également liée a la souche de Map et a son mode de préparation, a
la dose et au mode d’administration de I’inoculum.

Toutefois, une initiative récente vers une meilleure homogénéité des protocoles a été
prise, afin de permettre une avancée plus harmonieuse des recherches menées par les
différentes équipes.

En ce sens, un groupe de travail a été constitué (Hines II, MLE. et al. 2007), et qui a
répertori¢ et analysé les différents protocoles qui ont utilisés pour reproduire la
paratuberculose chez les ruminants.

Les différents modeles infectieux bovin, ovin et caprin, ou chez des ruminants
sauvages utilisés dans la littérature, et analysés dans 1’étude citée ci-dessus, sont ainsi
respectivement présentés en annexe 2, 3, 4 et 5.

1.2.3.4.2. Mécanismes généraux

D’apres le schéma général qui est aujourd’hui admis par ’immense majorité des
équipes du domaine, les bacilles, lors de la contamination qui est la plus fréquente, pénétrent
dans la muqueuse intestinale en regard des formations lymphoides associées a I’intestin
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(principalement les plaques de Peyer de I’iléon), sont phagocytés par les macrophages
résidents et s’y multiplient.

Une Iésion granulomateuse primitive se développe alors dans I’intestin gréle, et plus
tard dans le colon.

Les macrophages infectés gagnent alors les nceuds lymphatiques régionaux (et donc
principalement le nceud lymphatique iléo-caecal), puis se redistribuent vers différents organes.

Il est admis que la persistance de Map dans les macrophages de I’hote est cruciale pour
I’établissement et la progression de la maladie.

La diffusion des bacilles paratuberculeux dans 1’organisme se fait: soit par
I’intermédiaire des macrophages infectés circulants, soit par voie lymphatique avec passage
dans le sang via le canal thoracique, soit par la circulation veineuse porte (on observe alors
une bactériémie, puis une septicémie, et ainsi la transmission in utero est possible).

La pathogénie de la paratuberculose serait principalement liée a une réponse
inflammatoire granulomateuse dans la muqueuse et la sous-muqueuse intestinales, ainsi qu’a
Iatrophie villositaire qui en découle.

La diarrhée chronique, principal symptome de la maladie, est & la fois due a des
phénoménes de malabsorption de 1’iléon, a des sécrétions accrues, mais aussi a la perte de la
capacité du colon a réabsorber 1’eau et les ¢€lectrolytes. Les pertes protéiques engendrées,
augmentées par la lymphangiectasie souvent associée, sont intenses et expliquent les pertes de
poids trés marquées.

La virulence de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis semble relativement
faible, comme tendent a le prouver la longue incubation et I’évolution sur le mode chronique
de la maladie. Il est toutefois a souligner que malgré I’importance de la paratuberculose, les
mécanismes moléculaires impliqués dans la pénétration et la survie de Map chez I’hdte ne
sont pas encore bien établis a ce jour.

La paratuberculose fait ainsi partie des maladies ou plus que le pouvoir pathogene
propre de 1’agent infectieux, c’est surtout la réponse immunitaire de I’hote qui détermine
I’évolution clinique.

1.2.3.4.3. Etude du modéle infectieux expérimental chez les petits ruminants
domestiques

Le modele infectieux a été étudié chez les petits ruminants domestiques a I’aide d’une
souche ovine de Map (Begg, D.J. et al. 2005b), I’inoculation consistant en 1’administration
par voie orale de 4 doses de 1x10° UFC de Map réparties sur une période de deux semaines.

Aprées six mois , sur 10 ovins autopsiés, aucun n’était porteur de lésion intestinale
typique a ’analyse histopathologique, bien que 2 furent positifs en culture fécale.

Aprées neuf mois, 10 animaux ont été positifs en culture fécale, 9 (90%) présentant des
lésions histopathologiques, 2 (20%) ayant également des lésions macroscopiques.

Sur les 10 animaux autopsiés a dix mois, 6 montrérent des 1ésions macroscopiques
s’accompagnant de 1ésions histopathologiques plus sévéres qu’a 9 mois.

Une perte de poids avec conservation de I’appétit ne fut mise en évidence chez un ovin
11 mois apres 1’inoculation.
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1.2.3.4.3.1. Les tonsilles pharyngiennes comme porte d’entrée ?

Lors de I’étude précédente chez des ovins, I’inoculation par voie orale fut comparée a
une inoculation intra-tonsillaire ; apres injection dans les tonsilles pharyngiennes, les 1ésions
histologiques et macroscopiques typiques de la paratuberculose furent obtenues, que ce soient
dans les nceuds lymphatiques intestinaux ou les tissus intestinaux eux-mémes.

Bien que dans ce deuxiéme mode d’épreuve, la contamination se fasse par voie
lymphoide, Map montra un tropisme positif vers les tissus intestinaux ; il fut de plus établi,
chez des ovins naturellement infectés par Map, que les nceuds lymphatiques rétropharyngiens
pouvaient étre infectés (De Lisle, G.W. et al. 2003).

Des expériences menées par Payne et Rankin, utilisant une dose orale élevée et unique
au moment de I’inoculation, suggerent la-aussi que les tonsilles pharyngiennes sont une porte
d’entrée primaire consécutive a I’inoculation par voie orale, et que les 1ésions intestinales ne
se développent que plus tard.

Bien que des avis divergeant existent quant a la porte d’entrée initiale pour Map (les
tonsilles pharyngiennes ou les cellules M des plaques de Peyer selon les études). la majorité
des auteurs s’accordent toutefois sur une entrée primitive via les cellules M des plaques de
Peyer.

1.2.3.4.4. Etude du modéle infecticux expérimental chez les grands ruminants
domestiques

Un modéle expérimental fut proposé chez les bovins par Sweeney et al. (Sweeney,
R.W. etal. 20006).

Des doses orales supérieures ou égales a 1,5 x 10° UFC de Map provoquent une
infection qui peut étre détectée 3 semaines apres inoculation ; la détection de cette infection
nécessitant alors la mise en culture de nombreux prélévements intestinaux (I’examen
histologique ne permet pas a ce stade précoce de détecter I’infection).

Les résultats obtenus lors de cette étude suggerent que la muqueuse intestinale, plutdt
que les tonsilles pharyngiennes, est la premiére porte d’entrée pour Map.

Dans cette étude, Map a pu étre isolé de D’intestin et les nceuds lymphatiques
mésentériques chez tous les animaux.; en outre, un isolement positif a été possible a partir
d’un organe extra-digestif (respectivement la rate et les tonsilles pharyngiennes) chez
seulement un veau a chaque fois parmi les 26 infectés. Le nceud lymphatique iléo-caecal est
donc un rélévement adapté pour la recherche de Map.

Les veaux ayant recu les doses d’inoculation les plus fortes (2,5x10'’), ont en
moyenne un plus grand nombre d’échantillons tissulaires positifs en culture (¢’est notamment
le cas pour les deux veaux présentant chacun un organe extra-digestif positif en culture), ainsi
qu’un nombre total de colonies plus élevé.

1.2.3.4.5. La glande mammaire, réservoir et voie de contamination potentiels

La contamination par voie gastro-intestinale résulte, le plus probablement de
I’infection des cellules M des plaques de Peyer.
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Or, ’invasion de la muqueuse intestinale dépend de facteurs, qui sont aussi nombreux
que complexes (Patel, D. et al. 2006) : ¢’est notamment 1’exmple de la connexion de Map a la
fibronectine, ou le réle d’une protéine mycobactérienne de 35 kDa, qui n’est exprimée que
dans des conditions hyperosmolaires et anaérobies.

Le role potentiel de cette protéine mycobactérienne est a rapprocher du fait que de
nombreuses études ont noté la présence de Map dans les glandes mammaires, ainsi que dans
le lait et le colostrum des bovins, tant en phase clinique que pendant la phase asymptomatique
(notamment Streeter, R.N. et al. 1995). Cette observation souléve donc la possibilité que la
glande mammaire puisse étre un réservoir de bacilles, et que les cellules épithéliales
mammaires (au méme titre que les macrophages, principaux représentants des cellules de
I’immunité mammaire) puissent représenter un site d’infection pour le pathogene.

Or le milieu interne de la glande mammaire est un milieu hyperosmolaire (lait) et
hypoxique. On peut donc penser que le passage de Map dans ce milieu va modifier ses
capacités infectieuses ; en fait, Map posséde la capacité de rester au contact (soit du milieu
intracellulaire au sein des cellules épithéliales ou macrophages, soit du lait) pendant plus de
24 heures avant d’étre excrété.

En outre, des études antérieures ont démontré que 1’environnement auquel une bactérie
est exposée chez I’hote peut influencer 1’expression de genes associ€és a la capacité de
pénétration dans les cellules épithéliales.

L’incubation de Map dans des conditions de basse pression en oxygene ou dans des
milieux hyperosmolaires augmente sa capacité a pénétrer dans les cellules épithéliales de
I’intestin (Bermudez, L.E. et al. 1997), notamment par la présence de la protéine de 35 kDa
précédemment citée.

L’efficacité de I’invasion est significativement augmentée lorsque Map est pré-incubé
pendant 24 heures dans le lait, par comparaison avec d’autres milieux tels que 1’eau ou un
autre milieu iso-osmolaire. De plus, la différence n’est pas liée a un des composants du lait,
mais bien a son osmolarité.

Pour les mémes raisons, D’efficacité d’invasion est significativement supérieure
(environ 10 fois) pour des cellules de Map collectées a partir de cellules épithéliales infectées
et maintenues pendant 1 a 4 jours, en comparaison avec des cellules incubées dans un milieu
de culture usuel.

Il faut également noter que I'invasion de la glande mammaire, de manicre
expérimentale, est possible tant par la surfaces apicale que baso-latérale des cellules.

Ainsi, I’infection de la glande mammaire pourrait théoriquement s’établir autant par
voie systémique que par voie ascendante (donc par contamination extérieure).

Les cellules épithéliales de la glande mammaire serviraient potentiellement de
réservoir pour Map, et de source de contamination pour les jeunes veaux.

Cette idée est également confortée par I’observation de vacuoles cytoplasmiques de
Map dans les cellules épithéliales mammaires (comme c’est le cas dans les macrophages),
ainsi que la survie de Map au sein de ces cellules pendant plusieurs jours in vitro.
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1.2.4. Persistance

Map est actuellement considéré comme un agent pathogene parasite obligatoire des
animaux ; en effet il ne peut se multiplier que chez un héte sensible, au sein des macrophages
(Collins, M.T. 2003). Néanmoins, comme nous allons le voir, il poss¢de la capacité a survivre
trés longtemps, dans des conditons extrémes.

1.2.4.1. Persistance dans le sol

Connaitre la persistance de Map dans les différents types de sol est une donnée
épidémiologique d’intérét majeur dans les plans de lutte contre la paratuberculose des
ruminants.

Par exemple en Australie, ou les productions animales représentent 13 milliards de
dollars dans la balance commerciale chaque année (données 2003), des recherches furent
menées sur la faisabilité d’éradiquer la paratuberculose ovine par la destruction des troupeaux
contamingés, qui paturent la quasi-totalité de I’année, et de repeupler avec des troupeaux sains.
Néanmoins, pour la réussite de plans d’éradication tels que ceux-la, le temps requis pour
I’¢limination du pathogéne a la surface des patures, afin d’éviter la contamination des
animaux nouvellement introduits, doit étre parfaitement connu.

Pour cela, de nombreuses ¢tudes ont été réalisées sur la survie de Map dans
I’environnement, avec généralement une viabilit¢ de longue durée (sauf dans quelques
situations tels que dans les abattoirs, ou de 1’urine est ¢galement présente, les silos avec de
faibles pH ou des teneurs en ammoniac élevées ( Katayama, N. et al. 2000 et 2001).

° En 2003, une recherche de Map fut effectuée sur des sols, eaux et sédiments dans des
zones fréquentés par des troupeaux (ovins et caprins) atteints de paratuberculose clinique.
L’intérét de cette étude provient principalement du fait qu’il s’agit d’une contamination
naturelle des échantillons.

Les échantillons ont été prélevés dans 6 fermes distinctes, et la présence de Map a été
détectée dans le sol d’une seule ferme, 5 mois apres le retrait des animaux infectés, et aucune
au bout de 12 mois apres le déstockage.

Sur 17 échantillons d’eau et 17 échantillons de sédiments issus des 6 fermes infectées,
un seul échantillon d’eau et un échantillon de sédiments furent positifs en culture.

Un échantillon sédimentaire a été positif 12 mois aprés le déstockage (sur 96
prélévements d’eau, 90 sédimentaires et 93 a partir du sol)(Whittington, R.J. et al. 2003).

° Une autre étude a I’aide d’une souche ovine fut menée dans des conditions de terrain.
Les mesures furent réalisées sur des patures naturelles, et sur des lots de terre expérimentaux
ensemencés en herbe. Les deux supports ont été contaminés avec des feéces de moutons
infectés, les prélévements étant réguliers pendant 117 semaines.

Les résultats indiquent une persistance extréme dans 1’environnement, avec une survie
supérieure a 1 an en milieu naturel.

Map survit pendant plus de 55 semaines dans les matiéres fécales laissées sur le sol, a
I’obscurité, mais pendant des durées plus courtes dans des lieux ensoleillés.
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De méme, Map fut isolé pendant plus de 24 semaines sur les parties aériennes des
plantes (suite a la germination, les pousses transpercent la surface du sol et les feces, se
contaminant trés certainement durant cette phase) (Whittington, R.J. et al. 2004).

Pour souligner encor e cestreslongues duréesde survie, il ne faut pas omettre que
celles-ci, de méme que les décomptes d’organismes viables, sont sous-estimés par la
faible sensibilité des méthodes de culture utilisées, de méme que par |’attachement des
mycobactéries aux particules du sol (et qui sont donc éliminées lors de I'éape de
sédimentation). Il est estimé que cette réduction peut atteindre 90 a 99% lors du
comptage d’ organismes viables.

En supposant une décontamination de type log-linéaire, la durée de survie mesurée de
Map dépend également du degré de contamination initial.

Il sera ainsi important de mesurer les niveaux de baisse, car cela permettrait
I’extrapolation a des situations ou les niveaux de contamination initiaux seraient différents.
Les échelles de décontamination estimées fluctuent entre 2,2 et 0,4 log par mois ; les niveaux
de décontamination étant plus importants dans les zones exposées aux UV par rapport aux
zones ombragées.

1.2.4.1.1. Facteurs influencant la persistance de Map dans le sol.

Lors de I’étude de Whittington et al. (Whittington, R.J. et al. 2004), des facteurs tels
que I’humidité ou le pH du sol, la source de contamination, les traitements a la chaux ou la
présence d’une irrigation ne semblent pas influencer la durée de survie de Map (P>0,05) dans
le sol.

De méme, lors d’une autre étude réalisée en 2000, les auteurs n’ont pas mis en
é¢vidence de lien significatif entre le type de sol ou son pH et la prévalence de la
paratuberculose (Reviriego, F.J. et al. 2000).

Les sols humides, acides (notamment a cause des mécanismes reliant le pH du sol a la
disponibilit¢ du fer), décalcifiés, déphosphorés ou a faible teneur en potasse sont pourtant
encore considérés a ce jour comme des facteurs de risque pour la paratuberculose, car ils
favorisent la résistance du bacille dans le sol.

Il semble donc que des ¢tudes supplémentaires sont nécessaires et attendues pour
clarifier le role du sol dans le cycle épidémiologique de la paratuberculose.

A contrario, la présence d’obscurité au sol représente un facteur de variation majeur
pour la survie de Map, et ce dans la majorité des études. De ce fait, par 1’obscurité produite au
sol, la hauteur d’herbe peut jouer un rdéle non négligeable dans la persistance des
mycobactéries.

Comment expliquer que la présence d’obscurit¢ favorise la survie de Map ?
L’humidité n’apparaissant pas comme un facteur influengant la survie de Map, les différences
entre zones ombragées ou exposées au soleil, incluent les radiations solaires et les amplitudes
de variation de la température ; alors que Map ne semble pas particulieérement résistant aux
radiations UV, elles ne peuvent pas pénétrer au sein des amas de matic¢res fécales, et ne
permettent donc qu’une désinfection partielle en surface. Les variations de température
semblent plus donc plus capables d’influencer la survie de Map que I’exposition aux
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radiations solaires : I’effet de I’ombre est ainsi principalement du a une diminution des écarts
de température.

Lors d’une étude portant sur le lien possible entre les types de sol et I’émergence de
cas cliniques de paratuberculose, la présence de limon ou de sable dans des sols dits « gras »
semble favoriser la présence, ainsi que la persistance de Map. (Ward, M.P. et al. 2004).

1.2.4.1.2. Phénoméne de dormance

La dormance se définit comme 1’état permettant a une bactérie non sporulée de
survivre sans avoir recours a la réplication. Ce mécanisme est génétiquement programme,
réversible, et induit par des conditions environnementales défavorables (classiquement quand
un nutriment essentiel a la croissance devient limitant). La preuve de la dormance est
I’impossibilité cultiver I’organisme tant que 1’environnement reste défavorable, alors que dans
un milieu favorable, les cellules reprennent la capacité a se diviser et deviennent détectables.

A ce jour, cette propriété phénotypique est suspectée chez Map, mais n’a pas encore
¢été démontrée (Whittington, R.J. et al. 2004).

Cette hypothése est liée aux phénomeénes de réactivation (aucune culture positive
pendant plusieurs semaines, puis des prélévements positifs consécutifs), ou de forte variations
dans les comptages de pathogenes viables.

Des réplications sporadiques dans 1’environnement pourraient é&tre une autre
explication, , mais elles sont fort peu probables, d’autant plus qu’une réplication
environnementale n’a jamais été décrite pour Map. .

Chez les espéces mycobactériennes a croissance rapide, la dormance est associée a
I’expression de génes spécifiques. Par exemple, la forte diminution d’oxygene dans des
cultures de M. smegmatis, M. bovis et M. tuberculosis entraine un état de dormance ainsi
qu’une résistance accrue aux antibiotiques.

Or récemment, une protéine Dps-like (conférant une protection en se liant a I’ADN
lors de stress oxydatif ou nutritionnel chez certaines bactéries) a été¢ identifiée chez M.
smegmatis, et une séquence homologue a été trouvée dans le génome de Map (Figure 5).

Figure 5 : séquence Dps-like chez M. smegmatis et son homologue chez Map.

M.pth 1 MSEFTIPGLTDEQAARLTELLOKQLSTYNDLHLTLKHIHWNVVGPNFIGY 50

CORLEE- 0w s PR R LRI e

M. smeg 1 MTSFTIPOLSDKKASDVADLLQKQLETYNDLHLTLEHVHWNVVGFNEFIGY 50

M.ptb 51 HEMIDPOQVEAVRGFADDVAERIAALGASPOGTPGAI IKDRSWDDYSVGRD 100

CELRRTTE R b= PR L LR

M.smeg 51 HEMIDPQVELVRGYADEVAERIATLGKSPKGTPGAIIKDRTWDDYSVERD 100

M.pth 101 TVQAHLAALOLVYNGVIEDIRQYIDETDELDQVTODLLIGOARDLEKFOW 150

AR e e I N I R AR

M.smeg 101 TVQAHLAALDLVYNGVIEDTRKSIEKLEDLDLVSQODLLIAHAGELEKFQW 150

M.ptb 151 FVRAHLESAGGQLAHKGHSTERAAAQSARGKS* 183
CLERETTERELEr T 14k 11|

M.smeg 151 FVRAHLESAGGQLTHEGQSTEHGAADKARRHESA 183

FIG. 8 Alignment of the amino acid sequences for the Dps-like protein from M. aviiwm subsp, paratuberculosis (M, pib) and Dps from M
srmegmatis (M. smeg) (GenBank accession no. AY063628), Amino acid residues in boldface and underlined are reported to be involved in the DNA
hinding signature (15). Svmbols: bar. identical: colon, highly related:; period, more distantly related: no symbol, unrelated.
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Un second ¢élément génétique, RelA (Figure 6), qui est activé lors de la réponse de M.
tuberculosis a la disparition de la source de carbone ou d’acides aminés, est également présent
chez Map.

Toutefois, lors des diverses études s’intéressant au phénoméne de dormance chez Map,
les facteurs de réactivation n’ont pas pu étre identifiés.

Figure 6 : séquence RelA chez Mycobacterium tuberculosis et RelA-like chez Map.
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IIIIEIfII PELELEEL = DELEL e s D ET III[IIIIIIEI
M.tb 51 RHTRIQRSTT.N'PVLBPD“VI’CRBIYPWDSILQRRYEW‘\DQRHAS 100
M.ptb 99 SGDPYITHPLAVATILAELGMOTTTLVAALLHDTVEDTGYTLAQLSEEFG 148
LTI |||||||II|IIIHI|H[||||IIF| | Itlf
M.th 101 SGDPYITHPLAVANILARELGMDTTTLV LHDTVEDTG' TEEFG 150
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IIIIEIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIlIIIIIllIIIIIIIlIIII 11
M.th 151 ADRLH 200
M.ptb 199 NMRTMR! PEKQARKARETLEVIAPLAHRLGMASVEWELEDLSFAILHP 248
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIiII
M.th 201 HMRTMI VEWELEDLSFAILHP 250
M.ptb 249 KEYDEIVRLVAGRAPSROTYLAXVRAELINTLNASKIKATVEGRPEHYWS 298
PLEs PRV ELL LT LRE R T TLELLRLETET LT ]
M.tbh 251 KEYEEIVRLVAGRAPSROTYLAKVRAEIVNTLTASKIKATVEGRPEHYWS 300
M.ptb 295 IYQKMIVKGROFODIHDLVGIRILCDEIRDCYAAVGVVHSLWOQPMAGRFK 348
PLLLLLLETELELELLLT ] s IIIIlIHIIlIIIIIIII[IIIIIIIII
M.th 301 IYOKMIVKGRDFDDIHDLVGVRILCDE 350

M.pthb 349 DYIAQPRYGVYQSLHTTVVGPEGKPLEVOIRTRDMHRTAEYGIAAHWRYK 398

IIIIIII!IIIIIIJIII[IIIIIIIIIIfIIIIIIIIIIIIIlIIIIII
QSLHTTVVGE RTRDMHRTA

M.ptb 399 EAKGRNGVPHPHAAAEIDDMAWMROLLOWQOREAADPGEFLESLRYDLAVQ 448

PULLELEE ERLEERTTREL R R R L LER LR L1
M.tb 401 EAKGRNGVLHPHAAREIDDMAWMRQLLDWOREAADPGEFLESLRYDLAVQ 4

M.pth 449 EIFVFTPKGDVITLETCSTPIDFAYAVHTEVGHRCIGARVNGRLVALERK 498

IlIIIiI[II!IIIEIIIIi JIIIIIHIII!ItIIIIIIIIIIIIIII

M.tb 451 B 500
M.ptb 4989 NGEVVEVFT: QOUFVVSPRAKAKIRQWFAKERREERLE 54
IlIIIIIIIIFIFI IIiIIIIJIIIlIIIIII IIIIIiIIIIIIIIII
M.tb 501 QWFAKERREEALE 550
M.pthb 549 YADVSALYTAIGEGHV 5038
lIlIIIIIIlIIIIIIIIIII JLE-TRELEELEV LR
M.tb 55 NHGE! AVARELHYADVSALYTAIGEGHV 600
M.pthb 599 SARHVVQRLLAELGGIDC AERSTPTTMLRRPRSSDDVGVSVEGA.
II lIIIIIIlIIIIIII II IIIIIII 'I e lIIIIIIlIII
M.th 601 SAKHVVQRL! ELAERSTPATMPRRPRSTDDVGVSVEGAP 650
M.ptb 649 GVLTKLAKCCTPVPGDOIMGFVTRGGOVSVHRTDCTNAASLOQOSERIIE 698
IIIIIIIIIIIIiIII EIIIIIIIIIIIIiIiIiIIiIIIIIl iiIII
M.th 651 GVLTKLAKCCTPVPGDVIMGFVTRGGS ARSLOOQAERIT
M.pth 6929 VHWAPSPSSVFLVAIQVEALDRHRLLSDVTRVLADEKVNILSASVTTSGD 748

| IIII||II]IIIIIIIIIIIIIIHHII TILELLEELTLEn LT
M.tb 701 VLWAPSPSSVFLVAIQVEALDRHRLLSDVTRALADEKVNILSASVTTSGD 750
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|1
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M.th 751 RVAISRFTFEMGD! WVYDVYRVTS M 790
FIG. 9. Alignment of the amino acid sequences for the RelA-like element from M. avium subsp. paratmuberculosis (M, pth) and RelA from M.

tuberclosis (M. tb) (reld gene accession no. Rv2583c, TubercuList Web Server, http:/genolist.pasteur.fr/TubercuList/). Symbols: bar, identical:
colon, highly related; period, more distantly related; no symbol, unrelated,

1.2.4.2. Persistance dans les liquides et les sédiments

Les mycobactéries non tuberculeuses sont connues (et celles du complexe
Mycobacterium avium en particulier) pour leur trés bonne adaptation aux écosystémes
aquatiques, que ce soit en eau douce ou en eau salée, ainsi qu’aux sols humides (Collins, C.H.
et al. 1984).
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La persistance de Map dans 1’eau et les sédiments fut documentée par Whittington et al. a
plusieurs reprises.

° En 2003 (Whittington, R.J. et al. 2003), lors de la recherche de Map (paragraphe
[.2.4.1.) effectuée dans des sols, eaux et sédiments provenant de zones fréquentées par des
troupeaux (ovins et caprins) atteints de paratuberculose clinique, sur 17 échantillons d’eau et
17 échantillons de sédiments issus des 6 fermes infectées, seulement 1 échantillon d’eau et 1
¢chantillon de sédiment furent positifs en culture.

Un échantillon de sédiments a été positif 12 mois aprés déstockage (sur 96
prélevements d’eau, 90 sédimentaires et 93 a partir de sols).

° Whittington et al. documentérent également la persistance de Map en milieu
aquatique en fonction de la luminosité ambiante.

La survie observée dans I’eau et/ou les sédiments fut supérieure a 48 semaines a
I’ombre, et de 36 semaines dans des lieux exposés a la lumicre.

De plus, la survie de Map apparait plus longue, de 12 a 36 semaines, dans les
sédiments que dans la colonne d’eau (au cours de cette méme expérience, la survie dans les
sols ou dans des matieres fécales, dans les mémes conditions d’obscurité, ne fut que de 12
semaines) (Whittington, R.J. et al. 2005).

Les auteurs expliquent la plus grande persistance de Map en milieu aquatique (dans le
cadre de leur étude) par des amplitudes de température moins grandes dans ce milieu.

Dans ces travaux, le phénomene de dormance en milieu aquatique est également suspecté.

° D’autres études portant sur la persistance d’une souche bovine de Map en milieu
artificiel furent publiées : entre 6 et 18 mois respectivement dans de 1’eau potable ou de
bassin, et environ 15 mois dans I’eau distillée.

° Une ¢étude rapporte également une durée de persistance extréme de 841 jours dans le
microcosme d’eau de lac (Pickup, R.W., et al. 2005)

Devant la forte persistance de Map en milieu aquatique, des recherches
supplémentaires sur la biologie de I’organisme dans 1’eau sont nécessaires et attendues.
Cependant, pour limiter la contamination, il parait judicieux de conseiller aux
¢leveurs, de limiter ’abreuvement du bétail dans des points d’eau éventuellement
contaminées.
En effet, pendant les campagnes d’éradication, la survie de Map en milieu aquatique pourrait
étre un réel probléme, outre le risque de transmission entre fermes.

Toutefois, a I’heure actuelle, bien que le temps de persistance mesuré varie fortement en
fonction de la source de contamination (naturelle ou expérimentale, et relié au taux de
contamination initial), et du degré d’obscurité, certaines précautions peuvent étre conseillées
aux ¢€leveurs, couvrant la grande majorité des situations a risque :

- restreindre [’acces aux cours d’eau si I’endroit est/a été fréquenté par des troupeaux
infectés dans les 12 derniers mois.
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- la mise en suspension des sédiments peut entrainer un plus fort niveau de
contamination de la colonne d’eau (puisque Map semble survivre plus longtemps dans
les sédiments). Pour cette raison, il est préférable d’abreuver les animaux a partir de
I’eau collectée dans des citernes et dans des abreuvoirs, plutét que de laisser les
animaux consommer des eaux troubles ou de les laisser entrer dans 1’eau pour
s’abreuver et donc mettre en suspension les sédiments.

1.2.4.3. Persistance dans les matiéres organiques

En 1977, Jorgensen rapportait que dans des conditions anaérobies, Map peut survivre
dans des bouses de bovins pendant 252 et 98 jours, lorsqu’elles sont stockées respectivement
a5et 15°C (Jorgensen, J.B. 1977).

Par la suite, la persistance de Map a été documentée pour les différents procédés de
stockage et de traitement des déjections bovines : le compostage, le fumier accumulé en tas,
ou le lisier stocké dans une fosse.

Dans les conditions usuelles, le compostage permet d’exposer les germes a une
température de 55°C, le fumier accumulé a une température de 25°C (méthode considérée
comme un compostage a basse température), alors que dans le lisier les germes sont a
température ambiante en condition anaérobie.

Dans 1’étude de Grewal et al., le compost et le fumier accumulé furent maintenus pendant 56
jours dans le mélange initial.

Map a été détecté a JO dans les tois types de stockage ; puis est devenu indétectable par
culture standard (et vérification de la culture par PCR S900) pour les 3 procédés envisagés, et
cedes J3 et J7.

Map fut de nouveau détecté¢ dans le lisier a J.14, J.28 et J.56, mais resta indétectable
dans les 2 autres types de stockage (Grewal S.K. et al. 2006),

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ces résultats, notamment pour le stockage
sous forme liquide : une des principal résiderait dans I’hétérogénéité des prélévements, due a
la tendance de Map a former de larges agrégats (ou clump)., le lisier fut conservé dans la fosse
pendant 175 jours.

Les matieres fécales étudiées furent inoculées par Map de fagon a atteindre une
concentration de 10° UFC/g

Apres 3 jours de stockage sous forme de compost a 55°C ou de fumier a 25°C, Map

n’a pu étre isolé en culture dans aucun des deux traitements ; la température n’est donc pas le
seul facteur réduisant la persistance de ces organismes.

Néanmoins de ’ADN de Map fut détecté tout au long des 56 jours de 1’expérience, et
ce dans les trois types de traitements, et resta détectable dans la fosse a lisier jusqu’a J175.
Cela amene a suggérer 3 possibilités :

- soit ’ADN mis en évidence provenait de mycobactéries non viables,
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- soit celles-ci étaient présentes mais en dessous des seuils de détection de I’isolement
bactériologique.

- soit les organismes de Map. étaient viables, mais non-cultivables a cause des
conditions physico-chimiques ou des compétitions microbiennes mises en jeu.

La survie des microorganismes pathogénes dans les déjections animales dépend de
nombreux facteurs, notamment la température, le pH, le taux d’humidité, la composition
physique du matériel composté, les caractéristiques du sol sur lequel le compostage est réalisé
et les compétitions possibles entre les microorganismes présents.

Dans le cadre strict de la lutte contre la paratuberculose, le compostage ou I’accumulation

sous forme de fumier semblent des procédés a favoriser par rapport a I'utilisation d’une fosse
a lisier.
Le fumier et/ou le lisier étant habituellement épandus sur les terres, voire les patures, il est
absolument nécessaire de tenir compte de ces données dans les plans de lutte envisagés contre
la paratuberculose, et diminuer la contamination des eaux de ruissellement par les effluents
d’élevage.

Il est important de noter qu’a ce jour, aucune limite maximale quand a la survie de
Map dans I’environnement n’a été établie, de méme que dans les mati€res organiques ; de
nombreuses incertitudes demeurent encore.

En annexe, est fourni un tableau récapitulatif des temps de survie constatés pour Map,
(souche bovine), dans différents substrats naturels exposés a des conditions imitant un
environnement naturel, ou dans différents modeles de laboratoires (Whittington, R.J.,
Marshall, D.J., Nicholls, P.J. et al. 2004).

1.2.4.4. Persistance chez les invertébrés et protozoaires

1.2.4.4.1. Invertébrés

Bien que Map soit classifi¢ comme étant un pathogeéne parasite obligatoire des
animaux, il a déja été isolé a partir de larves de nématodes et autres invertébrés (Fischer, O. et
al. 2001 ; Whittington, R.J. et al. 2001).

Map fut ainsi isolé chez des larves de nématodes issues de moutons €levés dans des
conditions naturelles (Whittington, R.J, et al. 2001), mais également chez des larves
d’Haemonchus contortus, Ostertagia circumcincta et Trichostrongylus colubriformis issues
de cultures fécales expérimentalement contaminées par Map ( Lloyd, J.B. et al. 2001).

Le développement des larves de nématodes dans les féces, qui peuvent contenir
jusqu’a 10® Map viables/g, explique la forte probabilité que leur surface soit exposée et
contaminée par Map. En ce sens, les résultats de Whittington et al suggérent que la
contamination par Map est plus liée a une contamination de surface plutét qu’a une
contamination des tissus internes, notamment du tube digestif de la larve (Whittington, R.J, et
al. 2001).

Dans la question de la possible intervention des nématodes dans 1’épidémiologie de la

paratuberculose, il peut étre intéressant de noter que les conditions environnementales
favorables aux larves de nématodes de troisiéme age sont également favorables a la survie de
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Map (c'est-a-dire une protection contre les radiations solaires et la chaleur, la présence
d’humidité).

De plus, ces larves ont la capacité de traverser la muqueuse gastro-intestinale,
favorisant ainsi la pénétration de Map dans les tissus (la dose infectante nécessaire serait alors
moindre).

Les nématodes pourraient donc intervenir comme vecteurs passifs de
paratuberculose, et ainsi augmenter |’ efficacité dela transmssion deI’infection.

D’autres invertébrés peuvent également servir de vecteurs passifs : ¢’est notamment le
cas de Calliphora vicina et de Lucilia sericata (diptéres).

Ces invertébrés peuvent se contaminer par les sécrétions, excrétions et tissus de
cadavres animaux, principalement lorsqu’ils se nourissent sur des déchets d’abattoir, ou lors
de la ponte sur ces mémes déchets.

Apres contamination expérimentale de larves de stade 2 de ces invertébrés (ingestion
de déchets d’abattoir contaminés), Map fut détecté¢ (méthode RFLP) chez les larves de C.
vicina aux jours quatre et 11, et chez les larves de L. sericata au jour quatre aprés ’infection.

Néanmoins, pour les larves contaminées, aucune mycobactérie ne fut isolée a partir
des pupes, adultes ou exuvies (il n’y a donc pas de transmission verticale ou entre les
différents stades).

Chez des insectes infectés expérimentalement au stade adulte (consommation d’une
solution contaminée par Map), I’analyse de la distribution de Map deux jours apres infection
révele que la majorité des germes se retrouve a partir de I’abdomen et de la téte, alors qu’on
en retrouve peu au niveau du thorax et des ailes, et pas du tout sur les pattes.

Dans cette méme étude, des mouches naturellement contaminées furent capturées
jusqu’a 150 meétres du point contaminant (or ces diptéres peuvent parcourir plusieurs
kilométres a partir de la source de nourriture). (Fischer, O.A. et al. 2004).

Il semble également exister un risque par la consommation d’insectes contaminés chez
les oiseaux, qui transportent alors les mycobactéries sur des distances trés grandes, outre un
effet de concentration.

Ains les insectes, tant pour les formes adultes que larvaires, doivent étre
considérés comme des vecteurs potentiels, et pourraient ainsi étre, bien que cette
hypothése demeure tres peu probable, incriminés dans I’émergence clinique de cas de
par atuber culose dans un troupeau auparavant indemne ; cela doit notamment étre pris
en compte sur lessites d’ abattage d’animaux infectés, bien que cerisque soit tresfaible.

Map fut également isolé a partir des tissus et des féces de vers de terre (Lumbricus
terrestris) deux jours apres le dernier contact avec des bouses contaminées (Fischer, O.A. et
al. 2003b). Toutefois, les auteurs admettent que les vers de terre n’apporteraient qu’une faible
contribution (malgré leur importance parmi la faune des sols, jusqu’a 60% de la biomasse
souterraine) a la survie et a la transmission de Map dans les conditions naturelles.

1.2.4.4.2. Protozoaires

Les protozoaires sont reconnus comme les hotes d’un certain"nembre de bactéries
pathogenes ; ils permettent une forte réplication des ‘bactéries ‘au sein“des vacuoles, une
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persistance sous forme de kystes, et demeurent ainsi protégés de certains désinfectants
chimiques tels que le chlore.

De telles interactions existent également entre Map et certains protozoaires
environnementaux (Whan, L. et al. 2006).

Map montre une forte persistance dans 1’environnement, bien qu’il soit considéré
comme incapable de s’y répliquer (rappelons que cette phase nécessite la mycobactine,
présente uniquement chez ses hotes animaux a 1’état naturel). Ainsi, Map pourrait augmenter
sa longévité dans I’environnement grice a sa capacité a survivre a l’ingestion par des
protozoaires, qui sont habituellement bactériophages.

Le mécanisme de survie, a priori semblable a celui d’autres bactéries (telles que
Legionella, Listeria, ou bien encore Chlamydia), réside en une interférence dans la fusion
entre les lysosomes et les vacuoles contenant la bactérie.

L’intérét de caractériser ces interactions repose notamment sur la protection engendrée
par cette localisation intracellulaire, notamment vis a vis des procédés de chloration utilisés
dans les opérations de traitement des eaux de surface (2ug de chlore/ml), ou les procédés de
nettoyage des végétaux comestibles.

L’étude citée ci-dessus met en évidence que la survie et la multiplication de Map chez
Acanthamoeba spp. est tout a fait possible dans les conditions naturelles, les cellules de
mycobactéries étant présentes dans des vacuoles au sein des protozoaires.

De plus, les cellules de Map ingérées par ces protozoaires sont plus résistantes a
I’inactivation par le chlore que des cellules libres, et ce quelque soit le niveau de chloration ou
le temps d’exposition (Whan, L. et al. 2006).

Pour mesurer les conséquences de ces phénomenes, il ne faut pas omettre que les
protozoaires sont ubiquistes dans divers habitats naturels tels que 1’eau et les sols, et plus
particulierement dans ceux comportant des matieres organiques, comme par exemple les
déjections animales.

Autre ¢lélement a prendre en compte : certains protozoaires pathogenes, tels A.
castellanii, ont la capacité de traverser 1’épithélium intestinal, et pourrait donc entrainer avec
eux les bactéries phagocytées, tels des « chevaux de Troie», permettant ainsi aux
mycobactéries de se soustraire aux défenses immunitaires primaires de 1’hote.

En outre, une fois inclus dans des protozoaires, I’augmentation de résistance de Map
vis a vis d’autres stress chimiques est tout a fait plausible, étant donné que la co-culture de
Map et de A. castellanii réduit I’efficacité des antibiotiques tels que la rifabutine,
I’azithromycine et la clarithromycine.
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[.2.5. Résistance du bacille

De méme que les autres mycobactéries, Map posséde une €paisse membrane cellulaire
constituée d’une double couche contenant 60% de lipides ; cela lui confere les propriétés
d’acido-alcoolo-résistance, un caractére hydrophobe mais aussi une résistance accrue aux
agents chimiques et a divers traitements physiques.

[.2.5.1. Résistance aux agents chimiques

L’agent de la paratuberculose résiste a la plupart des désinfectants usuels, mais reste
toutefois sensible au lait de chaux a 10%, a I’hypochlorite de soude (eau de javel) a 10%, au
formol a 5%, au sulfate de cuivre ou de fer a 5%, au phénol a 1%, au crésol a 2-3%, ou bien
encore a I’orthophénylphénate de sodium.

Il est a noter que dans les conditions naturelles, ’humidit¢ et un pH acide lui
sembleraient favorables (existence de données contradictoires).

En revanche, un faible taux d’humidité, les UV, un pH alcalin et I'urée (persistance
limitée a 7 jours dans I’urine, (Annexe 1) lui sont défavorables.

Les caracteres de sensibilité/résistance de Map vis-a-vis des molécules antibiotiques
seront abordés ultérieurement.

1.2.5.2. Résistance de Map dans les liquides

1.2.5.2.1. Résistance de Map a la stérilisation dans le lait

Map est reconnu comme étant plus résistant a la chaleur que les autres mycobactéries
(notamment Mycobacterium bovis, organisme pour lequel les conditions de temps et de
température de pasteurisation ont été déterminés) ; certains auteurs considérent ainsi qu’une
faible quantit¢ de bacilles viables peuvent occasionnellement survivre dans le lait
commercialisé, notamment aprés traitement par pasteurisation commerciale, indiquant que
Map peut supporter des températures supérieures a 60°C ( Ellingson, J.L.E. et al. 2005).

La polémique vient principalement du fait que Map fut isolé (10 échantillons sur 567)
en Grande-Bretagne a partir de lait pasteurisé (Grant, I.R. et al. 2002).

Depuis, certaines industries laitieres ont modifié leur protocole de pasteurisation,
appliquant une température de 72°C pendant 25 secondes, au lieu de 15 sec ; néanmoins la
survie de Map fut mise en évidence pour les deux temps de chauffage.

Les facteurs contribuant & la survie de Map dans le lait lors du processus de
stérilisation n’ont pas été totalement élucidés ; ils peuvent inclure le niveau de contamination
initial (qui serait relié¢ au degré de contamination fécale lors de la traite), la capacité de Map a
former de larges agrégats de cellules.

Concernant le niveau de contamination initial, la plupart des auteurs s’accordent sur le
fait que la contamination d’un lait de tank peut au maximum atteindre4 a5 log UFC/ml.
Cette teneur est principalement due a une contamination fécale, et a une moindre mesure aux
bactéries excrétées par la mamelle (rappelons que des échantillons de lait obtenus de manicre
stérile chez neuf vaches en phase sub-clinique de paratuberculose ont montrés une
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concentration en Map variant de 2 a 8 UFC/ml (soit de 0,3 a 0,9 log UFC/ml) (Sweeney,
R.W. etal. 1992).

De trés nombreux moyens de décontamination du lait ont été étudiés et mis en oeuvre,
de la pasteurisation a I’utilisation d’une forte pression hydrostatique a température ambiante,
en passant par 1’utilisation de champs électriques pulsés.

1.2.5.2.1.1. Décontamination par application d’une forte pression hydrostatique
a température ambiante (Lopez-Pedemonte, T.. Sevilla, I..
Garrido, J.M. et al. 2006)

L’étude fut menée sur deux souches distinctes de Map (3644/02 et ATCC 19698,
toutes deux issues de bovins), a la dose de 6 log CFU/ ml. Les conditions étudiées étaient des

températures de 5 ou 20°C, un temps d’exposition de 10 min et enfin des niveaux de pression
variant de 300 a 500 MPa.

La diminution mesurée de la concentration de Map fut proportionnelle au niveau de
pression utilisé ; les comptages obtenus a 5°C étaient identiques a ceux obtenus a 20°C.

Il faut toutefois noter que des différences significatives ont été observées en fonction
de la souche.

11 fut observé une réduction d’environ 4 log CFU/ml aprés un traitement a 500Mpa, ce
qui est comparable aux résultats obtenus avec la plupart des traitements thermiques.

Cette valeur suggere donc la possibilité d’inactiver Map par cette méthode quand sa
concentration dans le lait est inférieure a 4 log CFU/ml. Ceci permet d’appliquer la méthode a
du lait réfrigéré, et donc de conserver de bonnes qualités nutritionnelles et organoleptiques, ou
bien encore de 1’appliquer a du colostrum en préservant la qualité de celui-ci.

1.2.5.2.1.2. Décontamination par pasteurisation.

Partant du constat de la plus grande tolérance thermique de Map par rapport aux autres
mycobactéries pathogenes, la valeur D fut déterminée pour les souches bovines de Map dans
du lait de tank (Keswani, J. et al. 1998).

- A 55°C, I’inactivation thermique observée est minimum tant sur les germes isolés que
sur les germes en agrégats.

- A 60°C,Destde 8,6 a 11 min pour les germes en agrégats ; de 8,2 a 14,1min pour les
germes 1solés.

Une deuxiéme étude obtint les résultats suivants ;
Deoc = 228,8 sec ; Dgsoc = 47,8 sec ; Dggec = 21,8 sec et D7 = 11,67 sec
La valeur Z dans le lait étant de 7,11°C.

En utilisant ces valeurs, le temps estimé pour éliminer 100% des germes contenus dans
un lait contenant 10° UFC/ml serait de 978 sec a 62°C, 234 sec a 65°C, 120 sec a 68°C et 72
sec a 71°C (Nackmoon, S. et al. 1998).
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Au cours de cette méme étude, les valeurs D des germes isolés ou en amas n’étaient
pas significativement différentes, malgré une tendance a I’inactivation plus rapide des germes
isolés (ou en amas de petite taille).

1.2.5.2.1.2.1. Efficacité et sources de variation de la pasteurisation HTST /
UHT (72°C pendant 15 secondes).

Les résultats obtenus par les différents auteurs sur ce procédé divergent quant a son
efficacité.

Ces divergences peuvent en partie étre expliquées par différents points : choix du
matériel de pasteurisation, méthodes de détection et milieux de culture utilisés, séparation ou
non des amas, contaminations initiales enregistrées, variations de la sensibilité thermique des
différentes souches de Map utilisées, conditions d’utilisation de souches fraichement isolées
ou adaptées au laboratoire.

° Lors de I’étude de Mc Donald et al., différents niveaux de contamination initiale par
Map furent étudiées (de 10° a 10" organismes/ml), le pasteurisateur utilisé étant un appareil &
capacit¢ de 3000 1/h, avec flot turbulent continu, en grande partie équivalent a un
pasteurisateur de type commercial.
Les températures d'étude furent 72, 75 et 78°C, et des temps d’application de 15, 20 et 25
secondes.

La méthode de contréle (mise en culture, avec un procédé¢ de décontamination
simplifi¢) montre une limite de détection de un organisme pour 10 ml de lait.

La pasteurisation quelles que soient les températures et les durées d’application testées
ont permis une réduction supérieure a 6 log dans 85% des essais (aucun organisme viable de
Map détecté¢ dans 17 des 20 essais), et une réduction supérieure a 4 log dans 14% des essais
(lors de 3 tests [72°C pendant 15 sec, 75°C pendant 25 sec et 78°C pendant 15 sec], quelques
rares organismes (de 0,002 a 0,004 CFU/ml) furent détectés).

Map fut ainsi isolé dans 6,9% des échantillons (10 sur 144) (Mc Donald, W.L. et al.
2003),

° L’intérét d’une homogénéisation initiale du lait fut notamment étudié par Grant et al.
Lors de cette étude, le pasteurisateur utilisé était de type commercial, la contamination initiale
allant de 10" 4 10° UFC/ml de lait, avec ou sans homogénéisation.

96,7% des échantillons ont été décontaminés intégralement par la pasteurisation,
utilisée seule ou en combinaison avec une homogénéisation initiale.

Des organismes de Map viables furent mis en évidence a partir de 27 échantillons sur
816 (3,3%). Toutefois, lors de décontamination imparfaite, quelques rares bacilles de Map ont
¢té mis en évidence (entre 10 et 20 CFU/150ml).

La réduction de Map observée variant entre 4,0 et 5,2 log, avec ou sans
homogénéisation initiale du lait (supérieure a 5 log dans 96,7 % des cas).

La plupart des cultures positives qui ont €té obtenues dans cette étude correspondent a
une température de pasteurisation de 72,5°C, qui correspond pourtant a la température 1égale
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minimum de pasteurisation ; sinon, elles proviennent de lait pasteurisé sans homogénéisation
préalable.

L’homogénéisation permet d’augmenter 1’efficacité de la décontamination du lait vis-
a-vis de Map (les agrégats pouvant contenir plus de 10 000 bactéries dans le lait).

Néanmoins, aucune différence significative ne ressort de la comparaison des différents
procédés d’homogénéisation (homogénéiseur conventionnel a pression, microfluidiseur ou
traitement ultrasonique) (Grant, I.R. et al. 2005b).

Cette étude révéle que des ajustements de la températur e de pasteurisation ou du
temps de chauffage uniquement, ne sont pas suffisants pour assurer une inactivation
compléte de Map dans certains cas.

Par contre, la combinaison de la pasteurisation avec des procédés tels que
I”homogénéisation per met de maximiser laréduction d’ organismes viables de Map.

1.2.5.2.1.2.2. Efficacité et sources de variation de la pasteurisation a basse
température (63°C pendant 30 minutes).

Dans ce cas non plus, la pasteurisation a basse température (LTH) (Grant, I.R., Ball,
H.J., Neill, S.D. et al., 1996) (63C pendant 30 min) ne permet pas de décontaminer totalement
le lait de tank ; les résultats apparaissant similaires a ceux obtenus par la pasteurisation UHT

1.2.5.2.1.2.3. Application particuliére au colostrum

Pour la lutte contre la paratuberculose en élevage, 1’applicabilit¢é du procédé de
pasteurisation au colostrum a été vérifiée. Le résultat de la pasteurisation a été étudié sur du
colostrum infecté expérimentalement, ainsi que ses possibles effets délétéres sur la teneur en
immunoglobulines G.

La pasteurisation a ¢été réalisée a une température de 63°C appliquée pendant 30
minutes.

La recherche de Map dans le colostrum préalablement pasteurisé a été réalisée par une
mise en culture pendant une durée de 16 semaines. De plus, la concentration en IgG fut
mesurée avant et apres pasteurisation par méthode radioimmunologique.

Il apparait que la croissance de Map a partir du colostrum est ralentie apres
pasteurisation mais pas complétement éliminée.

La croissance de Map a été mise en évidence dans deux prélévements (parmi 18 testés)
a partir de colostrum pasteurisé.

La concentration moyenne en IgG était de 44,4g/l pour le colostrum avant
pasteurisation et de 37,2g/1 une fois pasteurisé, soit une diminution de 12,3%. Les colostrums
de trés bonne qualité (sup. a 48g/1) subissent une plus forte baisse (P=0,002).

Donc en dépit de la diminution des IgG qui a été constatée (permettant tout de méme
un transfert correct de I’'immunité passive), la pasteurisation du colostrum permet de diminuer
le risque de transmission de la paratuberculose, sans toutefois ¢liminer totalement les bacilles
de Map (Meylan, M. et al. 1996).
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Godden et al. ont obtenus des résultats similaires au cours de leur étude sur la
pasteurisation du colostrum (Godden, S. et al. 2006).

Les échantillons ont été ici pasteurisés a 60°C pendant 120 min, dans un pasteurisateur
disponible commercialement pour une utilisation dans les élevages.

En utilisant ce protocole, aucun effet délétere n’a été observé sur la teneur en IgG
(pré : 60,5g/1, post : 59,1g/1) du colostrum.

Lors de cette étude, aprés une inoculation initiale de 10 UFC/ml, aucune culture n’a
été positive apres 60 min a 60°C.

Les auteurs estiment, dans les deux études, que ce systeme est suffisant dans la
majorité des situations en ¢levage.

1.2.5.2.2. Résistance a la décontamination de I’eau

L’efficacité d’¢élimination et/ou d’inactivation de Map dans 1’eau destinée a la
consommation humaine (que ce soit par la filtration sur le sable ou la chloration) n’a été que
peu documentée a ce jour. Néanmoins, une étude a d’ores et déja démontré que le niveau de
chloration habituellement utilisé pour le traitement des eaux potables ne permet qu’une
réduction d’environ 2 log;o du nombre de Map viables présents dans I’eau (Whan, L. et al.
2001).

Aucun traitement ne semble permettre d’assurer une décontamination efficace, a
I’exception de I’ionisation.
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. METHODES DE DIAGNOSTIC ET DE DEPISTAGE DE LA
PARATUBERCUL OSE

Dans le cadre de la recherche de la paratuberculose dans un élevage, le diagnostic
épidémio-clinique constitue une premicre étape.

Un diagnostic différentiel cohérent permettra d’éliminer un certain nombre
d’affections qui pourraient étre confondues avec la paratuberculose; le diagnostic nécropsique
pourra étre utilisé¢ pour confirmer la suspicion.

Toutefois, dans le cas de la paratuberculose, les examens de laboratoire occupent une
place prépondérante que se soit pour confirmer ou infirmer une infection a Map, ou bien

encore pour réaliser le dépistage au sein des cheptels.

[1.1. Diagnostic épidémio-clinique

La paratuberculose peut-étre suspectée chez les bovins, ovins ou caprins, et cela quel
que soit le type d’élévage. Comme nous 1’avons vu précédemment, la maladie apparait le plus
souvent de maniere sporadique, mais peut €également se présenter sous forme enzootique.

L’incidence de la forme clinique est maximale chez les jeunes adultes, apres la
premicre mise bas, voire la seconde. Toutefois, il arrive que des bovins déclarent la forme
clinique apres 1’age de 10 ans.

Tout ruminant domestique adulte présentant une diarrhée incoercible, avec le plus
souvent une conservation de 1’appétit, associée a un amaigrissement progressif, devra étre
considéré comme suspect de paratuberculose.

Signalons toutefois la rareté de la diarrhée chez les ovins, chez qui 1’amaigrissement

est le signe majeur

II.1.1. Diagnostic différentiel (cas particulier des bovins)

Toutes les affections qui peuvent provoquer une diarrhée chronique accompagnée ou
non d’amaigrissement doivent étre envisagées. Le tableau suivant, qui n’est pas exhaustif,
regroupe les principales affections entrant dans le diagnostic différentiel de Ia
paratuberculose. (Pétrié, L., 1991, Brugere-Picoux, J., 1987)
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Tableau 3 : diagnostic différentiel desdiarrhées chroniques chez les bovins.

Symptdémes Autr g
Maladies ymp Epidémiologie signes Diagnostic
evocateurs .
clinigues
: , - sporadique - signes
- diarrhée profuse et p 1 - chute de la Sig
. : ou enzootique . cliniques
Paratuberculose incoercible . production
. -bovins > 2 i - examens de
- amaigrissement - anemie .
ans laboratoire
- enzootique » .
- olutdt - appetit - coproscopie
. , P diminué - pepsinogene
. - diarrhée profuse animaux \ . o
Oestertagiose o . - évolution élevé
- amaigrissement jeunes .
relativement - contexte
- AU aigué | épidémiologique
hiver g P £l
- Diarrhée - animaux
, - amaigrissement adultes - coproscopie
Distomatose et A p P
- oedemes - paturage en - sérologie
déclives zone humide
Thrombose dela o .
. - diarrhée - sporadique .
veine cave . . . . - signes
R - amaigrissement - plutdt -hémoptysie o
caudale, abcés S K . ~ cliniques
P - appétit diminué animaux ages
hépatiques
- gros reins - Palpation
y . . - sporadique - appétit transrectale
Amyloidose - diarrhée poraciq appetit .
’ . o - bovins > 5 diminué - urémie et
rénale - oedemes déclives . N
ans - signes créatininémie
urinaires ¢levées
. - diarrhée profuse et - enzootique
Paramphistomose | . pgprotuse © . q )
: incoercible, noire a | - printemps ou -coproscopie
larvaire
verte automne
- dosage
Carenceen cosage
. . . . - diagnostic
cuivreet/ou en - diarrhée - sporadique o , .
g . . - anémie thérapeutique
sélénium et - amaigrissement ou enzootique ;
o (réponse au
vitamine E .
traitement)
amaigrissement - bovins
Pyélonéphrite ETIS5E adultes dans le : - palpation
: - diarrhée . - dysurie
chronique . trimestre post- transrectale
- hyperthermie
partum.
I ntoxications - signes
(mercuriale, , . ) associés, en - anamneése
X - non spécifique - aliments . s
prée, renoncule, particulier - prélévements
molybdene) neurologiques
- mesure de pH
- pousse .
. . - erreur dans le ruminal
Acidose - odeur acide de la anormale des - :
) . . plan de -vérification du
chronique diarrhée h sabots
rationnement . plan de
- mammites.. :
rationnement
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Les affections a I’origine d’une diarrhée aigué, telles que la salmonellose, la dysenterie
d’hiver, le BVD, I’acidose aigu€ ou bien encore certaines intoxications aigu€s n’ont pas été
incluses dans le diagnostic différentiel de la paratuberculose.

[1.2. Diagnostic nécropsique

Nous ne détaillerons pas cet aspect du diagnostic. Il repose sur I’observation de 1ésions
intestinales et ganglionnaires, ainsi que sur la présence d’une hydrocachexie dans la plupart
des cas.

Une réserve doit étre émise quant a la valeur des observations macroscopiques,
puisqu’elles n’apparaissent que trés tardivement dans 1’évolution clinique de la
paratuberculose, mais surtout que I’intensité des symptomes n’est pas bien corrélée avec les
Iésions qui sont observées lors de 1’autopsie.

Il apparait donc clairement que le recours a un examen de laboratoire est nécessaire
pour obtenir un diagnostic de certitude, et permettre un dépistage efficace de Ia

paratuberculose

1.3. Examensdelaboratoire

La paratuberculose étant une maladie dont I’évolution est lente, les informations obtenues
par les diverses techniques vont évoluer au cours du temps. Il est absolument nécessaire de
garder a D’esprit le caractére évolutif de la maldie et de la réponse immunitaire qu’elle
provoque pour une utilisation raisonnée et optimale de la palette des tests disponibles.

Les différentes méthodes utilisables peuvent étre réparties en 2 groupes :

Tout d’abord les techniques dites directes qui permettent la mise en évidence du
bacille : les méthodes de bactérioscopie, d’histopathologie, de culture fécale ou tissulaire,
ainsi que les différentes techniques de PCR.

Ensuite viennent les techniques dites indirectes qui permettent de mettre en évidence
la réaction immunitaire de I’hdte face a ’infection paratuberculeuse et les 1ésions qu’elle
provoque ; on distingue notamment les méthodes mettant en ¢évidences la réaction
immunitaire & médiation cellulaire (test cutané intradermique ou test a I’interféron-
gamma, test d’inhibition de la migration des macrophages, ou encore de transformation
lymphoblastique), ainsi que celles mettant en évidence la réaction immunitaire a médiation
humorale (sérologie ELISA indirecte, fixation du complément et test d’immunodiffusion en
gelose). Enfin I’histopathologie permet de mettre en évidence les modifications de la
composition cellulaire des tissus provoquées par 1’infection.

Pour chaque technique, nous mettrons en avant les principales caractéristiques et
I’utilisation pour le dépistage.
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I1.3.1. Techniques directes

I1.3.1.1. Bactérioscopie

Cette méthode repose sur la mise en évidence du caractére acido-alcoolo résistant de

Map.
I1.3.1.1.1. Description et mise en oeuvre

Le principe est la recherche de bacilles paratuberculeux en microscopie apres
étalement sur une lame de verre a partir d’un prélévement de féces. Cet étalement est coloré
de maniére a mettre en évidence la résistance de la coloration a 1’acide et a 1’alcool, apres
coloration de Ziehl-Neelsen. IIs apparaissent regroupés en amas ou en palissade.

Les feéces représentent un prélévement de qualité médiocre, contenant parfois de
nombreux bacilles acido-alcoolo résistants (BAAR) qui sont mis en évidence par cette
méthode et difficiles a différencier de Map. Les BAAR apparaissant rouges sur fond bleu.

Ces bacilles, qui ne sont généralement pas pathogenes, ont une prévalence de 3 a 76 %
dans les féces des ruminants. Cette méthode manque donc fortement de spécificité.

D’autre part, on ne peut pas mettre en évidence la totalit¢ des bacilles paratuberculeux,
notamment ceux n’ayant pas encore ou ayant perdu leur caractére acido-alcoolo résistant.
Outre les difficultés techniques et de lecture, cette technique manque de sensibilité.

Il s’agit ainsi d’une méthode a utiliser tardivement au cours de I’évolution de la
paratuberculose, car elle ne peut mettre en évidence qu’une excrétion massive, et n’est donc
valable que sur les animaux dans la phase clinique.

Enfin, si le prélévement est réalisé sur un animal présentant une forme paucibacillaire,
le bacille peut ne pas étre mis en évidence.

Le raclage de la paroi rectale n’est pas utile lors du prélévement, car cette partie du
tube digestif est rarement atteinte (chez les bovins, les 1ésions intestinales s’étendent jusqu’au
rectum chez moins de 10% des animaux en phase clinique de la maladie).

Il faut néanmoins mettre au crédit de cette méthode une facilit¢ et une rapidité
d’exécution qui se traduisent par un coft relativement faible. Cependant, la lecture des lames
est longue et nécessite de I’expérience.

Du fait de son caracteére tardif, cette méthode est principalement utilisée comme
méthode de diagnostic et non de dépistage; on la met donc en ceuvre sur des animaux
malades, atteints de diarrhée chronique (Toutefois, sa faible spécificité conduit a préconiser
I’association avec une analyse sérologique).

11.3.1.1.2. Caractéristiques

Le résultat obtenu par le biais de cette technique est uniquement qualitatif et
correspond a 1’observation ou non d’amas de BAAR.

Les valeurs de la spécificité et de la sensibilité qui ont été estimées chez des animaux

en phase clinique sont comprises respectivement entre 43 et 94%, et 24 et 67%. (Bourzeix,
T., 1994).
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La limite de détection de cette méthode est estimée a 10°a 10° bacilles par gramme
de féces.

11.3.1.2. Histopathologie

11.3.1.2.1. Description et mise en ccuvre

Cette méthode peut se réaliser apres prélevement nécropsique, ou aprés biopsie sur
animal vivant (peu réalisé en pratique).

Les tissus a examiner (principalement I’iléon, les nceuds lymphatiques mésentériques)
sont préalablement fixés dans une solution de formol a 10%, puis inclus dans de la paraffine,
et découpés en sections de 4 a 5 um d’épaisseur.

Les tissus sont alors colorés a ’hémalun-éosine ; la coloration de Ziehl-Neelsen peut
¢galement étre utilisée pour mettre en évidence les germes (Bancroft, J.D. et al. 1996).

A T’examen microscopique, une attention particuliére doit étre portée a la présence de
macrophages, de cellules épithélioides (macrophages modifiés, caractérisées par un
cytoplasme trés abondant qui repousse le noyau a la périphérie) contenant des BAAR, a
localisation intracellulaire, et compatibles avec la présence de Map; certaines cellules
épithélioides pouvant fusionner et donner des cellules multinuclées géantes appelées cellules
de Langhans.

Le diagnostic histopathologique d’une infection par Map nécessite 1’observation de 2
ou plus BAAR compatibles avec Map au sein des cellules inflammatoires précédemment
citées. A I’inverse, 1’absence de BAAR doit étre confirmée par 1’observation d’au moins une
coupe supplémentaire du méme tissu. Une variante de cette méthode, utilisée comme méthode
directe, est I’immunohistochimie a 1’aide d’anticorps monoclonaux dirigés contre Map.

Puisque I"histopahologie met en évidence les modifications de la composition
cellulaire (cellules de I'inflammation citées ci-dessus) des tissus provoquées par
I"infection, cette méthode peut également étre considérée comme une technique
indirecte.

11.3.1.2.2. Caractéristiques

Cette technique est considérée comme tres specifique ; la spécificité avoisine les 100% pour
une per sonne suffisamment exprimentée.

La sensbilité est moindre, d’environ 85 % (car elle nécessite la présence de lésions
suffisamement intenses pour étre identifiées ; le caractére focal des Iésions peut interférer
avec leur détection).

11.3.1.3. Culture

La famille des mycobactéries comporte des espéces a croissance lente, d’autres a
croissance rapide. Les espéces a croissance lente correspondent a Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium leprae (chacun étant agent de zoonose),
et Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis.
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Map se distingue plus particulierement des autres mycobactéries par sa croissance
extrémement lente et son incapacité a produire de la mycobactine (sidérophore liposoluble
chélateur de fer, responsable de la captation et du transport du fer a I’intérieur de la cellule).

Map est ainsi celles des mycobactéries cultivables dont la croissance est la plus lente,
avec un temps de multiplication de plus de 20 heures dans des conditions de culture
optimales. De ce fait, une culture primaire (et ce quelle que soit la source), nécessitera au
minimum de trois a six semaines pour former une colonie a partir d’une bactérie (ou d’un
amas) de Map (cette durée pouvant atteindre 6 mois); la température optimale de
développement de Map est 37°C, alors qu’elle est faible a 30°C et nulle a 42°C).

Les colonies formées sont alors de petite taille (1-2 mm), habituellement blanches et
bombées. Des colonies rugueuses et pigmentées sont rarement observées, et plutot obtenues a
partir de prélévements ovins.

De plus, comme précisé ci-dessus, le développement de Map est dépendant de

I’incorporation dans le milieu de culture d’un chélateur du fer : la mycobactine J.

- 97 4 98% des cultures positives apparaissent a partir de la douziéme semaine
- 90% des cultures positives apparaissent avec plus de 6 colonies en 8 semaines
- 22 3% deviennent positives seulement a partir de la seiziéme semaine.

I1.3.1.3.1. Coproculture

11.3.1.3.1.1. Description et mise en ceuvre

Les échantillons fécaux (1 a 2 grammes) peuvent éEtre utilisés frais ou apres
congélation.

11.3.1.3.1.1.1. Procédés de décontamination et milieux de culture

Différents procédés de décontamination sont utilisables. Ils sont obligatoires, a cause
de la tres longue période de culture qui est nécessaire, pour ¢liminer les autres bactéries dont
la croissance est beaucoup plus rapide, (Collins, M.T. et al. 2005) :

e décontamination pendant 24 heures dans une solution a 0,75% de chlorure de
cetylpyridinium suivi d’une sédimentation pendant 72 heures (ou centrifugation dans
certainscas). Milieu de culture utilisé ensuite : milieu HEY'.

Il s’agit de la méthode la plus conventionnelle, utilisée couramment en France par la
majorité¢ des Laboratoires Vétérinaires Départementaux.

e décontamination dans une solution a 4% de NaOH pendant 15 min, puis dans une solution
a 5% d’acide oxalique et 0,1% de vert de malachite pendant 15 min, ainsi que dans un
mélange de néomycine et d’amphotericine B (50ug/ml) pendant une nuit. Apres
centrifugation, le culot de centrifugation est ensemencé dans le milieu de Lowenstein-Jensen
(Méthode dite de Jorgensen)
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Le milieu de Herrold (HEY) est le milieu de culture usuellement utilisé en France. I
se présente comme un milieu glycériné de gélose agar, compos¢ de jaune d’ceuf, d’une
solution saline contenant au minimum 2 pg/ml de mycobactine J (ajout supplémentaire
d’antibiotiques dans certains cas).

Pour chaque échantillon de féces, cing tubes sont généralement inoculés. Les cultures
sont ensuite incubées pendant 6 mois a 37°C. Les tubes sont inspectés aux semaines 8, 12, 16
et 26 pour rechercher la croissance mycobactérienne.

Les prélévements sont considérés comme contaminés si plus de 3 tubes présentent une
contamination bactérienne ou fongique.

Les cultures positives sont le plus souvent confirmées par une coloration de Ziehl-
Neelsen et/ou par PCR.

La quantification (donnée semi-quantitative) de I’excrétion fécale est également
réalisée dans certains laboratoires. Elle permet communément de définir des niveaux
d’excrétion (faible, moyenne, et forte excrétion fécale).

Cette information permet d’évaluer le risque de transmission par la voie fécale, et par
les autres voies (lait, colostrum et placenta).

La plupart des laboratoires quantifient I’excrétion fécale mesurée par un score de 0 a 4
(en relation avec le nombre d’organismes de Map/gramme d’échantillon) (Collins, M.T. et al.
2005):

- Les laboratoires utilisant le milieu HEY convertissent le nombre moyen de colonies
observées ;

0 : aucune colonie observée

1:1a9 colonies

2 : 10 a 49 colonies

3:50a 99 colonies

4 : plus de 100 colonies

Les scores 3 et 4 sont obtenus chez des animaux fortement excréteurs.

11.3.1.3.1.2. Caractéristiques

Cetest est classique, et utilisé comme méthode de référence (Gold Standard) ; il
est considéré comme spécifique a 100%. Les erreurs par exces sont anecdotiques et
notamment liées a une infection par une mycobactérie dépendante de la mycobactine autre

que Map.

La méthode de mise en culture standard, en particulier avec [ utilisation
d’antibiotiques et de désinfectants lors de la préparation des échantillons, réduit fortement la
sensibilité analytique de la méthode de coproculture : il est estimé que la phase de préparation
des prélévements diminue le nombre initial de Map dune facteur supérieur a 100
(Reddacliff, L.A. et al. 2003b).

Par ailleurs, les souches d’origine ovine sont difficiles a cultiver sur les milieux usuels.
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Rappelons également que I’excrétion du bacille paratuberculeux peut étre
intermittente, ce qui diminue encore la fiabilité de cette méthode au niveau individuel (moins
de 50 % desindividusinfectés sont ainsi détectés).

Les valeurs de sensibilité vont de 40 a 60 % pour une infection subclinique, et de
60 & 95 % pour desanimaux en phase clinique.

La limite de détection est d’environ 50 a 100 bacilles/gramme de féces.

Il demeure toutefois le test le plus sensible et le plus spécifique pour détecter
I’infection dans un troupeau ; ce test permet de repérer les animaux infectés de 2 (excrétion
importante) a 4 ans (faibles excrétion) avant ’apparition des premiers signes cliniques
(diarrhée ou amaigrissement), il convient donc de le répéter annuellement dans le cadre d’une
surveillance des cheptels infectés.

Le dépistage par culture fécale individuelle, avec abattage des animaux dont le résultat
est positif, est & ce jour un outil majeur pour diminuer 1’excrétion de Map au sein d’un
troupeau infecté

Les inconvénients de cette méthode sont principalement liés a la trés longue durée de
la culture, le colt élevé, et le risque de contamination des cultures par d’autres bactéries ou
par des moisissures (dans ce cas, une nouvelle culture devra étre réalisée, ce qui augmente
d’autant les délais et le cotit ; de plus aucune conclusion ne pourra étre donnée si la deuxiéme
culture est ¢galement contaminée).

La culture a partir d’échantillons de sol apparait également possible, mais avec une
sensibilité deux fois moindre qu’a partir des feces.

De plus, des échantillons environnementaux nécessitent une période de culture plus
longue pour permettre une croissance significative (Whittington, R.J. et al. 2003).

11.3.1.3.1.3. Coproculture de mélange

Afin de réduire les cofits d’analyse lors de dépistage, certains auteurs préconisent de
réaliser des mélanges de prélévements fécaux par lot de 10, avec un protocole de culture
standard par la suite.

Ainsi, lors d’une ¢étude sur les coprocultures de mélange (10 prélévements fécaux),
88 % (24 positifs sur 27) des échantillons fécaux mélangés contenant au minimum 1 fort
excréteur (50 colonies et plus par tube) ou 1 moyen (de 10 a 49 colonies par tube) ont pu étre
détectés par cette technique (Wells, S.J. et al. 2003).

Des résultats similaires ont été obtenus lors d’une autre ¢tude réalisée sur des
troupeaux laitiers au Chili (van Schaik, G. et al. 2007). En comparaison avec les cultures
fécales individuelles (procédures de décontamination et de mises en culture identiques aux
procédures frangaises), la sensibilité de la coproculture de mélange était de 46% (IC 95% :
29-63%) avec 5 animaux par mélange, et 48% (IC 95% : 28-68%) avec 10 animaux.

La sensibilité de la méthode apparait logiquement plus faible pour les lots composés
d’animaux faiblement excréteurs (26% et 24% respectivement pour des lots de 5 ou 10
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animaux), par rapport a des lots contenant des bovins moyens ou forts excréteurs (sensibilité
alors supérieure a 75%).

Le mélange de 10 échantillons fécaux apparait donc, d’un point de vue technique et
¢économique, comme la meilleure solution pour déterminer le statut d’un cheptel.

Cette méthode pourrait donc apparemment étre utilisée pour réaliser un dépistage a
moindre colt dans les cheptels.

Les Pays-Bas utilisent d’ores et déja cette technique (mélange de 5 féces, a hauteur
de 2g par animal) dans le cadre de la certification des cheptels. Toutefois, comme le
Danemark, ils utilisent des procédures de décontamination et de culture différentes des
procédures frangaises. Le protocole utilisé est celui de Jorgensen.

Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour I’application de ce procédé
en France.

De la méme fagon, en Australie, une étude liée aux tests d’efficacité¢ de la
vaccination paratuberculeuse chez les ovins a I’aide du vaccin Gudair® a utilisé des modeles
mathématiques permettant d’estimer la prévalence de la paratuberculose au sein des cheptels a
partir de cultures fécales de mélange (mélanges de 50 prélévements individuels) (Toribio, J.A.
et al. 2007).

Les parametres qui ont été pris en compte sont le nombre d’animaux par mélange, le
nombre total d’animaux testés, ainsi que les caractéristiques de la méthode de culture utilisée.

11.3.1.3.1.4. Méthode radiométrique

Il existe également une méthode de coproculture dite méthode radiométrique, utilisant
le milieu de culture BACTEC-12B, qui est un milieu de culture liquide.
Cette méthode est basée sur la détection de radio-isotopes.

La décontamination des échantillons est réalisée pendant 24 heures dans une solution a
1% de chlorure de cetylpyridinium, asociée a une filtration avant ensemencement. en présence
de molécules antibiotiques (vancomycine, amphotericine B et acide nalidixique, voire en plus
triméthoprime et azlocilline).

Bien que disponible commercialement, cette méthode est assez peu utilisée.
Ses avantages sont un temps de réponse plus court (8 semaines en moyenne, avec un
maximum de 12 semaines contre 16 pour la culture standard), une sensibilité accrue, et la

capacité a détecter les souches ovines en culture.

Elle nécessite toutefois un équipement cher ainsi qu’une logistique permettant la
gestion des déchets radioactifs.

Les quelques laboratoires (en France) utilisant le milieu BACTEC déterminent une

quantification (semi-quantitatif) de I’excrétion en évaluant le temps (en semaines) écoulé pour
obtenir une culture positive :
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: aucune colonie observée apres 12 semaines d’incubation
: apres plus de 8 semaines d’incubation

:entre 6,1 et 8 semaines d’incubation

s entre 4,1 et 6 semaines d’incubation

: moins de 4 semaines d’incubation

AW —=O

Cette quantification repose sur 1’existence d’une corrélation entre le temps écoulé
avant détection et le nombre de Map inoculés dans le milieu BACTEC.

L’utilisation de la méthode radiométrique sur mélange de prélévements fécaux a été
envisagée dans 1’espece caprine, pour réduire les colits et les manipulations lors de dépistage
(Eamens, G.J. et al. 2007).

La dilution d’un seul prélévement positif par mélange a été étudiée pour des rapports
allant de 1 pour 5 jusqu’a 1 pour 50 ; les cultures fécales étaient validées par PCR 1S 900
couplée a une méthode RFLP (cf. infra).

Pour la dilution de 1 pour 25, la détection est possible dés la dixiéme semaine pour 13
des 16 mélanges réalisés (les animaux utilisés excrétaient plus de 2x10* Map / g de féces).

Les 2 caprins qui n’étaient détectés que par la culture individuelle excrétaient
faiblement (moins de 2x10° Map/g de féces), un autre caprin n’étant détecté qu’a la dilution
de 1 pour 10.

Il est a noter que 13 des 16 caprins excréteurs étaient classés comme de faibles a
moyens excréteurs (< 2x10° Map/gramme de féces).

Cet outil (culture fécale par méthode radiométrique sur lot de 25 caprins) semble donc
utilisable lors de dépistage des cheptels caprins vis-a-vis de la paratuberculose, et permettrait,
selon les auteurs, un colt diminué de 40 % par rapport a I’utilisation de sérologies
individuelles, et de 75 a 90% par rapport a [’utilisation de cultures fécales individuelles.

Il s’agit a ce jour de la seule méthode sur mélange réalisable et validée chez I’espece
caprine.

11.3.1.3.2. Culture a partir d’échantillons tissulaires

Peu de données relatives aux qualités de cette méthode sont disponibles.

Dans 1’étude de Huda et Jensen, la sensibilité mesurée chez des bovins en phase
clinique est de 100% (Huda, A. et al. 2003),. Néanmoins, 1’étude n’incluant que 16 bovins,
dont six seulement atteints de paratuberculose, les résultats doivent étre considérés avec
précaution.

Cette méthode apparaitrait néanmoins plus sensible qu’une coproculture standard, et
plus sensible également que I’histopathologie.

Chez les ovins, cette méthode apparait également comme la plus sensible pour détecter
précocement l’infection aprés une exposition naturelle a Map, de 6 a 12 mois apres
exposition. La comparaison ayant été effectuée par rapport au test cutané intradermique, au
test a I’interféron gamma, a la coproculture et a I’histopathologie (Reddacliff, L.A. et al.
2004).
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L a spécificité apparait identique a celle de la copr ocultur e (100%).

11.3.1.4. Détection par PCR

11.3.1.4.1. Intérét du séquencage de Map dans la méthode PCR.

Pendant de nombreuses années, 1’élément d’insertion 1S900 (présent chez Map a
hauteur de 14 a 20 copies) était considéré comme hautement spécifique de Map.

Cette séquence est encore utilisée pour le choix des amorces utilisées dans la
méthode PCR, mais également dans des méthodes de typage moléculaire tels que la RFLP.

A présent, I’existence de séquences 1S900-like chez d’autres mycobactéries
(Cousins, D.V. et al. 1999 ; Englund, S. et al. 2002) engendre de forts doutes quant a la
spécificité de ces méthodes.

A Theure actuelle, des séquences plus spécifiques de Map sont recherchées, et
plusieurs séquences alternatives ont déja été proposées :
- ISmav2 (Stommenger, B. et al. 2001)
- HspX (Ellingson., J.L. et al. 1998)
- F57 (Poupart, P. et al. 1993)

Le génome de Map (Figure 7 : souche isolée a partir d’un cas clinique bovin), a été
publié en 2005, et consiste en une séquence circulaire unique de 4 829 781 paires de bases,
avec une composition G + C de 69,3% (Li, L. et al. 2005).

f‘[_\\”!-‘t*ﬂl SHETINNT QVium
subsp,

paratuberculosis, K-10

4,829,781 bp

Figure7 : Représentation circulaire de la souche K-10 de Map

Le séquencage récent du génome de Map a permis de mettre en évidence 2
séquences spécifiques, sans séquence homologue observée chez les autres mycobactéries : il
s’agit de IS MAPOQ2 (six copies) (une seule séquence homologue détectée chez Legionella
pneumophila, avec seulement 28% d’identité) et |S-MAPO4 (cinq copies) (séquences
similaires retrouvées chez Arthrobacter nicotinovorans et Sreptomyces coelicolor (Li, L. et
al. 2005).
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Une technique de PCR nichée ciblant IS MAPQO2 a été développée, bien que 1’utilité
de cette méthode a des fins diagnostiques nécessite encore des améliorations:

In fine, le séquengage a permis de mettre en évidence 161 séquences spécifiques du
génome de Map, la région la plus longue mesurant 15,9kb.

11.3.1.4.2. PCR couplée a une électrophorese sur gel d’agarose (1900, ISmav2)

11.3.1.4.2.1. Description et mise en ccuvre

Les séquences d’insertion (IS) sont des éléments génétiques mobiles et de petite taille.

L’identification de la séquence 1000 date de'la fin des années 1980, et la méthode
PCR T'utilisant fut considérée comme I’un des premiers tests vraiment spécifiques de Map.
Toutefois, comme indiqué ci-dessus, des études récentes remettent en cause la spécificité de
cette méthode, par la présence de séquences homologues chez d’autres espéces de
mycobactéries.

Certains auteurs affirment néanmoins que les amplicons des séquences |S900-like
pourraient aisément étre différenciés des amplicons |S900 de Map par la méthode RFLP, qui
utilise une étape de digestion par des enzymes de restriction.

Deux couples d’amorces spécifiques de la séquence 1000 sont fréquemement
utilisées : les amorces de Millar et celles de Vary.

Sur la Figure 8, (Harris, N.B. et al. 2001) représentant ’extrémité 5° de 1900, les
séquences des amorces déterminées par Millar et al. d’une part, Vary et al. d’autre part sont
localisées.

Les amorces de Millar (Millar F et Millar R) sont représentées par des fléches pleines,
celles de Vary (Vary F et Vary R) par des fleches en pointillés.

18800 1 mmmmmmmmmwmm 100
Millar ¥
Is900 101 mmmmmmmmuwmm 200
VALY F = == m = = o= - - - ).-
Ise00 201 GGTTOATCTOGACAATGACGE TTACGEASGTOGTTGTEGCACAACCTETCTOOGCROGCE TGGACCCTOG TAMIGOCGACCATTACTGCATOGTTATTAA 3100

1s900

18900 401 . COGCACCACOTTOCTAATCOCCTTACTCATOGC TGCCOOGCAGCOGCTGC TTTATATTCCOBGACGCACG 499
Millar R

Figure 8: représentation desamorcesde Millar et Vary sur |'extrémité5' de | S900.

Le produit de la PCR est visualisé grace au bromure d’éthidium et par exposition aux
UV, apres €lectrophorese en gel d’agarose.
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11.3.1.4.2.2. Caractéristiques

La limite de détection annoncée est de 5 x 10° UFC/gramme de féces ; néanmoins, cet
objectif est trés rarement atteint, et ce pour plusieurs raisons :

- quantité excessive d’ADN non spécifique appartenant a I’hote ou a d’autres bactéries
que Map

- substances inhibant I’amplification (par interférence avec I’activitté de la Taq
polymérase) dans les échantillons cliniques telles que les sels biliaires, la bilirubine,
I’urobilinogene, des polysaccharides...)

- qualité de préparation (dont extraction) de I’ADN.

Par exemple le lait, du fait de sa richesse en lipides et en calcium, est un milieu complexe,
difficile a analyser par la méthode PCR.

La sensibilité de cette méthode est similaire a celle de la coproculture.

Concernant la préparation des échantillons, un traitement par ultrasonication répétée
des prélévements permettrait de déstructurer les amas de Map, augmentant la sensibilité de la
technique.

Outre sa rapidité de réponse, son avantage réside également dans sa capacité a mettre

en évidence les souches réfractaires a la culture (notamment les souches ovines).

11.3.1.4.3. PCR en temps réel (systtme TagMan®)

11.3.1.4.3.1. Description et mise en ccuvre

La PCR en temps réel, utilisable sur tous les types d’échantillons (eau, lait, tissu,
feces), est une alternative a la PCR classique dont la révélation se fait apres électrophorése.

Elle repose sur le plus souvent sur I’amplification de la séquence 1000 et permet de
s’affranchir de la similitude de séquences retrouvées chez certaines mycobactéries (1900-
like). Cette méthode repose, en plus de la paire d’amorces spécifiques d'IS900, sur une
amorce interne qui garantit une plus grande spécificité (Rodriguez-Lazaro, D. et al. 2005).

La technique est connue sous le nom de systtme TagMan® (Applied Biosystems —
Roche Molecular Systems, Branchburg, Allemagne).

L’autre intérét majeur de cette méthode de détection par amplification de fragments
ADN est la mise en évidence des faux négatifs, qui sont toujours possibles lors de présence
d’inhibiteurs de la PCR ; ceci est particuliérement intéressant lors de recherche de Map dans
certains types d’échantillons tels que le lait.

68



11.3.1.4.3.2. Caractéristiques

° Dans I'étude de Rodriguez-Lazaro et al., utilisant le gene 1S900, la spécificité
affichée est de 100% : ces résultats reposent sur ’analyse de 18 isolats de Map, 17 souches
de mycobactéries autres que Map, et 25 souches bactériennes non-mycobactériennes.

La limite de détection est inférieure a 3 copies de génome avec 99% de
probabilité, ou bien encore a 12 cellules de Map avec 99% de probabilité. De plus, une copie
d’ADN unique peut étre détectée dans 67% des cas.

° L’utilisation d’une PCR en temps réel utilisant la séquence F57 a également été
décrite, pour la détection de Map a partir de lait de tank, d’échantillons tissulaires ou fécaux.
La limite de détection observée est de 100 cellules de Map par ml de lait, ou bien de 100
cellules de Map contenues dans 200 mg de féces (Bosshard, C.T. et al. 2006).

° Un kit utilisant le systétme TagMan®, aplliqué au gene ISmav2, sur matiére fécale est
¢galement proposé (Wells, S.J. et al. 2006).

La spécificité obtenue est de 99,7% ; elle apparait donc supérieure a celle des
méthodes ELISA comparées (Herdcheck® ELISA (Se: 26% / Sp :94,9%) et ParaCheck®
(Se : 27% / Sp : 98%) ; la sensibilité est comparable aux méthodes ELISA (29% ; IC 95% : 24
-35%).

Sa sensibilité relative est de 4% pour les faibles et moyens excréteurs (12—13% pour
les techniques ELISA), et de 76% pour les forts excréteurs (67% pour les ELISA sur le lait).

Cette méthode pourrait donc €tre utilisée comme un test rapide pour la détection des
forts excréteurs fécaux, qui sont les plus susceptibles de transmettre 1’infection aux autres
animaux.

Le prix de cette méthode est environ 80% celui d’une culture fécale traditionnelle
utilisant le milieu HEY, mais trois fois plus cher qu’un ELISA.

11.3.1.4.4. PCR multiplexe

Cette méthode, comme la PCR en temps réel, est présentée comme une solution aux
cas faussement positifs existant avec la PCR conventionnelle 1S900 ; 1’enjeu étant encore
d’améliorer la spécificité de cette technique.

Cette méthode PCR repose sur la co-amplification du géne d’espéce mycobactérienne
16S rRNA, et des séquences génétiques 1000 et 157.

La méthode incorpore en plus un contréle interne de I’amplification.

Cette technique a été appliquée avec succeés sur 10 isolats de Map, et 59 isolats
d’autres bactéries, dont 24 mycobactéries (Tasara, T. et al. 2005).
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Figure9: résultat de PCR multiplexe aprés migration par électrophorése
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La colonne 1 correspond a une souche de Map, leslignes2, 3, 4, 5, et 6 a différentes mycobactéries testées,
en plusde Map.

Utilisée sur du lait artificiellement contaminé, la limite de détection a été de 10 cellules de
Map/ml.

I1.3.2. Techniques indirectes

Par comparaison avec les méthodes de détection dites directes, les méthodes indirectes
permettent de mettre en évidence la réaction du systéme immunitaire de I’hote infecté : il
s’agit donc, soit de la réponse immunitaire a médiation cellulaire, soit de la réponse
immunitaire & médiation humorale. Ce sont donc principalement des tests immunologiques.

Afin d’interpréter au mieux les résultats de ces tests, il est important de connaitre
I’évolution des deux composantes de la réponse immunitaire lors des différentes phases

d’évolution de la maladie chez un animal sensible.

11.3.2.1. Evolution de la réponse immunitaire chez un animal infecté

Suite a I’infection par Map, la coexistence de réponses immunitaires cellulaire et
humorale est possible (Figure 10) pendant quelques temps.

Toutefois, au départ, la réponse immunitaire induit principalement le recrutement et la
prolifération des LT CD4", des LT CD8" cytotoxiques, et d’autres cellules immunitaires
mononuclées sécrétant de fortes quantités de cytokines, dont I’'IFN-gamma. La réponse a ce
moment est de type Thl

Puis au cours de I’évolution de la maladie, la réponse immunitaire se polarise
progressivement vers le type Th2 , et ce type de réponse est largement prédominant en fin
d’évolution. Il promeut notamment la prolifération des LB. Le bacille ayant une localisation
intra-cellulaire, il est a noter que la réponse de type Th2 n’a,dans ce cas, aucun role
protecteur.
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Il apparait ainsi que la réponse immunitaire a médiation cellulaire est prépondérante
pendant la phase sub-clinique, la réponse a médiation humorale ne devient détectable que
tardivement par rapport a I’évolution clinique de la maladie (Chiodini, R.J., 1996).

Le taux d’anticorps anti-Map augmente alors fortement et la réponse a médiation
cellulaire s’effondre (anergie) ; tous les signaux de recrutement local et d’activation des
macrophages disparaissent, laissant la possibilit¢ au germe de se multiplier et la charge
bactérienne devient plus élevée.

L’épuisement du systéme immunitaire en phase terminale se traduira finalement par
une chute des anticorps (anergie sérologique), ceux fixant le complément disparaissant plus
vite que ceux détectés par la méthode ELISA.

Figure 10 : évolution des deux composantes de lar éponse immunitaire et de |’ excr étion.

00 0000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000sscsesesesssossssscsscscscsesssocncse

A
Infection sans Infection +/- Infection avec excrétion
excrétion excrétion +/- et anticorps
~ anticorps :
~ : : -’
. M .
~ : : .7
~ : : -
: : *

v

PHASE ASYMPTOMATIQUE | | PHASE CLINIQUE

— = Réponse immunitaire a médiation cellulaire

= = == : Réponse immunitaire & médiation humorale

Excrétion bacillaire

......................................................................................................................................................

71



11.3.2.2. Influence de la période péri-partum sur les tests immunologiques

Une phase d’immunosuppression est décrite en peri-partum chez les ruminants ; il
semble nécessaire d’évaluer son impact potentiel sur la qualité des résultats fournis par les
tests immunologiques employés dans le cadre du dépistage de la paratuberculose.

Le péri-partum a effectivement un effet significatif sur la fonction immunitaire, avec
une baisse significative des Ac spécifiques de Map (tant dans le sérum que dans le lait).
L’immunosuppression correspondante concerne ¢galement de facon significative la réponse a
médiation cellulaire (Stabel, J.R. et al. 2004).

La parturition a ains un effet significatif sur les tests du diagnostic
immunologique de la par atuber culose.

11.3.2.3. Mesure de la réponse immunitaire & médiation cellulaire

L’intérét majeur de tests permettant de mesurer la réponse immunitaire a médiation
cellulaire, est théoriquement de détecter les animaux infectés avant méme qu’ils excrétent
Map dans les féces (phase sub-clinique) (se reporter a la figure 10 : évolution des deux
composantes de la réponse immunitaire et de 1’excrétion).

Lorsque la réponse cellulaire est active, la réponse immunitaire a pour conséquence
I’accumulation de macrophages, de cellules ¢épithélioides et cellules de Langhans,
typiquement situées dans la muqueuse intestinale et les nceuds lymphatiques régionaux.

Si de tels tests se révélaient efficaces, il deviendrait possible de mettre en place
des dépistages utilisables chez les jeunes animaux, permettant d’évaluer a court terme
les effets des mesur es de prévention a |’ échelle d’un cheptel.

11.3.2.3.1. Test cutané intradermique et test a I’interféron-gamma

11.3.2.3.1.1. Description et mise en cuvre

Le test cutané intradermique (TCI) est déja couramment utilisé pour détecter les
infections a mycobactéries (test d’IntraDermoTuberculination ou IDT utilisé dans le cadre du
dépistage de la tuberculose bovine) ; il mesure la réaction d’hypersensibilité retardée de type
IV développée par I’organisme infecté, aprés contact avec un antigéne mycobactérien ; utilisé
premicrement dans le cadre du dépistage de la tuberculose bovine, il est a présent également
disponible commercialement (excepté en France) pour la détection de la paratuberculose.

Toutefois, bien que présente, la réaction d’hypersensibilité est moindre dans le cas de
la paratuberculose par rapport a celui de la tuberculose.

L’inflammation créée au point d’injection du dérive protéique modifié de Johnin (0,1

ml de solution a 1,5 mg/ml de Johnine-PPD), qui est un extrait antigénique mycobactérien,
est évaluée par le calcul de I’augmentation du pli de peau 72 heures apres injection.
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Malheureusement, ce produit n’est pas disponible en France. Le test est donc réalisé en
utilisant la technique dite d’intradermotuberculination comparative (IDTc). ,Elle repose sur
la comparaison de l’intensité des réactions obtenues avec la tuberculine aviaire et la
tuberculine bovine, administrées simultanément par voie intradermique en 2 points distincts,
a raison de 0,1 ml.par point.

Le test a I’interféron-gamma est I’équivalent in vitro du TCI.

Le test a Dl'interféron-gamma détermine 1’amplitude de la réponse immunitaire a
médiation cellulaire, en quantifiant [’interféron-gamma produit par les lymphocytes
contenus dans un échantillon de sang (prélevé sur héparinate de lithium) et activés avec des
antigénes de Map.

Ainsi, le sang total est ainsi mis en contact avec une PPD de Map pendant 24 heures,
puis la production d’IFN-gamma est mesurée par ELISA.

Deux tests interférons sont actuellement disponibles sur le marché : I'un distribué par
IDEXX (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME), 1’autre se nommant BOVIGAM™ (CSL,
Parkville, Australie).

11.3.2.3.1.2. Caractéristiques

11.3.2.3.1.2.1. IDT¢

En France, la spécificité obtenue avec I’'IDTc est médiocre : une réaction importante
vis-a-vis de la tuberculine aviaire confirme seulement un contact avec une mycobactérie
appartenant au groupe avium dans lequel figure 1’agent de la paratuberculose.

Donc a cejour, du fait de sa faible spécificité et du caractere aléatoire au fur et a
mesure que la progression vers la phase clinique, I’'IlDTc ne doit pas étre considérée
comme un test diagnostic fiable de la paratuber culose

11.3.2.3.1.2.2.  TCI et test IFN

Selon les données bibliographiques, la sensibilité du TCI apparait tout de méme faible
pour le dépistage de la paratuberculose ; la sensibilité du test interféron oscillant entre 21 et
65% selon les auteurs.

La gpécificité du test IFN varie également fortement en fonction de la souche
bactérienne utilisée pour purifier ’antigéne (Jungersen, G. et al. 2002), des algorithmes
décisionnels choisis (Kalis, C.H.J. et al. 2003) : elle est conprise entre 26 et 97,6% selon les
auteurs.

Par exemple, la spécificité du test a ’IFNy a été comparée a celle du TCI par Kalis et
al.
Dans cette étude, la spécificité des tests est de :
- 93,5% pour le TCI, en prenant comme valeur limite une augmentation du pli de peau
de 4 mm (88,8% si 2mm, 91,3% si 3 mm)
- 93,6 % pour le test a I'I[FN-gamma (utilisation d’un algorithme développé par
’auteur).
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Lors de I’utilisation des algorithmes proposés par les distributeurs du test IFN, le test montre
une spécificité de 66,1% (algorithme fourni par CSL) et 67% (algorithme utilisé par IDEXX)
respectivement.

De plus, sans raison clairement identifiée, la spécificité varie fortement pour les deux
tests en fonction des élevages (entre 58 et 100% pour le TCI ; entre 71 et 99% pour le test
INF) (Kalis, C.H.J. et al. 2003) .

Lors de I'utilisation en paralle¢le des deux tests, et dans le cas ou un animal n’est
déclaré infecté¢ par Map que si les deux tests donnet un résultat positif, la spécificité alors
obtenue est de 97,6%.

Toutefois, ce résultat doit &tre considéré avec prudence, étant donné que Ia
concordance entre les 2 tests s’avére médiocre (k=0,41) (Kalis, C.H.J. et al. 2003).

L’intérét principal du test cutané est une facilit¢ de mise en oeuvre, et un colt
relativement faible. Mais il reste peu fiable. L’intérét du test IFN est de ne demander qu’une
seule manipulation des animaux (contre deux pour le test cutané), et une lecture plus objective
des résultats.

Toutefois, de nombreux désavantages peuvent étre évoqués pour les deux méthodes :

- Ces deux méthodes sont fortement pénalisées par 1’absence d’un antigéne réellement
spécifique de Map, ce qui oblige a multiplier les tests, alors que la spécificité de ces
tests devrait €tre aussi €élevée que possible.

- Certains animaux non infectés pourraient avoir une réaction faiblement positive
(faux-positifs) pendant quelques semaines suite a 1’exposition avec d’autres
mycobactéries environnementales, en raison d’une réaction croisée. Ceci est
¢galement observé dans le cas de dépistage de la tuberculose bovine.

- Lors de campagne de vaccination contre la paratuberculose (interdite en France a ce
jour), des interférences existent, parfois pendant plusieurs années, malgré 1’arrét de la
vaccination.

La spécificité du test IFN apparait donc inférieure a celle de la sérologie en ELISA, la
sensibilité des tests étant variable en fonction des études.

De plus il faut noter que 1’obligation d’utiliser les échantillons de sang dans un bref
délai aprés le prélévement pour le test IFN apporte d’autres inconvénients spécifiques a cette
méthode, notamment pour les dépistages de masse.

En effet, pour qu’elle soit optimale et précise, cette technique doit étre réalisée dans
des conditions strictes de délai (entre 12 et 24 heures apres le prélevement) et de respect de la
température de conservation (entre 15,6 et 21,1°C) (Stabel, J.R. et al. 2001).

Ainsi, plus une interprétation plus précise du test IFN, 1’utilisation d’un mitogéne ou
d’un super antigene comme contrdle positif serait utile, notamment pour 2 raisons :
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- identification des animaux mauvais répondeurs ou anergiques qui ne sont pas capables
de produire une réaction immunitaire (stade terminal de paratuberculose, infection par un
agent immunosuppresseur)

- vérification que les lymphocytes du sang complet sont encore fonctionnels au moment
du test (contrdle des effets du transport et du stockage).

Mais a ce jour, peu des travaux publiés ont validé 1’utilisation d’un contréle positif
dans le cadre du dépistage de la paratuberculose des ruminants.

Parmi les activateurs déja testés (Pokeweed mitogen, SEA, concanavaline A,
phytohémaglutinine (PHA)), la PHA reproduit le plus conformément les modifications de
réaction a I’antigéne au cours de I’évolution (déja utilisé comme contrdle positif dans le cadre
de la tuberculose humaine) ; néanmoins il faudrait le valider pour d’autres espéces que les
bovins.

11.3.2.3.2. Autres tests représentatifs de la réponse immunitaire & médiation
cellulaire

Les tests d’inhibition de la migration des macrophages, ou encore de transformation
lymphoblastique, ont notamment permis la mise en évidence de la réaction immunologique a
médiation cellulaire.

Ils sont néanmoins coliteux et nécessitent un laboratoire trés spécialisé car ils
requierent une technicité importante.

Nous ne les développerons pas ici.

11.3.2.4. Mesure de la réponse immunitaire & médiation humorale

La présence d’anticorps dirigés contre Map est interprétée comme I’incapacité de la
réponse immunitaire cellulaire a juguler I’infection et, par voie de conséquence, constitue la
preuve de I’extension de I’infection. L’animal séropositif représente donc un danger
épidémiologique en tant que candidat au statut d’animal excréteur, voire de candidat a
I’ expression clinique de la par atuber culose.

Ces méthodes permettant de mettre en évidence la réponse humorale de 1’hote, et étant
donné que ’intensité¢ de ce type de réponse augmente (Figure 10) au cours de I’évolution
clinique, 1’dge des bovins au moment du test peut influencer les résultats obtenus (maladie
d’évolution chronique).

11.3.2.4.1. Sérologie : méthode ELISA indirecte

11.3.2.4.1.1. Description et mise en ceuvre

La méthode ELISA est une technique immuno-enzymatique. Les Ac n’étant détectés
au plus tot que 10 a 17 mois aprés I’infection, il n’est pas conseillé de réaliser cette analyse
sur des animaux ayant moins de 15 a 18 mois (utilisée a partir de 24 mois en pratique).
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En fonction du test ELISA utilisé, divers antigénes de Map sont fixés sur les parois du
puits d’une microplaque en polystyrene.

Aprés utilisation ou pas d’une étape de préabsorption (cf. infra), les échantillons de
sérum a tester sont déposés dans les puits de la microplaque. S’il existe des anticorps
spécifiques de Map dans le sérum, des complexes Map-anticorps se forment et les anticorps
spécifiques sont alors retenus sur les parois du puit.

Apres lavage, un anticorps dirigé contre les immunoglobulines de ruminant couplée a
une enzyme est ajouté. Ce conjugué se fixe sur le complexe immun précédemment formé.

A la suite d’un second lavage, le substrat est mis en présence de I’enzyme qui assure
sa transformation en un composé coloré.

L’intensité de la coloration mesure le taux d’anticorps dans le sérum a tester.

Possédant une sensibilité et une spécificité supérieures aux deux autres techniques
sérologiques disponibles (test de Fixation du Complément et test d’Immunodiffusion en
gélose), la sérologie ELISA les a peu a peu supplantées.

L’un des principaux inconvénients de cette méthode est li¢ a ’apparition tardive de la
réponse anticorps ; elle ne permet donc pas le dépistage précoce des animaux infectés.

En contrepartie, cette technique a comme avantage d’étre disponible dans de
nombreux laboratoires d’analyse, de permettre 1’obtention de résultats dans des délais faibles,
et un colit d’analyse modéré.

En conséquence de 1’absence de données sur les caractéristiques des tests chez les
ovins (et les caprins), les données obtenues dans I’espéce bovine sont généralement
extrapolées aux deux autres especes, en attendant une évaluation ultérieure.

Devant la multiplicit¢ des tests sérologiques ELISA disponibles sur le marché, en
fonction des pays, certains auteurs ont cherché a comparer les caractéristiques et les qualités
de chacun d’entre eux.

11.3.2.4.1.2. Comparaison des différents tests ELISA : caractéristiques
analytiques

Les données des fournisseurs sont fournies dans le Tableau 4 ci-dessous (Kohler, H. et
al. 2003). 11 s’agit d’ELISA indirects.
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Tableau 4 : caractéristiques et qualitésdes principaux tests EL | SA disponibles

ELISA Svanova IDEXX Pourquier Pﬁze.r Sanig Synbiotic
Animale Corp.,
Nom SVANOVIR® Haerrgtﬁie;rlﬁ o';/'lé ELISA Paracheck | SERELISA
déposé ELISA P ELISA Paratuberculosis ELISA® ParaTB®
Polysaccharide . Y
Antigéne | lipoarabinomannan | Cellule entiére Ant1gene‘ Antlgenev
(LAM) protoplasmatique | protoplasmatique
Absorption Non? Oui Oui Oui Non
Antigéne
pour Non Mycobacterium | Mycobacterium | Mycobacterium
I’absorption phlei phlei phlei
du sérum’
Valegtffcutt' 32-53% (OD%) 0’15\’/21;[31 é)s P~ | 60-70% (OD%)
Spécificité’ ~ 94 /10,985-
%) ~76 0.995] ~99 98
el
Se“?%hte ~70 ~ 55/ [30-40] ~ 53 27

': données fournisseur

*: la préabsorption du sérum avec une suspension contenant des antigénes de Mycobacterium
phlel est connue pour augmenter la spécificité du test ELISA. Cette étape permet de piéger les
anticorps non spécifiques dirigés contre les mycobactéries environnementales,
corynébactéries et Nocardia, pouvant potenticllement réagir avec les antigénes de
Map (réactions croisées) ; la sensibilité reste inchangée.

. LAM étant considéré comme un antigéne hautement spécifique de Map, une étape de
préabsorption n’est pas requise.

° La sensibilité de la sérologie par ELISA ( Sweeney, R.W., Whitlock, R.H., Buckley,
C.L. et al. 1995) (test utilisé: Map Antibody Test Kit; Herdcheck MptAb, Idexx
Skandinavia AB, Sweden) est établie par comparaison avec la culture fécale, considérée a ce
jour comme la méthode de référence. La sensibilité est estimée a 87 % pour des bovins en
phase clinique, mais seulement de 15 % pour des animaux au stade sub-clinique.

La méthode ELISA présente une forte spécificité, qui dépend bien évidemment du
seuil de positivité choisi (voir exemple du test IDEXX, tableau 4)

° Collins et al. (Collins, M.T., Wells, S.J., Petrini, K.R et al. 2005) ; étude réalisée en
sérologies individuelles sur 359 bovins laitiers de troupeaux indemnes, et 2094 bovins laitiers
de cheptels déclarés infectés ; la positivité est déterminée par coproculture.
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Sur le sang :
- ELISA A: HerdCheck® M. paratuberculosis ELISA, IDEXX laboratories, Inc.,

Westbrook, Maine ; ELISA “absorbé”
- ELISA B : ParaCheck® ; Prionics, Omaha, Nebraska ; ELISA “absorbé”
- ELISA D : SERELISA ParaTB® ; Synbiotic Corp., San Diego, CA, USA

- ELISA C: ELISA Paratuberculosis ; Institut Pourquier, Montpellier, France.
Le kit C étant reconnu et utilisé en France.
Sur le lait :
Spécificité comparée des cinq tests ELISA

- ELISA E: non commercialis¢ au moment de I’étude, développé par Antel
BioSystems, Inc., Lansing, MI

Tableau 5: spécificité des5tests EL I SA compar és.

Dispersion de
Test ELISA Spécificité moyenne spécificitéinter-
élevage

A 95,26 (342/359) [84 —100]

B 99,72 (358/359) [98,5 — 100]

S 100 (359/359) [100]

D 84,91 (349/359) [62,0 —94.,9]
E 99,72 (351/352) [98,5—100]

La spécificit¢ des tests B, C et E est supérieure ou égale a 99,8% (et non
statistiquement différente) ; elle est inférieure pour les deux autres.

La spécificité des tests A et D varie respectivement entre 84 et 100% pour A, et entre
62 et 94,6% pour D. Les variations inter-¢levages enregistrées pourraient notamment étre
expliquées par la diversité des flores microbiennes, y compris mycobactériennes, qui étaient
présentes.
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Tableau 6 : sensibilité des5 tests EL 1 SA comparés pour leur capacité a détecter lesanimaux excr éteurs

(test deréférence: coproculture)

Score
d’excr étion Test A Test B Test C Test D Test E
fécale
0 6,31 2,88 1,44 22,28 3,69
(92/1459) | (42/1457) | (21/1454) | (323/1450) | (50/1355)
01-10 9,61 9,61 6,99 28,57 11,68
=T (29/229) (22/229) (16/229) (50/175) (23/197)
11-20 17,65 23,53 19,12 50,00 26,15
T (12/68) (16/68) (13/68) (25/50) (17/65)
21-30 63,89 55,56 55,56 56,00 43,33
=T (23/36) (20/36) (20/36) (14/25) (13/30)
31-40 76,83 73,17 81,71 88,24 72,22
=T (63/82) (60/32) (67/32) (45,51) (52/72)
ex;gt”;rs 28.92 2843 27.95 44,52 28,85
Ul (120/415) | (118/415) | (116/415) | (134/301) | (105/364)

La sensibilité des tests a détecter les animaux excréteurs n’est pas statistiquement
différente pour quatre des tests (27,95 a 28,95%). La sensibilité du test D est plus élevée
(44,5%, p<0,05).

Quelle que soit le test employé, il apparait clairement que la sensibilité¢ des techniques
ELISA augmente d’autant plus que I’animal excréte Map en grandes quantités (sensibilité
moyenne de 78,4% pour les forts excréteurs).

La présence d’animaux séropositifs non détectés comme excréteurs, peut étre due :

- Au fait que ’animal est effectivement infecté, mais excrétait en dessous des limites de
détection de la culture, ou n’excrétait pas le jour du préleévement.

- A une simple exposition a Map sans infection, entrainant la mise en place d’une
immunité, qui n’est pas reliée a I’apparition d’une infection ; par exemple chez un
adulte, dont on sait qu’ils sont plus résistants a I’infection (il s’agirait alors d’un
« faux-positif »)

Les auteurs ont également mis en évidence qu’un animal (un bovin en I’occurrence)
peut répondre a une infection par Map par la production d’anticorps qui sont détectés par un
des tests ELISA, mais pas par les autres. Ceci peut étre expliqué par le fait que les différents
tests utilisent des antigénes différents.

.Ainsi, I’identification de la diversité des antigénes et des épitopes de Map qui induisent une
réponse humorale chez les bovins permettrait d’améliorer significativement la qualité des tests
de diagnostic.

Un test ne reposant que sur un seul antigene souffrira probablement d’un manque de

sensibilité¢ diagnostique. De ce fait, en augmentant au maximum la spécificité, cela confirme
le fait qu’il est utile de-multiplier les tests pour améliorer la sensibilité et la spécificité.
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Toutefois, pour les tests ELISA A, B, C, E, les bovins dont les résultats sont
«fortement positifsy ont une probabilité d’étre excréteurs de plus de 90 %, si la prévalence
sérologique au sein du troupeau est de plus de 10%. De méme, pour un test donné, des valeurs
prédictives positives peuvent étre calculées en fonction du niveau de positivité de I’ELISA,
ainsi que la prévalence sérologique au sein du troupeau.

Dans un souci d’économie, pour les cheptels les plus séverement atteints, un test de
confirmation par culture fécale ne serait ni efficace, ni financiérement intéressant.

Une réserve doit étre émise cependant : d’un point de vue individuel (utilisation non
recommandée par le fabricant), si le résultat obtenu avec un test ELISA est positif,
I’utilisation d’un autre test ELISA chez un animal en phase sub-clinique a de fortes chances
de donner un résultat différent a cause de la faible valeur prédictive positive des tests
(McKenna, S.L.B. et al. 2006 ; étude réalisé sur 994 bovins abattus en 99, sur trois tests
approuvés par le Département de I’ Agriculture américain. La technique de référence était ici
I’isolement a partir des tissus.

La culture fécale, pour le dépistage individuel, reste donc la méthode la plus
appropriée dans ce but, malgré les nombreux inconvénients que nous avons cités plus haut.

Dans le contexte francais, si la confirmation par culture fécale des animaux qui sont
positifs en ELISA est maintenue comme procédure de confirmation, une certaine proportion
des cheptels qualifiés comme indemne le seront faussement (existence des faux-négatifs en
coproculture).

Malheureusement, a ce jour, il n’existe pas en pratique de méthode alternative,
notamment pour remplacer la culture fécale comme méthode de confirmation.

Certains auteurs considérent (notamment Collins, M.T. et al. 2005) qu’étant donné que
les tests sérologiques ELISA détectent moins d’un tiers des animaux infectés par Map et
qu’ils sont possiblement excréteurs dans un troupeau, le pourcentage d’animaux testés positifs
pourrait €tre au minimum multiplié par trois pour donner une estimation de la prévalence
réelle de I’infection au sein d’un troupeau.

La valeur prédictive positive de ce test est acceptable dans les cheptels ou la
prévalence de Map est modérée a forte, mais elle demeure trés faible dans les cheptels dont le
nombre d’animaux infectés est tres faible.

De méme, a cause cette fois de la faible sensibilité, la valeur prédictive négative est
faible dans les troupeaux ou la prévalence est moyenne ou forte, alors qu’elle est acceptable
dans les cheptels a faible prévalence.

11.3.2.4.1.3. Sérologies sur lait (individuel ou de mélange)

Peu a peu, afin de pouvoir utiliser a moindre cotit cette méthode lors de dépistage a
grande échelle, les différents laboratoires cherchent a développer des sérologies ELISA sur
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des lots d’animaux (malgré le probléme de la trop faible sensibilité a ce jour), mais également
sur le lait (dépistage facilité dans les troupeaux laitiers).

La sérologie sur lait, développée par Antel BioSystem, permettrait en plus d’obtenir un
résultat semi-quantitatif, fort utile pour la sélection des animaux a réformer. A ce jour, de
nombreux tests ELISA sont en développement, les comparaisons n’étant pas encore
disponibles.

Comme limite, il est probable que ces tests ne devront pas étre utilisés au pic de
lactation, pour limiter I’effet dilution.

Le test ELISA ParaCheck (développé par Antel BioSystems, et distribué par Prionics)
est a ce jour le seul a avoir été approuvé pour le dépistage sur le lait par le Département de
I’ Agriculture américain (Dans le cadre du Programme de Contréle Volontaire de la Maladie
de Johne (USVoluntary Johne's Control Program).

Le test ELISA de I’'Institut Pourquier est également validé pour cette indication en
France (van Weering, H. et al. 2007).

Lors d’une étude a grande échelle portant sur les caractéristiques et performances du
test, la sensibilité et la spécificit¢ ont été testées aux Pays-Bas en fonction du niveau
d’excrétion, mais également dans des troupeaux supposés sains, a partir d’échantillons de lait
(individuels ou de mélange).

[1.3.2.4.1.3.1. Lait individuel

La spécificité (n=435) est supérieure a 99,8% (IC 95% : 99,3-100%), a condition de
prendre une valeur SP de 20%, au lieu de la valeur P de 30% proposée par le fabricant.

En comparaison avec les animaux séropositifs (n=418) (trousse ELISA Pourquier
¢galement), la sensibilité relative pour des échantillons de lait individuel est de 87% avec une
valeur §P de 20%, et de 80% avec une valeur SP de 30%.

La sensibilité de cet ELISA, en comparaison avec la culture fécale, apparait supérieure
a 90% chez les forts excréteurs (97%, IC 95% = 90-100%), que ce soit a partir du sérum ou
du lait. Tous les excréteurs réunis, la sensibilité relative du test est de 89% (IC 95% = 79-
99%).

La concordance entre les 2 tests (sur le lait ou sur le sérum) apparait également tres
grande (k = 0,91).

11.3.2.4.1.3.2. Lait de mélange

La spécificité du test est de 100%, que la valeur SP soit de 12,5% ou de 30%
(n=113).

En conservant la valeur SP proposée par le fabricant (30%), lorsque 2 animaux au
moins sont séropositifs, la sensibilité est de 24%, et la spécificité¢ de 99% par comparaison
avec les résultats sérologiques (n=383 lait de mélange).

En optant pour une valeur SP de 12,5%, et si la séroprévalence est > 3% au sein du
cheptel, la sensibilité et la spécificité sont respectivement de 85% et 96.
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Les différentes valeurs de sensibilit¢ et de spécificité obtenues en fonction de la
prévalence sérologique réelle au sein du cheptel, ainsi que de la valeur SP choisie, sont
données en exemple dans le Tableau 7.

Les auteurs concluent que 'utilisation individuelle des échantillons de lait est tout a

fait pertinente, mais qu’une utilisation a grande échelle sur du lait de tank demande des
¢évaluations supplémentaires (concernant notamment la valeur S'P a utiliser).

Tableau 7 : Sensibilité du kit ELISA Pourquier pour une utilisation sur lait de mélange

Prévalence Valeur S/P 30% Valeur S/P 12,5%
crolon -
Sero Og‘CC{f:p?; S AN Qensibilité (%)  Spécificité (%)  Sensibilité (%)  Spécificité (%)
= 1 animal (62) 14 100 35 99
> 2 animaux (54) 24 99 52 96
> 2% (82) 17 99 39 96
> 3% (50) 28 99 85 96
> 49% (32) 38 99 69 94
> 59% (22) 50 99 72 92

Entre parenthéses, nombre de prélévements de lait de mélange testés correspondant au critére. (n total = 383)

La méthode EL|SA apparait donc plus sensible que les deux autres tests mettant
en évidence la réaction immunitaire a médiation humorale, que sont I'immunodiffusion
en gel agar et la méthode de fixation du complément. Elle posséde (existence de données
contradictoires) les méme résultats chez les bovins, ovins et caprins, et peut étre utilisée
avec une sensibilité assez comparable a partir d’ échantillons de lait ou de sérum.

11.3.2.4.2. Sérologie : immunodiffusion en gélose

Cette méthode est réalisée sur un gel a 1 % d’agarose (pH 9) ; la présence d’une ligne
de précipitation est considérée comme un résultat positif, son absence comme un résultat
négatif.

La technique (Sherman, D.L. et al. 1989) présente ’avantage d’étre peu colteuse,
permettant la confirmation rapide d’une suspicion de paratuberculose clinique dans un
troupeau.

I1 s’agit cependant d’un test peu sensible (la sensibilité est trois fois moindre
que celle de la culture fécale chez les sujets en phase sub-clinique), bien que tres spécifique.

Il existe un kit commercial : Rapide Johne’s Test®, ImmuCell

11.3.2.4.3. Sérologie : test de fixation du complément

Ce test, permettant de mettre en évidence des Ac dirigés contre Map, est aujourd’hui
moins utilisé, a la faveur de la méthode ELISA. Les antigénes utilisés sont des antigénes
solubles.
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Ce test reste toutefois préconisé pour la confirmation d’un cas clinique ou pour
détecter des animaux fortement excréteurs.

Certains pays continuent a I’exiger avant d’autoriser I’importation de bétail.

Cette méthode présente néanmoins I’inconvénient d’étre tardive (une réaction positive
ne se déclarera au minimum que 9 mois apres la contamination, donc non utilisable dans un
but de dépistage précoce), d’étre inefficace pour la détection des animaux excréteurs
asymptomatiques, et de présenter des réactions croisées avec d’autre bactéries.

Sa spécificité moyenne varie de 46 a 59% (72 & 87% pour un animal en phase
clinique avanceée).

Ainsi, lors de la premiere coproculture, 70 % des animaux testés ont une réaction
négative en fixation du complément.

Ce test manque de sensibilité (sensibilité moyenne inférieure a 50%), voire de
spécificité dans certains cas ; il n’offre aucune garantie sur le statut individuel des animaux
dans un troupeau.

Parmi les méthodes sérologiques, les qualités de la fixation du complément se situent
au-dela de I’'immunodiffusion en gélose, mais en dega de I’ELISA.

11.3.2.4.4. Test sérologiques : quelles combinaisons possibles ?

De nombreux auteurs estiment (Collins, M.T. et al. 2005 ; Bottcher, J. et al. 2004) que
la combinaison de plusieurs tests, principalement sérologiques, permettrait d’augmenter
I’efficacité des dépistages de la paratuberculose, tant a 1’échelle individuelle qu’a 1’échelle du
troupeau.

Ce fut notamment réalis¢ dans le cadre du dépistage de la brucellose (ELISA, test de
fixation du complément, séro-agglutination) ou bien encore celui du dépistage de la Leucose
Bovine Enzootique (ELISA, immunodiffusion).

Pour la paratuberculose, certains auteurs proposent d’utiliser en premiére intention le
test montrant la plus forte sensibilité. Consécutivement a cela, les animaux séropositifs
devront étre confirmés par au moins deux des tests les plus spécifiques.

Des méthodes de dépistage individuel et a I’échelle du troupeau, reposant sur la
succession de plusieurs tests sérologiques, seront proposés plus en avant dans ce travail.

I1.4. Bilan

I1.4.1. Données pour les bovins

De toutes les méthodes de diagnostic ou de dépistage actuellement disponibles, aucune ne
peut étre considérée comme idéale, ou ne présente toutes les qualités requises pour obtenir des
résultats totalement fiables (c'est-a-dire une sensibilité et une spécificité proche de 100 %).
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Pour pallier aux inconvénients des différentes méthodes, diverses solutions sont
possibles, certaines ayant d’ores et déja été testées, voire mises en place :

e ]I est notamment possible de faire varier les seuils de positivité (sérologie ELISA,
test IFN, ...), de maniére a privilégier la sensibilité ou la spécificité, selon le stade supposé de
I’infection, ou le but poursuivi (dépistage ou confirmation clinique).

e la répétition, ou ’utilisation successive de différents tests (comparaison du résultat
de différents kits de sérologie ELISA dans le dépistage de la paratuberculose ; confirmation
d’une infection clinique par une méthode de culture fécale, ou 1’analyse histopathologique
d’un prélevement d’iléon antérieur).

Tableau 8: caractéristiques et qualités des principaux tests utilisés dans e cadre du diagnostic dela
paratuber culose
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"' rappelons que la sensibilit¢ des différentes techniques est majoritairement estimée en
fonction du statut excréteur (la méthode de référence étant la coproculture), elle apparait donc
supérieure a la sensibilité réelle pour détecter 1’infection paratuberculeuse.

. la mise en culture de Map est réalisable a partir d’échantillons tissulaires, avec des
protocoles et qualités similaires

3 - méthode basée sur la détection de la séquence 1S900

* . les sensibilités et spécificités citées sont celles obtenues avec le kit ELISA majoritairement
utilisé en France (distribué par 1’Institut Pourquier)

11.4.2. Evaluation de ces données pour les ovins et caprins

Peu de données sont actuellement disponibles sur les qualités des tests utilisés chez les
petits ruminants, ces tests étant généralement congus pour 1’espéce bovine ; pourtant, pour une
utilisation optimale de ces tests, ces données sont indispensables a plusieurs points de vue :
objectifs différents dans ces espéces (information sur le groupe plutdt que I’individu), souches
différentes (souche ovine).

L’utilisation des tests pour le diagnostic de la paratuberculose clinique chez les caprins
a été étudiée par Munjal et al., aprés infection expérimentale de 10 animaux (Goatl a G10), 5
¢tant laissés a leur contact (G11 a G15) et 8 servant de témoins négatifs (G16 a G23) (Munjal,
S.K. etal.2007).

Les conclusions doivent étre nuancées a cause du faible nombre d’animaux inclus dans
I’étude, et le fait qu’aucune comparaison de sensibilité/spécificité par rapport a une utilisation
chez les bovins n’est réalisée. Les valeurs de ces 2 caractéristiues analytiques demeurent donc
des approximations par analogie.

- Des Iésions histologiques sur I’iléon, le jéjunum et dans les nceuds lymphatiques
mésentériques, furent détectées sur 5 animaux inoculés, entre les jours 60 et 270 post-
infection.

- Pour les méthodes directes, les matieres fécales (prélévements mensuels) et les
¢chantillons tissulaires d’un caprin infecté¢ (sur 10 animaux inoculées) ont été positifs en
culture a 210 jours post-infection. Deux animaux dont celui-ci furent positif en PCR (1S 900),
210 jours apres infection.

Cette étude montre ainsi que 1’histopathologie a une capacité supérieure a détecter les
caprins en phase sub-clinique, par rapport aux méthodes microbiologiques.

Par ailleurs, de nombreux auteurs constatent que les cultures fécales sont négatives
chez les ovins et les caprins, méme a un stade avancé de la maladie (la souche ovine est
difficilement cultivable, et la difficulté de mise en évidence par la technique PCR est
probablement liée a des formes paucibacillaires.).

- Pour le test de transformation lymphoblastique utilisant la johnine (méthode indirecte
mesurant la réponse immunitaire & médiation cellulaire, prélévement tous les 2 mois), 11
prélévements ont été positifs entre 60 et 270 jours apres infection. ; en outre, 5 prélévements
du groupe contact ont été positifs entre 120 et 270 jours post-infection.
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Il peut s’agir de résultats faussement positifs, ou bien ces animaux se sont contaminés
au contact des premiers.

- Concernant les méthodes indirectes mesurant la réponse immunitaire a médiation
humorale (prélévement mensuel) : par la méthode d’immunodiffusion en gélose, 6 animaux
ont été détectés apres 180 jours ; alors que 11 ont été détectés a partir de 150 jours, par la
méthode ELISA (test Svanovir®, antigéne Polysaccharide lipoarabinomannan (LAM)). La
méthode ELISA apparait donc légérement plus précoce et sensible.

Tous les animaux positifs (5 caprins) en sérologie avaient des 1ésions histologiques, et
aucun n’appartenait au groupes contact ou contréle (Munjal, S.K. et al. 2007).

La concordance entre les différentes méthodes utilisées est présentée a la Figure 11.

Figure 11 : résultats positifs obtenus avec les diver ses méthodes diagnostiques chez les caprins (Goat 1 a
15) (Munjal, SK. et al. 2007)
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méthode diagnostique

Le dépistage de la paratuberculose sub-clinique reste donc, dans ’espéce caprine
comme dans 1’espece bovine, difficile en utilisant les tests de laboratoire disponibles.

La culture et la PCR ont une faible capacité de détection.

Les méthodes sérologiques ELISA et immunodiffusion, bien que tardives,
apparaissent ici comme les plus efficaces.
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. MESURES DE LUTTE ET DE PREVENTION CONTRE LA
PARATUBERCULOSE EN ELEVAGE BOVIN

Au sein de cette dernicre partie, nous ciblerons plus spécifiquement notre analyse au
contexte de 1’¢levage bovin, laitier ou allaitant.

Comme nous l’avons signalé plus en avant dans ce travail (cf. 1.1.2.1.2.1), la
paratuberculose bovine (et il en est de méme chez les petits ruminants) est actuellement
largement répandue en France (rappelons également que la situation est jugée comme
préoccupante dans 60 % des départements), et ce aussi bien dans les élevages laitiers
qu’allaitants, avec des conséquences économiques majeures.

Ces pertes sont a la fois directes (mortalité, euthanasie des malades cliniquement
atteints, baisse de production (en terme de quantité de lait livrée en élevage laitier, ou de
perte de poids de carcasse, voire de GMQ pour les bovins a I’engrais, dans les élevages
allaitants), colit des traitements dont I'utilité est médiocre, et des examens paracliniques)
qu’indirectes (non-acces a certains débouchés commerciaux par exemple).

Ces pénalités économiques touchent autant I’éleveur traditionnel que des secteurs plus
spécifiques (vente de géniteurs d’¢lite, insémination artificielle, transfert embryonnaire...).

Comme conséquence de I’impossibilité 1égale d’abattre un animal malade, ainsi que des
crises successives du marché de la viande, I’impact de la paratuberculose clinique augmente
perpétuellement.

On peut méme actuellement considérer que dés I’apparition des premiers signes
cliniques, un bovin atteint de paratuberculose a pratiquement perdu toute valeur marchande.

En effet, le marché pour les animaux insuffisamment finis est de plus en plus restreint,
voire inexistant, leur destination devenant bien souvent I’équarrissage.

En conséquence, outre les pertes de production, la valeur marchande de 1’animal
disparait bien souvent avec les premiers signes cliniques

Ainsi, le contexte actuel, qui est difficile pour I’élevage bovin, du fait de ’augmentation de
I’exigence des ¢éleveurs en terme de garanties sanitaires vis-a-vis des maladies, de
I’augmentation trés vraisemblable de la vigilance des éleveurs en matiere de paratuberculose
dans un proche avenir, stimule les actions concrétes et organisées contre la paratuberculose
des bovins, que ce soit en mati¢re de lutte ou de qualification sanitaire des cheptels, et cela
sans méme aborder la question d’un possible pouvoir zoonotique de I’agent de la
paratuberculose bovine.

Une lutte sanitaire contre la paratuberculose des bovins plus efficace, ainsi qu’une
certification des cheptels francais vis a vis de cette maladie, pourraient donc devenir un des
enjeux sanitaires majeurs de la filiére bovine.
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[11.1. Contexteinternational

Il faut rappeler que la France fut le premier pays a organiser un controle de la
paratuberculose des ruminants domestiques, dans les années 1920, notamment par la voie de
la vaccination; ce premier plan fut interrompu deés les années 1930, a la suite des
interférences avec les plans d’éradication de la tuberculose bovine.

La paratuberculose est présente sur tous les continents, mais semble a ce jour concerner
plus particulierement 1’Europe (dans la partie septentrionale du continent, c'est-a-dire La
Grande-Bretagne, les Pays-Bas, la Belgique, les pays scandinaves et la France) et I’Amérique
du Nord pour I’élevage bovin
La paratuberculose ovine, quant a elle, est également largement présente en Nouvelle-
Z¢élande, mais également en Australie depuis la derniére décennie, et ou elle continue de se
propager tres rapidement.

De ce fait, de plus en plus de pays commencent a se préoccuper de la paratuberculose,
que ce soit dans le but de maintenir un statut favorable (cas de la Sué¢de), ou bien d’instaurer
des plans de maitrise afin de limiter I’extension de cette maladie, voire de I’éradiquer.

En janvier 2001, la Fédération Internationale de Laiterie a organis€ un symposium
international avec le soutien de I’OIE, portant sur la maitrise et le diagnostic de la
paratuberculose, et au cours duquel plusieurs pays ont présenté leur approche.

Au sein de cette dynamique, certains pays ont réfléchi a la possibilité de mettre en place
des plans de certification des cheptels, ou du moins aux précautions a prendre pour limiter la
propagation de la paratuberculose.

C’est notamment le cas des Etats-Unis, des Pays-Bas et de 1’ Australie, mais également
de I’Allemagne, de la Grande-Bretagne (notamment a travers le Guidance on control of
Johne' sdisease in dairy herds).

Les modalités retenues par ces pays apparaissent toutefois différentes, tant sur le plan
des techniques employées, du panel des animaux soumis au dépistage, ou des mesures de
controle a I’introduction et des contre-expertises possibles.

Malgré les divergences, certains principes « fondamentaux » sont communs a toutes les
propositions de certification :

- Compte tenu des particularités de cette maladie, il ne peut pas étre établi une garantie
« indemne de paratuberculose »

- Les certifications conférées sont a niveau progressif (4 a 10 niveaux selon le pays), reposant
sur une probabilité croissante de non-infection du cheptel, au fur et a mesure de
I’accumulation des résultats négatif des tests successifs réalisées a intervalles réguliers.

- Des possibilités de contestation/confirmation des résultats positifs (procédures de contre-

expertise), tenant compte des défauts de spécificité des techniques (notamment la sérologie
ELISA).
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De méme, en tenant compte des connaissances actuelles, la majorit¢ des mesures
préventives sont communes a tous les contextes de certification ; notamment I’absence de
contact direct ou indirect (via 1’eau, le fumier ou I’alimentation) avec d’autres espéces
sensibles (afin d’englober également le réle épidémiologique potentiel de la faune sauvage) ;
une visite d’élevage préalable obligatoire pour déterminer les facteurs de risques propres a
I’¢levage considéré, concernant la contamination et la propagation de Map, pour ensuite
mettre en place des mesures préventives adaptées.

Au final, le contexte international de lutte/prévention contre la paratuberculose des
ruminants peut nous permettre de guider les mesures a appliquer en France, notamment a
travers les premiers résultats disponibles dans divers pays. Les caractéristiques particuliéres
de I’¢élevage francais doivent nous pousser a ne pas seulement copier un plan d’assainissement
étranger, mais bien de mener notre propre réflexion, pour proposer un plan de certification,
ainsi que des plans de lutte contre la paratuberculose clinique, qui soient adaptés aux
productions frangaises, et a nos problématiques de terrain.

Par exemple, une mise en quarantaine d’une durée de 4 mois (durée prévue et
obligatoire dans le plan de certification australien) ne serait ni raisonnable, ni réalisable dans
le modele de I’¢élevage frangais. De méme, un schéma de certification allemand a 10 niveaux
(Benedictus, G. et al. 2000), allant d’un statut « supposé non-infecté », a infecté en passant
par un statut « inconnu », semble trop lourd a appliquer, et a gérer.

[11.2. Lutte contrela paratuberculose clinique des bovins dans le contexte francais

I11.2.1. Fondements du Programme national pour |la maitrise de la paratuberculose en
élevage bovin cliniguement infecté

Dans le cadre de cette lutte, un programme national pour la maitrise de la
paratuberculose en élevage bovin (laitier ou allaitant) cliniquement infecté (Frigiere,Y. 2002)
fut mis en place en 1999 par le « Groupe de travail paratuberculose ».

Celui-ci est un programme commun de la Sociét¢ Nationale des Groupements
Techniques Vétérinaires (SNGTV) et de la Fédération Nationale des Groupements de Défense
Sanitaire du Bétail (FNGDSB).

Ce plan reposait alors largement, outre les 2 actions complémentaires que
représentent la détection/réforme précoce des animaux excréteurs, et la maitrise sanitaire des
risques de contamination, sur la vaccination précoce des veaux.

Ce plan proposait une harmonisation des différents plans de lutte qui existaient a
I’époque, au sein de certains Groupements de Défense Sanitaire (GDS) départementaux.

L’objectif raisonnable n’étant pas alors d’éradiquer l’infection paratuberculeuse au
sein du troupeau concerné, mais de ramener celle-ci @ un niveau économiquement acceptable
(c’est a dire faible).
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I11.2.2. Outils diagnostics, déroulement des plans de lutte

Pour la détection et la réforme précoce des animaux excréteurs, les techniques de
culture fécale et de sérologie ELISA étaient (et sont encore) utilisés, en fonction de différents
critéres décisionnels (tableau 9).

Culturefécale Critérede choix ELISA
Critere majeur Importante Atteinteclinique Faible
Elevé Taux d’animaux positifs Faible

En faveur Animaux posugfg parmi les

plus agés
Important Contact veaux-meres Faible
Critére mineur
Elevage sélectionneur En faveur

Tableau 9: critéresde choix pour la technique de dépistage des animaux excr éteurs

La fréquence des dépistages est annuelle, sur tout ou partie du cheptel selon le plan
mis en place ; la population a dépister est constituée des bovins agés de plus de 24 mois, quel
que soit le test utilisé.

Toutefois, si des cas cliniques sur de jeunes animaux agés de 18 a 36 mois
apparaissent dans le cheptel, la population des bovins agés de 12 a 24 mois peut également
étre testée, au moins la premicre année.

A la suite de ces tests, les animaux supposés excréteurs doivent étre réformés dans les
6 mois apres les avoir isolés.

Les mesures sanitaires engagées, toujours en vigueur a 1’heure actuelle, seront
envisagées ultérieurement.

Concernant la mise en place du plan de maitrise de la paratuberculose clinique, celle-
ci ne peut (et ne doit pas) se faire de maniere uniforme dans tous les élevages.

Ainsi, ’application du programme national nécessite tout d’abord une classification
des €levages atteints (Tableau 10).

Celle-ci s’effectue en 3 catégories (lorsque la vaccination pouvait €tre utilisée

jusqu’en octobre 2001, 4 catégories €taient distinguées), basées sur le taux d’atteinte
clinique initial, ainsi que sur les caractéristiques des animaux en phase clinique.
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Elevage Définition Signification
Premier cas de paratuberculose
. par , Paratuberculose d’achat
clinique sur un animal acheté
depuis moins de 1 an et introduit R
Typea P , L. . La paratuberculose n’est
dans un élevage qui n’a jamais eu o .
2 ; ) pas, a priori, endémique dans
aucun cas clinique depuis au moins | ,,
I’¢élevage.
3 ans.
Premier cas de paratuberculose sur
un bovin né dans I’exploitation ou Paratuberculose endogéne
Typeb sur un bovin acheté depuis plus de | au sein du cheptel, mais en début
1 an et aucun cas clinique dans les | d’évolution.
3 années qui précédent.
1 cas clinique par an au
moins, pendant au moins 2 années ; Paratuberculose endogéne,
Typec ou au moins 2 cas cliniques sur 3 4 | avec un taux d’atteinte moyen a

4 années dans un élevage de 40
bovins de plus de 24 mois.

fort.

Tableau 10 : classification des élevages vis-a-vis de la paratuberculose

A la suite de cette classification, les plans de dépistage annuels préconisés sont les

suivants (Tableau 11).
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Population testée en

Catégorie Technique , Année 1 Année 2 Année3 | Anneedd
o devage d an_alyse Année0 (A0) (A1) (A2) (A3) suivantes
utilisée (Ad+)
Tous les
bovins de
Tous les bovins Tous les Tous les Tous les plus de 24
Elevage Culture fécale de plus de 24 bovins de bovins de bovins de mois jusqu’a
9 de préférence plus. plus de 24 plus de 24 plus de 24 obtention de
mois . . . 1
mois mois mois 3CF.
négatives
consécutives
- Tous les bovins Tous les
de plus de 24 -
mois bovins de
- Si plus de 10% Tous les Tous les Tous les plus de 24
Elevage Si ELISA d’EIIjIS At assoer bovins de bovins de bovins de mois jusqu’a
9 3 la mé thoz‘lg de plus de 24 plus de 24 plus de 24 obtention de
CF! pour les mois mois mois trois ELISA
aﬁaiyses négatifs
ultérieures consécutifs
-Tous les bovins Tous les
de plus de 24 bovins de
mots 0 Tous les Tous les Tous les pl.us‘de 24, .
- Si plus de 10% - . . mois jusqu’a
ELISA ou ) bovins de bovins de bovins de .
Elevageb CF. d’ELISA+, passer lus de 24 lus de 24 lus de 24 obtention de
o a la méthode de P mois p mois p Mois trois ELISA
C.F." pour les ou C.F.
analyses négatives
ultérieures consécutives
Dans le cas
ou des
animaux se
sont révélés
Les bovins de | Les bovins de positifs en
24 436 mois | 36 a 48 mois A2 ou A3,
Elevagea ELISAlou Pas de dépistage Pa.s de (bovins de 0 | (bovinse 0a I’élevage
C.F. dépistage ) . )
a 12 mois en 12 mois en passe en
A0) A0) catégorie b et
suit alors le
protocole
décrit ci-
dessus.

! : Culture Fécale

Tableau 11 : Plans de dépistage annuels dans le Programme national pour la maitrise de la paratuberculose en
¢élevage bovin cliniquement infecté

Pour les ¢levages de catégorie b et c, si en début de plan, le taux de positifs en
coproculture est supérieur a 10%, les animaux les plus vieux, et ceux dont I’excrétion est la
plus forte (intérét d’une analyse semi-quantitative) doivent étre réformés en priorité.

Les autres animaux positifs devant alors étre ¢levés a part du reste du troupeau, puis
réformés selon les possibilités de 1’¢éleveur.
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I11.2.3. Critéres de sortie du plan de lutte

Les plans de maitrise de la paratuberculose clinique s’achévent lorsque :
- Aucun cas clinique n’a été détecté depuis trois ans

- Tous les bovins a contréler ont obtenus deux cultures fécales négatives
successives a un an d’intervalle

- Il n’y a pas eu de réforme d’animaux positifs en coproculture ou séropositifs
depuis deux ans.

- Aucun bovin positif en coproculture ou séropositif n’est présent dans 1’¢levage.

[11.3. Intéréts, possibilités et proposition d’'un schéma de certification dans le
contexte francais

Dans la recherche d’un controle de la paratuberculose des ruminants, 2 points de vue
distincts peuvent étre envisages :

- soit éradiquer totalement la paratuberculose, ce qui apparait non seulement tres
incertain (il n’existe a ce jour aucun exemple de pays ayant réussi a éradiquer, ou
méme a restreindre significativement cette maladie sans utiliser la vaccination), mais
aussi trés onéreux (en effet cela passerait obligatoirement par le biais d’incitations
financieres, comme I’indemnisation lors de 1’abattage...)

- soit par une certification la plus fiable possible pour un maximum de cheptels,
complétée par un controle des cas cliniques de paratuberculose.

La deuxiéme solution devrait étre choisie (et c’est ’option que nous retiendrons dans
ce travail), les participants a la certification doivent savoir, dés le départ, quels résultats
peuvent étre attendus, et sous quelles conditions spécifiques. Notamment, un ¢élevage ne sera
que trés difficilement « certifié indemne » de paratuberculose.

Une étape majeure des plans de contréle et de certification, est la création d’un
ensemble de cheptels non-suspects de paratuberculose, et cela dés que possible afin d’avoir
un réservoir d’animaux supposés sains pour remplacer les animaux réformés pour cause de
paratuberculose.

Avant d’appréhender la faisabilité au sein de 1’¢levage frangais d’un schéma de
certification, voyons plus amplement les enjeux d’une telle procédure.
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I11.3.1. Les enjeux de la certification (Bonnet, J.N. et al. 2002)

I11.3.1.1. Pour tout éleveur acquéreur

Dans un grand nombre de cas, la paratuberculose est introduite dans les cheptels par
I’achat d’un animal infecté.

Or les tests de laboratoire disponibles, quelle que soit la méthode choisie, ne peuvent
en aucun cas certifier qu’un animal pris isolément est indemne de paratuberculose.

Un niveau de garanti satisfaisant ne peut donc pas reposer sur un contrdle a
I’introduction, mais s’appuiera plutdt sur des garanties en amont de cet achat. Le terme
« indemne de paratuberculose », compte tenu des caractéristiques de la maladie, ne pourra pas
non plus étre utilisé a I’échelle d’un troupeau, on ne pourra certifié tout au plus que la « non
infection du troupeau avec une probabilité ¢levée ».

La qualification du cheptel d’origine apporte donc une garantie optimale a défaut
d’étre maximale.

Les ¢leveurs les plus demandeurs d’une garantie en matiére de paratuberculose, et qui
représentent le moteur potentiel de cette certification, sont ceux :

- reconstituant leur cheptel aprés abattage total, le nouveau cheptel se constituant
le plus souvent par I’achat soit de plusieurs lots , soit d’un troupeau entier. Ils
souhaitent donc éviter d’introduire la paratuberculose au méme titre que I’IBR, le
BVD et autres maladies abortives.

- reprenant des cheptels dans le cadre d’une succession.

- ceux qui ont assaini leur cheptel infecté de paratuberculose au terme d’un plan

souvent contraignant et coliteux.

I11.3.1.2. Pour les filiéres spécifiques

II1.3.1.2.1. Vente de bovins reproducteurs

I1 est fort a penser que la demande de garanties va tout d’abord (ou plus rapidement) se
mettre en place au sein des races classiquement confrontées a cette pathologie.

Par exemple, dans la race Limousine, les responsables en charge de cette race ont déja
réagi a ce probléme puisque, aprés avoir incité leurs adhérents a s’investir dans la lutte contre
cette maladie depuis plusieurs années, ils ont inscrit le suivi paratuberculose des cheptels dans
le cahier des charges a respecter pour I’inscription au Herd-Book.

A TDinstar de cette race, nombreux sont ceux attendant la mise en place de telles
garanties, non pas dans le cadre trop restreint d’une race, mais dans un cadre national.

Le recours a ces garanties se situe bien évidemment a un niveau prioritaire pour les
bases de sélection de certaines races, pour différentes raisons :
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- La base de sélection diffuse un grand nombre d’animaux a partir d’'un nombre
restreint d’élevages, et a destination d’un grand nombre d’élevages. Ces élevages,
outre la qualification génétique évidente, doivent dorénavant apporter des garanties
sanitaires d’un niveau de garantie ¢levé.

En conséquence, dans les races pour lesquelles la garantie sur le statut infectieux
vis-a-vis de la paratuberculose représente une nécessité pour 1’acheteur, cet élément
doit faire partie des garanties de haute valeur et considérées a leur juste mesure par le
vendeur.

- De méme, au-dela du risque de contamination du troupeau acquéreur, la valeur
individuelle élevée de I’animal introduit implique une garantie supplémentaire quant a
I’absence d’infection chez I’animal.

-1l faut ajouter que, dans ce cadre commercial, la qualification des cheptels
rentre dans une procédure « d’assurance qualité » de 1’élevage, et apporte ainsi une
protection du vendeur vis a vis d’éventuels recours et litiges.

- Les divers intermédiaires du marché des reproducteurs sont également tres
intéressés par 1’apport de garanties, ce qui correspond la aussi a une recherche de
circuit de commercialisation ou le risque de litiges est le plus faible possible.

A long terme, si aucune garantie n’est apportée vis-a-vis de la paratuberculose au sein
des races (voire de toutes les races) pour lesquelles cette maladie est fréquemment
diagnostiquée, cela rique de limiter la diffusion du progrés génétique par 1’achat d’animaux
vivants, mais aussi a un désintéressement des intermédiaires potentiels pour un marché ou le
risque en matiere de litiges est désormais €élevé.

A une moindre mesure, pour les élevages commercialisant un plus faible nombre
d’animaux destinés a I’élevage, un premier niveau de garantie s’avererait utile, voire

nécessaire pour répondre aux besoins de ce marché, avec un minimum d’investissement.

I11.3.1.2.2. " Insémination artificielle et transfert embryonnaire

Pour ce type d’échanges, la paratuberculose représente une réelle préoccupation tant sur
le plan sanitaire qu’économique.

Différentes €tudes ont mis en évidence (cf. 1.2.3.2.1) la présence de Map dans la
semence de taureau, en présence ou non d’une excrétion fécale, et de signes cliniques.

Méme si la majorité des auteurs pensent, comme nous 1’avons mentionné, que la dose
infectieuse contenue dans une paillette est insuffisante pour infecter une femelle au moment
de I’insémination, la filiére de production de semence se doit d’apporter toutes les garanties
et ne peut pas prendre le risque de diffuser la maladie par cette voie.

Les conclusions, dans le cadre de la transplantation embryonnaire (cf. 1.2.3.2.2.3.) sont
identiques, et ce malgré le tres faible risque que Map soit transmis par cette voie a condition
que les embryons soient décontaminés selon les recommandations de la Société
Internationale du Transfert d’Embryon.
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Par ailleurs n’oublions pas, qu’avant de développer les signes cliniques de la maladie,
ces animaux présentent une sensibilité accrue aux infections secondaires, ainsi qu’une baisse
de la production et de la qualité de la semence chez les taureaux.

Les pertes financiéres directes, allant d’une dizaine de milliers d’euros jusqu’a
plusieurs millions d’euros, engendrées par la mort ou la réforme précoce d’un taureau
d’insémination sont en sus de la perte du gain génétique espéré.

Ces taureaux sont en effet le fruit d’un programme de sélection génétique depuis
souvent plusieurs décennies, et peuvent aussi, sur certaines races a faible effectif, représenter
une part importante des ressources génétiques de la race.

Enfin, la paratuberculose pourrait dans 1’avenir étre responsable de la perte, fermeture
de certains marchés a I’exportation. En effet, pour I’exportation de semence, le controle du
statut de 1’animal donneur est fréquemment exigé et cette exigence est souvent étendue a
I’ensemble de la taurellerie.

Pour toutes ces raisons, la filiére de reproduction assistée s’est d’ores et déja engagée
dans un plan de controle et d’assainissement en profondeur de la paratuberculose.

Ce plan repose d’une part sur un dépistage systématique et régulier des taureaux en
centre de testage et au sein des taurelleries afin d’éliminer d’éventuels porteurs ou excréteurs
de Map, et d’autre part sur la réalisation d’un double test (sérologie ELISA et PCR) sur les
meres a taureau.

Ces contrdles a I’entrée de la filiere risquent toutefois d’étre associés a des erreurs par
défaut, dans la mesure ou un veau issu d’'une mere indemne peut étre infecté¢ de différentes
maniéres dans son environnement, plutdt que par exces.

L’attestation par un vétérinaire de 1’absence de cas cliniques dans le troupeau
d’origine n’apporte pas beaucoup plus de garanties.

La certification sanitaire proposée serait ainsi un moyen de pallier a la faiblesse de ce
systeme.

Ainsi, une certification spécifique pour la paratuberculose avec différents niveaux de
garantie représenterait une réelle avancée, tant pour les éleveurs que pour les diverses unités
de sélection.

I11.3.2. Modéeles mathématiques mesurant la faisabilité et ’intérét économique d’un
programme de certification pour la paratuberculose

I11.3.2.1. Faisabilité et intérét économique d’un programme de certification vis-a-
vis de la paratuberculose dans le contexte francais

Afin d’évaluer ces parametres, une étude portant sur I’intérét économique d’un
schéma de certification en France a été finalisée en 2003 (données économiques 2000), en
association avec ’ACERSA (Association pour la Certification en Sant¢ Animale), par
I’utilisation d’une approche comparative de type cott/bénéfice (Dufour, B. et al. 2003).

En effet, de méme qu’une simple transposition des schémas de certification étrangers
ne pourrait €tre totalement efficace et réalisable dans le cadre de 1’¢levage bovin francais, les
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schémas de certification existants déja en France (a2 I’exemple de I’IBR) ne peuvent étre
reproduits a 1’identiques pour la paratuberculose (profil épidémiologique différent, qualités
des tests diagnostique disponibles, ...)

Pour réaliser cette analyse, c’est le point de vue de |’acheteur qui a été pris en
compte ; le bénéfice résultant de la non-introduction de la paratuberculose, le colt associé a
I’achat d’un animal de remplacement, qui inclut le prix de la certification de 1’élevage suporté
par le vendeur.

Des élevages types ont été utilisés dans les modeles mathématiques :

- Elevage laitier : 40 vaches en moyenne (taux de renouvellement moyen de 33%),
production moyenne de 5500 litres/lactation (avec présence des quotas), 4ge moyen au
premier vélage de 2, 5 ans. Les veaux males sont vendus a 8 jours.

- Elevage allaitant : 50 vaches en moyenne (taux de renouvellement moyen de 20 %),
¢levées de maniere relativement intensive (en comparaison aux autres pays appliquant
un schéma de certification), 4ge moyen au premier vélage de 3 ans. Les veaux sont
vendus a 6 mois.

Cette approche, appliquée aussi bien aux élevages allaitants que laitiers, se base sur
une certification a 2 niveaux de garanties (L1et L2 pour Level 1 et 2), mise en place et utilisée
pendant 15 ans.

L1:

- Obtention : pas de cas clinique, ni de vaccination contre la paratuberculose depuis
plus de trois ans. Il faut alors que tous les animaux de plus de 24 mois soient négatifs en
sérologie ELISA.

- Maintien : si tous les animaux de plus de 24 mois introduits depuis le dernier
controle sont négatifs, et si, tous les 2 ans, les animaux entre 24 et 48 mois appartenant au
troupeau sont négatifs.

L2:

- Obtention : ¢levages appartenant déja a L1, avec en plus, 2 contréles annuels
négatifs successifs de tous les animaux de plus de 24 mois.

- Maintien : identique aux conditions de L1, sauf que le contréle opéré tous les 2 ans
concerne tous les animaux de plus de 24 mois.

Concernant les méthodes d’analyse, la sérologie ELISA est la seule méthode
envisagée dans le modéle de certification proposé par les auteurs.

Par analogie, la sérologie ELISA est largement plébiscitée dans les divers schémas de
certification, a cause de son prix plus faible par rapport aux autres tests, la possibilité de tester
un grand nombre de sérums simultanément (technique automatisable), mais également
’obtention des résultats dans de brefs délais.
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Selon les auteurs, I’efficacité des 2 niveaux de certification (c'est-a-dire la diminution
du risque d’introduire un animal infecté, si celui-ci provient d’un élevage adhérent au schéma
de certification) est de 95% pour L1 et de 99% pour L2.

Au terme de cette étude, il a été considéré qu’un tel schéma de certification n’était pas
rentable au sein de 1’élevage frangais, d’un point de vue économique.

Les pertes économiques annuelles liées a un cas clinique de paratuberculose dans un
¢levage allaitant est estimé a 1905¢, a 1940¢ dans un élevage laitier (pour un animal en phase
sub-clinique, la perte annuelle est estimée a 461¢).

Toutefois, il semble nécessaire de réévaluer cette hypothése dans le cadre actuel
(moindre colt des analyses, possibilit¢ de réaliser des analyses en mélange) et sur le long
terme (conséquences d’un lien hypothétique avec la maladie de Crohn, en considérant les
crises successives qui ont touchées le marché de la viande bovine).

Concernant les méthodes d’analyse choisies, I’intérét des méthodes PCR et de la culture
fécale a également ¢été envisagé; toujours selon les auteurs (données non publiées),
’utilisation de ces méthodes ne dégage pas de réel intérét, notamment d’un point de vue
économique.

Toutefois, les auteurs évoquent les risques de faux-positifs (manque de spécificité de la
méthode ELISA), et les risques liés a la perte accidentelle de la certification dans les élevages
concernés. Aucune mesure de controle ou de contre-expertise n’est proposée dans ce modéle ;
cela conduirait a une augmentation du cott de la certification.

I11.3.2.2.  Autres modéles mathématiques estimant la faisabilit¢ d’un plan de
certification paratuberculose

Il est intéressant de noter que, en dehors du mode¢le francais, d’autres auteurs ont
propos¢ différents modeles mathématiques permettant d’estimer la faisabilité, et les effets de
plans de controle, de certification dans le cadre de la paratuberculose des bovins.

L’importance de ces modeles s’explique par le fait que des études basées sur des
données réelles recueillies dans des plans de controle effectués a long terme (plus de 20 ans)
ne sont pas encore disponibles.

Le modéle suivant prend en compte le nombre de niveaux de qualification mis en
place, les regles d’introduction choisies, [’existence d’une pression d’infection
environnementale, ainsi que la sensibilité et la spécificité des tests. Le modele opére sur une
période de 25 ans (Ezanno, P. et al. 2005).

Comme attendu, selon le modele, la prévalence globale de I’infection au sein des
cheptels baisse plus rapidement si les achats sont réalisés uniquement dans le groupe
démontrant le plus faible risque d’infection.

Toutefois, la faisabilit¢ économique et pratique (offre animale suffisante par rapport a
la demande) reste selon nous incertaine.

Le critére majeur des tests doit étre la spécificité ; si les tests sélectionnés pour

la mise en place de la certification ne montrent pas une spécificité proche de 100%, le schéma
de certification devient irréalisable.
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La spécificité est particulierement importante dans les cheptels a trés faible risque
d’étre infecté, dans le but d’éviter des résultats faux positifs, et les conséquences économiques
qui en découlent.

Toutefois, dans le cadre de ces élevages a haut niveau de certification, il faut souligner
la possibilité, si le premier test n’est pas spécifique a 100% (cas de ’ELISA), de confirmer les
résultats positifs par un deuxieme test spécifique a 100% (cas de la coproculture). Ce
deuxiéme test s’accompagne néanmoins d’une perte de sensibilité.

Ainsi, avec [’utilisation de tests hautement spécifiques, les cheptels qualifiés pourront
conserver leur statut dans le temps, et les cheptels « infectés non dépistés » (risque évalué a
0,4%) seront dépistés ou se négativeront progressivement (le modéle met en effet en évidence
que dans les élevages a faible prévalence d’infection, il apparait un équilibre entre le temps
passé pour détecter les infectés, et le temps pour qu’ils se « négativent » par chance...)

Ce modele met également en avant que les stratégies de dépistage-élimination
seules ne suffisent pas pour réduire de maniére significative la prévalence au sein des
¢levages. Cette fois, il s’agit de la sensibilité des tests diagnostics qui n’est pas suffisamment
¢levée pour détecter I’intégralité des animaux infectés.

Donc, si I’un des objectifs majeurs des programmes de contrdle et de certification pour
la paratuberculose est bien d’augmenter le nombre de cheptels certifiés, les mesures
d’¢limination des excréteurs doivent impérativement étre couplées a des mesures préventives
qui sont relatives a la conduite d’élevage.

Le modele mathématique de cette étude est soutenu par une étude plus ancienne
(Collins, M.T. 1999), selon laquelle la chance qu’un cheptel soit indemne de paratuberculose
augmente de 95 a 99,9% en 4 ans si les tests utilisés possédent une sensibilité de 40% et une
spécificité de 99,5%.

I11.4. Propositions de conduite a tenir, améior ations possibles du modéle

La difficulté liée a la mise en place d’un plan de lutte contre la paratuberculose, mais
aussi d’un schéma de certification quelqu’il soit, vient principalement du fait que les effets
directs sur la productivité et le bien-étre animal sont souvent masqués, voire pas pris en
compte.

Ils peuvent alors apparaitre comme insuffisants pour justifier un tel investissement
dans un plan de contrdle, que ce soit aux yeux des éleveurs, des industriels de la filiére agro-
alimentaire ou des gouvernements.

Pourtant, pour une proportion croissante des pays concernés, les effets indirects de la
maladie ne cessent de s’amplifier, résultant de la discrimination des marchés envers les
cheptels dont I’infection est avérée, mais également des mesures de contrdle renforcées pour
limiter la transmission.

Dans de telles circonstances, les éleveurs peuvent se montrer réticents, voire étre

opposés a coopérer avec un plan de surveillance qui pourrait révéler I’infection dans leur
cheptel, en raison des conséquences économiques que 1’on connait.
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En outre, comme ces plans de contrdle sont peu capables d’éliminer la maladie au sein
d’un cheptel dans des brefs délais sans la mise en ceuvre de mesures coliteuses et agressives,
des mesures d’assistance et financiéres doivent étre instaurées pour aider les éleveurs a
relever ces défis . Ces démarches restent encore largement a développer.

Dans le cadre d’un tel plan de contrle national de la paratuberculose, une premiére
démarche majeure réside dans la « ségrégation » des cheptels bovins (et de ceux de petits

ruminants) en statut « Infecté » ou « Non Infecté ».

I11.4.1. Propositions concernant le schéma de certification

II1.4.1.1. Adaptation aux petits ruminants

Etant donnée la régionalisation assez marquée des bassins de production en élevage de
petits ruminants, tant caprins qu’ovins, ainsi que la répartition observée de la paratuberculose
dans ces espéces (cf. [.1.2.1.2.1), il semble intéressant de développer des plans de certification
plus spécifiques en fonction de 1’espéce, en séparant petits ruminants/bovins par exemple.
Ceci est motivé par le faible intérét pour 1’animal pris individuellement dans ces productions,
la disparités des signes cliniques « habituels », dont la diarrhée chronique, chez les espéces de
petits ruminants et enfin 1’absence de validation des tests diagnostics disponibles en France
pour ces especes.

Un tel schéma de certification pourrait notamment s’inspirer des travaux réalisés en
Australie, mais nous ne détaillerons pas cette question dans notre travail.

I11.4.1.2. Remarques concernant le plan de certification proposé par I’ACERSA

Concernant le cadre général proposé par I’ACERSA, plusieurs remarques peuvent étre
formulées, portant principalement sur son organisation.

- 2 niveaux de sécurité sont proposés, ce qui, en regard des plans de certification
appliqués a ce jour dans le monde parait faible, ce d’autant plus que le Level 1 se définirait
plutot comme les conditions nécessaires pour entrer dans un schéma de certification, et non un
plan de lutte proprement dit : pas de cas clinique depuis plus de trois ans, tous les animaux de
plus de 24 mois séronégatifs.

- 4 niveaux de certification sembleraient, toujours en comparaison de ce qui est fait
dans le reste du monde, plus adaptés ; ces 4 niveaux proposent une baisse croissante du risque
d’infection pour I’élevage au fur et a mesure des échelons.

Des modeles mathématiques devront définir les niveaux de sécurité (qui traduisent la
probabilité¢ de non-infection du cheptel par la paratuberculose) correspondants, et ajuster la
durée et la périodicité des tests a proposer dans le schéma de certification en I11.4.1.3., et
I’accession aux différents niveaux.

- De plus, ce mod¢le étant basé sur le volontariat, aucune obligation ne doit inciter un
¢leveur a changer de niveau.

Chaque niveau correspond bien évidemment a une charge financiére (et un surcroit de
travail) , liée a la multiplication des tests.

Ainsi, le dernier niveau pourrait étre destiné a des ¢levages sélectionneurs, voire
certains vendeurs de reproducteurs a haute valeur génétique.
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- L’utilisation nécessaire de tests de contre-expertise, du fait du manque de spécificité
des tests ELISA par rapport a la culture fécale, engendrera un surcolit non négligeable.

Il serait peut étre indiqué de ne pas réaliser de contre-expertise au sein des 2 premiers
niveaux de certification, puis une culture fécale pour le niveau 3, et une culture fécale couplée
a une PCR (certaines souches n’étant pas cultivables) pour le niveau le plus élevé (cf. infra
pour la proposition d’application). En effet, la possibilit¢ d’un résultat faux-positif, ou d’un
animal infecté et non détecté (la sensibilité de la culture fécale n’est que de 40 a 60% au stade
sub-clinique) auraient des conséquences économiques majeures dans un élevage au dernier
niveau du schéma de certification.

- Pour le maintien du niveau L1, une sérologie ne concernant que les animaux entre 24
et 48 mois, et réalisé tous les 2 ans ne semble pas adapté a tous les types d’atelier, pour 2
raisons majeures.

e Premicrement, s’agissant des animaux concernés par le dépistage : si il est
vrai qu’en ¢élevage laitier, ou I’intensification de la production est importante, les animaux
déclarent souvent la pathologie de maniére précoce (donc entre 24 et 48 mois), ce n’est pas le
cas dans la majorité des élevages allaitants. Dans des élevages allaitants moins intensifs, ou de
bon niveau zootechnique, les animaux sont parfois positifs plus tardivement, apres I’age de 5
ans, voire 10 ans dans quelques cas plus rares : le dépistage ne refléte donc pas le vrai statut
sanitaire de 1’¢levage.

De plus, s’il est intéressant de réaliser des dépistages sur les animaux les plus jeunes
dans certaines pathologies a circulation rapide (notamment les pathologies virales, telle que le
BVD), ce type de méthodologie n’est pas adapté au cas de la paratuberculose.

A cause du temps de latence trés long, il semble au contraire nécessaire de tester les
animaux les plus agés, ayant eu le temps de déclarer la maladie (ou du moins d’avoir une
conversion sérologique), mais également de dépister les animaux plus jeunes qui seraient
infectés, avant qu’ils ne deviennent excréteurs! Tous les bovins adultes (de plus de 12,24 ou
48 mois selon le choix) doivent donc étre testés régulierement.

e Decuxicmement, le fait de ne réaliser les dépistages qu’ 1 an sur 2 est
criticable : si un animal présente une séroconversion peu de temps apres le dépistage (ou si il
s’agit d’un animal de plus de 48 mois, qui n’aura donc pas été dépisté dans le modéle
proposé), cela aurait non seulement des conséquences pour I’élevage, mais également pour
les élevages qui auraient acheté des animaux durant ces 2 ans, en se fiant a un niveau de
sécurité qui est en réalité erroné.

Dans le paragraphe suivant, nous proposerons des modifications pour rendre le
programme plus efficace et le rendre le plus opérationnel possible.

I11.4.1.3. Propositions de conduite a tenir

Rappelons avant tout, que dans le cadre d’un schéma de certification, ou bien d’un
controle individuel lors d’une vente, un animal isolé de son contexte épidémiologique ne peut
absolument pas étre considéré comme indemne de paratuberculose ; le statut indemne ne
pourrait, au mieux, s’appliquer qu’a 1’échelle du troupeau.

Néanmoins, en pratique, les schémas de certification existants et ceux proposés,
indiquent 1’absence d’infection, avec cependant un risque faible et prédéterminé.
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Les cheptels reconnus pour présenter un risque minimal résiduel d’infection par Map,
qui forment le plus haut niveau de certification, seront d’une importance majeure car ils seront
source de remplacement pour les autres troupeaux. Toutefois, 1’identification de ces cheptels,
enjeu de la certification, est difficile pour deux raisons majeures :

- Les tests de diagnostic disponibles pour détecter une infection a Map dans ces
cheptels présentent une faible valeur prédictive négative, due a la faible sensibilité des tests.
En outre, dans certains cas, les animaux peuvent étre excréteurs avant 1’apparition des
premiers signes cliniques, voire avant 1’établissement d’une réaction immunitaire de type
humoral. Ainsi, de nouvelles infections peuvent apparaitre avant que les premiers tests ne
soient positifs.

- Les cheptels a faible risque montrent, de facon logique, un trés faible niveau de
prévalence en cas d’infection, et des tests de faible sensibilit¢é auront donc une faible
probabilité de les détecter.

Au final, méme quand tous les tests individuels s’avérent négatifs, un cheptel ne peut
pas étre qualifié comme « indemne de paratuberculose », mais seulement étre classé a treés
faible risque d’infection.

Le risque serait que ces ¢levages vendent des animaux infectés a des ¢élevages de
méme niveau de certification qu’eux, voire d’un niveau supérieur.

Concernant I’organisation proprement dite du plan de certification, une organisation a 4
niveaux de sécurité semble étre la plus appropriée, et la plus compréhensible ; la probabilité
d’acquérir la qualification « non infect¢ par Map » augmentant au fur et a mesure des tests
successifs

Les différents niveaux qui pourraient étre définis sont les suivants :

Figure 12 : Proposition d'un schéma de certification
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Niveau de
certification

Obj ectif

M esures mises en place

Niveau 1

Accession

- Absence de cas clinique de paratuberculose depuis 5 ans, ou de
vaccination paratuberculeuse depuis 5 ans dans le cas ou la
vaccination serait de nouveau autorisée en France.

- Sérologie négative sur tous les animaux de plus de 24 mois.

Maintien

- Tous les 2 ans, sérologie sur tous les animaux achetés pendant la
période, agés de plus de 12 mois, ainsi que :

e en ¢levage lait : tous les animaux entre 24 et 48 mois + 10%
du cheptel parmi les bovins les plus 4gés (soit 4 en moyenne)

e cn ¢levage viande : tous les animaux entre 24 et 60 mois +
10% du cheptel parmi les bovins les plus agés (soit 5 en moyenne)
- Achats : sérologie paratuberculose sur tout bovin de plus de 12
mois.

Contre-
expertise

- Absence de mesure de contre expertise en cas de sérologie positive
(s1 spécificité > 98%), ou aux frais de I’éleveur par coproculture
dans un laboratoire habilité, dans un délai maximum de 45 jours.

- Tout cas clinique ou bovin séropositif : sortie du schéma de
certification.

Niveau 2

Accession

- Niveau L1 acquis.
- Tous les animaux de plus de 24 mois séronégatif I’année n (année
d’entrée au niveau L.1) et ’année n+2.

Maintien

- Sérologie sur 50% des bovins (comprenant les achats de I’année)
de plus de 24 mois tous les ans (I’intégralité des bovins de plus de
24 mois devant Etre testée en 2 ans).

- Achats : sérologie paratuberculose sur tout bovin de plus de 12
mois.

Contre-
expertise

- Absence de mesure de contre expertise en cas de sérologie positive
(si spécificité > 98%), ou aux frais de 1’éleveur par coproculture
dans un laboratoire habilité, dans un délai maximum de 45 jours.

- Tout cas clinique ou bovin séropositif : sortie du schéma de
certification.

Niveau 3

Accession

- 2 années au niveau L2 (soit 1 épreuve de maintien au minimum).
- Sérologie négative sur tous les animaux de plus de 18 mois

- Vérification de 1’absence de contact direct ou indirect (via 1’eau,
I’aliment, le fumier) entre les espéces sensibles depuis au moins 2
ans

Maintien

- Sérologie sur 50% des bovins (comprenant les achats de 1’année)
de plus de 18 mois tous les ans (I’intégralité des bovins de plus de
12 mois devant étre testée en 2 ans).

- Achats : sérologie paratuberculose sur tout bovin de plus de 12
mois

Contre-
expertise'

- En cas de sérologie positive, le détenteur a 45 jours pour faire
réaliser un prélévement pour culture fécale (la certification du
cheptel est suspendue jusqu’a obtention du résultat).

- Si la sérologie est positive avec absence de contre-expertise
réalisée, ou si le résultat de cette contre-expertise est positif en
paratuberculose : sortie du schéma de certification.
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Accession | - Niveau L3 acquis depuis 12 a 14 mois minimum.

- Sérologie négative sur tous les animaux de plus de 18 mois

- Visite d’¢élevage pour une mise en place de mesures préventives
dans le cadre de la paratuberculose bovine.

Maintien | - Sérologie annuelle sur tous les bovins de plus de 18 mois

- Tous les 2 ans, vérification de I’application des mesures
préventives mises en place.

Niveau 4° - Achats : sérologie réalisée chez le vendeur de 15 a 30 jours avant
le départ, puis a I’arrivée chez le vendeur (possiblement couplée a
une PCR).

Contre- | - En cas de sérologie positive, le détenteur a 45 jours pour faire
expertise' | réaliser un prélévement pour culture fécale et PCR (la certification
du cheptel est suspendue jusqu’a obtention des résultats).

- Si la sérologie est positive avec absence de contre-expertise
réalisée, ou si le résultat de cette contre-expertise est positif en
paratuberculose : sortie du schéma de certification.

. Pour les niveaux L3 et L4, si I’¢leveur conteste les résultats de la contre-expertise, il devra
faire réaliser une mise en culture de tissu, avec examen histologique de I’iléon (valvule iléo-
caecale si I’animal est abattu), de ganglions mésentériques et iléo-caecal.

*: Le niveau 4, dont I’obtention est toujours basée sur le volontariat, est principalement
destiné aux €levages sélectionneurs, ou vendeurs de reproducteurs de haute valeur génétique.

Les laboratoires qui réaliseront ces analyses, que ce soit lors du dépistage ou de la
contre-expertise, devront étre agréés.

Les achats ne pourront se réaliser qu’au sein de cheptels de niveau équivalent ou
supérieur. Si un animal est positif a la sérologie d’introduction, I’acheteur aura 3 semaines
pour faire repartir ’animal. Sans quoi 1’élevage perdra sa certification.

Si I’acheteur achéte un animal dans un cheptel de niveau inférieur, celui-ci aura 15
jours pour faire repartir I’animal, sans quoi il reviendrait au niveau de certification du
vendeur, quel que soit son niveau initial (principe déja utilis¢ dans le schéma de certification
des Pays-Bas).

Toutefois, une réserve doit étre apportée sur la validité du schéma proposg, bien
guecelane puisse étre vérifié dans cetravail.

Le nombre d’années requis pour obtenir une certification dans un niveau de
garantie élevé doit ére mis en balance avec la faisabilité financiere (colt de mise en
place, colt des analyses pour I’éleveur...) ; de méme, la probabilité de non-infection
correspondant a chaque niveau (assimilable & un «niveau » de sécurité) n’a pas été
déterminée. Cela nécessiterait I’ utilisation de modéles mathématiques adaptés.

Les apports de cette moddisation pourra engendrer des modifications,
notamment sur la durée et la périodicité des tests de dépistage, ainsi que I’ accession et le
maintien aux différents niveaux.

Sur le plan des méthodes d’analyse choisies, la réalisation des dépistages par ELISA sur
le lait, dans le élevages laitiers , permettrait de systématiser les analyses, de limiter les frais de
prélévement, et ainsi de diminuer les colts du dépistage ; rappelons que méme si aucune
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trousse n’est actuellement validée en France, au moins deux sont potentiellement utilisables
(cf. 11.3.4.1.2.) : le test ELISA ParaCheck, approuvé pour une utilisation sur le lait par le
Département de 1’ Agriculture des Etats-Unis, ainsi que le test ELISA de I’Institut Pourquier
déja validé pour cet indication en France.

De méme, pour la certification des élevages allaitants, la validation de sérologies de

groupe, sans diminution de la sensibilité, serait intéressante d’au point de vue économique,
mais également pratique (moins de manipulations).

I11.4.2. Propositions concernant les plans de lutte

I11.4.2.1. Possibilités de utiliser une combinaison de tests de diagnostic

I11.4.2.1.1. Combinaison de plusieurs tests sérologiques ELISA

La possibilité d’établir un plan de lutte reposant sur I'utilisation d’'une combinaison de
tests sérologiques, a été étudiée en utilisant des tests ELISA commercialement disponibles
(Bottcher, J. et al. 2004).

La méthode sérologique ELISA est actuellement considéré comme le test le plus
adapté aux plans de certification (’ACERSA 1’a choisi dans la proposition de certification
paratuberculose), en combinaison avec la culture fécale dans les campagnes de lutte.

Toutefois, les tests existant actuellement souffrent principalement d’un manque de
spécificité ; ¢’est pourquoi la possibilité de multiplier les tests de diagnostic sérologique a été
envisagée.

Pour I’appliquer, et afin d’établir des conclusions valides, avec une combinaison de
tests, il est nécessaire de suivre une démarche rigoureuse, reposant sur une bonne
connaissance des caractéristiques des test qui seront utilisés.

Les auteurs ont essayé de définir les avantages a associer plusieurs tests, tant du point
de vue individuel (le plus difficile a appréhender a ce jour), que du point de vue collectif.

Les tests utilisés dans cette étude sont les kits distribués par Svanovir (Sv), Idexx (Id)
et Pourquier (Pq) (synthése des caractéristiques en 11.3.4.1.2.).

111.4.2.1.1.1. Comparaison des résultats obtenus avec les différents tests

Avant toute utilisation, la concordance entre les différents tests envisagés a été
analysée a I’aide d’un tableau de contingence. Les résultats sont présentés ci-apres :
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Tableau 12 : tableau de contingence entreles 3 tests de sérologie EL I SA

Test ELISA Négatif - Positif" Négatif = Positif
Sv
’ ol
Négatif ég?i) (é) 2076 10
Positif (gég) (13060) 639 23
Id
Négatif’ éggg) (?2)
Positif' éﬁ) (3)

' Différentes valeurs seuil étant proposés, les résultats douteux sont considérés comme Négatifs pour le
kit Sv, Positifs pour le kit Pq. Pour le kit 1d, les résultats douteux furent soient considérés comme Négatifs, soit
comme Positifs (données entre parenthéses).

Les résultats obtenus par comparaison avec le test le plus sensible (Sv) sont les
suivants :

- sur les 662 sérums Sv-positifs, 36 (5,4%) et 23 (3,4%) sont positifs en Id et Pq
respectivement.

- sur les 2086 échantillons Sv-négatifs, 4 (0,4%) et 10 (0,5%) sont positifs en Id et Pq
respectivement.

Dans la comparaison des tests Id et Pq, 13 des 40 sérums Id-positifs sont confirmés
par Pq, tandis que 13 des 33 sérums Pg-positifs sont confirmés par Id.

Pour ces deux tests, 60 sérums ont été positifs avec I’un des deux kits, alors que
seulement 13 (24%) le furent pour les deux tests (en considérant les résultats douteux avec le
test Id comme positif, le nombre de sérums positifs dans 1’'un des deux tests double (128),
alors que nombre de sérums positifs dans les deux n’augmente que peu (17, soit 13%).

Sur la base de ces résultats, 5 profils sérologiques peuvent étre décrits a 1’échelle des
cheptels :

- profil A : cheptels dans lesquels des animaux sont positifs avec les trois tests.

- profil B : cheptels dans lesquels des sérums sont positifs avec le kit Sv (soit le plus
sensible), et I’un des autres tests.

- profil C : positivité avec le kit Sv, combiné avec un résultat douteux avec Id

- profil D : positivité uniquement avec le kit Sv.

- profil E : cheptels douteux ou négatifs avec le kit Sv.
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111.4.2.1.1.2.  Proposition d’utilisation de I’analyse sérologique combinatoire
et résultats observés

Pour des raisons économiques, les auteurs jugent irréalisable de tester chaque sérum
avec les 3 kits, une méthode de testage simplifié est donc proposée.

Chaque sérum est tout d’abord testé avec le kit Sv, test possédant la plus forte
sensibilité. Les sérums positifs sont alors testés a nouveau avec chacun des 2 autres Kkits,
montrant une plus forte spécificité (présence d’une étape de préabsorption sur M. phlei).

Cette stratégie de testage sérologique combinatoire conduit ainsi a classer les cheptels
de « A 2 E », et les résultats individuels de « +++ a — » (qui représente la probabilité que
I’animal soit infecté).

Figure 13 : proposition d'une méthode de combinaison des tests sérologiques EL 1 SA.

prﬁﬂegia Sv (test leplussensible) : + Sv: 7/-

Confirmation

Classification «+++ » «++» «+» «(+)» «-»
individuelle et
collective <A » «B» «C » «D» «E»

Les auteurs soulignent que la classification proposée présente une bonne corrélation
avec les observations du terrain : alors que 4 des 6 cheptels classés en A ont eu des cas de
paratuberculose dans le pass¢, seul 1 des 99 cheptels classés de C a E ont déclaré un cas de
paratuberculose dans le passé.

Dans 87% des cheptels ou la prévalence observée est supérieure a 30%, les tests plus

spécifiques ont confirmé les résultats, alors que dans 28 % des cheptels avec une prévalence
inférieure a 30%, cela n’a pas été le cas.

Toutefois, lors de cette étude, il faut remarquer que 22 sérums furent négatifs en Sv, et
détectés par un des deux autres kits avec étape de pré-absorption ; en pratigue, ces animaux
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ne seraient pas détectés, puisque aucun autretest n’est prévu pour lesanimaux négatifs
avec letest Sv.

Dix sérums furent détectés par Pq (5 positifs, 5 douteux), 12 par Id (4 positifs, 8
douteux), soit environ 0,4% des sérums qui réagissent sans avoir préalablement été positif
avec le kit Sv.

Or, certains de ces résultats furent obtenus dans les classes D voire E, considérées dans
le protocole proposé comme les moins a risque. Il s’agit 1a d’un écueil possible et important ;
cette méthode ne permettra donc pas de supprimer la répétition annuelle des tests.

Le premier test ELISA utilisé doit donc étre le plus sensible possible, la spécificité étant
apportée par les 2 tests ultérieurs.

111.4.2.1.1.3. Intéréts et désavantages de cette méthode

En accord avec la majorité des autres travaux, il apparait clairement que le dépistage
de Map au sein des cheptels sur la base d’un seul test ELISA n’est pas satisfaisant (en raison
de la trop faible sensibilité de deux des trois tests, et le manque de spécificité du troisieme test
a I’origine de nombreux faux-positifs)

Bien que ne permettant pas de supprimer la répétition annuelle des tests de dépistage,
cette méthode pourrait permettre, par un dépistage initial plus sensible des animaux
séropositifs, et une estimation plus fine de la prévalence initiale de la maladie, de limiter la
durée de la période d’assainissement, ou de mise en place de la certification.

Une économie peut-€tre dégagée par I'utilisation de cette méthode : lorsque
I’incidence est forte dans un troupeau, les plans de lutte actuels préconisent (cf. 111.2.2)
’utilisation de la culture fécale comme méthode de dépistage ( méthode la plus spécifique,
permettant également une analyse semi-quantitative des excréteurs, mais cependant beaucoup
plus onéreuse et peu rapide...) ; I’approche par combinaison de tests telle qu’elle est proposée
permettrait ainsi un gain de temps (par rapport aux 16 semaines nécessaires a la conclusion
d’une culture fécale négative), un gain économique (encore renforcé par la premicre phase de
sondage a l’aide d’un test trés sensible), tout en conservant une bonne spécificité par la
méthode sérologique combinatoire proposée.

Selon la classification proposée par les auteurs, une qualification semi-quantitative des
animaux (de — a +++) serait également possible, permettant ¢galement 1’¢limination des
animaux qui sont les plus a risque dans les situations ou la prévalence est forte (++ et +++).

Néanmoins, notons qu’aucune donnée précise n’a €té présentée pour assimiler cette
classification individuelle au niveau réel d’excrétion. Ces informations seraient donc, selon
nous, nécessaires a la mise en place de cette approche combinatoire.

Toutefois, pour conforter cette proposition, rappelons (cf. 11.3.4.1.2.) que la sensibilité
des tests sérologiques ELISA est d’autant plus forte, en probabilité, que 1’animal excrete de
facon massive : 1’accumulation de réponses positives a I’aide des différents kits ELISA va
donc ici dans le sens d’une forte excrétion.

L’autre avantage de cette méthode est de détecter des animaux non excréteurs (cf.
I1.3.4.1.2.). En effet, la présence d’animaux séropositifs non excréteurs peut étre due a des
animaux effectivement infectés, mais dont 1’excrétion est inférieure aux limites de détection
de I’isolement, ou n’excrétant pas le jour du prélévement, ou bien encore d’animaux infectés,
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mais plus résistants et n’excrétant pas ou de fagon épisodique (cas de certains bovins allaitants
en conditions zootechniques favorables, et n’exprimant la paratuberculose que tres
tardivement).

Cette méthode autoriserait donc en plus une détection des sujets a risque (intérét de les
suivre alors de maniére périodique, cette fois par culture fécale).

Mais comme nous l’avons déja précisé, I’existence de vrais faux-positifs restent
¢galement possible (relative par exemple a une exposition chez un adulte, alors plus résistant
a Pinfection, ou la mise en place d’une immunité qui n’est pas forcément suivie d’une
infection chronique). Les informations disponibles sur la physiopathologie de la maladie ne
permettent pas de connaitre la fréquence, ni I’existence de cette possibilité.

Comme autre avantage, lors d’achat (ou le temps de réponse d’une culture fécale n’est
que rarement compatible avec les capacités de mise en quarantaine), les étapes successives
proposées pourraient intervenir comme une aide décisionnelle pour les éleveurs et les
vétérinaires, devant les « niveaux » de positivité observés en pratique, ou la discordance entre
les différents tests utilisés.

Malgré tout, en contradiction avec les auteurs, considérant 1’ensemble des données
disponibles sur la paratuberculose, il est peu probable que cette méthode soit suffisante pour
prédire du statut « indemne » d’un animal. En aucun cas un animal ne pourra étre certifi¢
négatif, par exemple lors d’une transaction, quel que soit le test ou la combinaison de tests
employés. Seul le statut de I’ensemble du cheptel peut alors étre considéré.

Selon nous, avec I’appui d’études comparatives ultérieures qui seront nécessaires,
cette méthode pourrait étre utilisée :

- a Pouverture (premicre année) d’un plan de lutte (dépistage plus large des animaux
positifs ou a risque, estimation de la prévalence initiale)

- en remplacement de la coproculture lors du dépistage a I’ échelle du troupeau, en cas
de forte prévalence (notamment pour un délai de réponse plus court, la mise en
¢vidence des plus forts excréteurs, la possibilité de détecter les futurs excréteurs ...).
Cependant, cette méthode ne remplace pas la coproculture dans tous les cas (par
exemple lors du suivi de potentiels futurs excréteurs), mais semble plus indiquée a
certaines étapes du dépistage. Toutefois, la coproculture demeure la méthode de
reférence.

- lors d’achat d’animaux avant I’introduction.

111.4.2.1.2. Combinaison de tests directs et indirects

De méme que pour la méthode de combinaison des tests ELISA que nous avons
présentée dans le chapitre précédent, le but est de confirmer un premier résultat (obtenu par la
technique la plus sensible possible), a I’aide d’une seconde technique d’analyse (la plus
spécifique possible).
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En France, les tests utilisés en premiére intention sont trés souvent la sérologie ELISA,
ou la bactérioscopie, les tests de confirmation étant la coproculture (test de référence, utilisé
en dépistage, ou pour confirmation individuelle), 1’histopathologie (confirmation d’un cas
clinique sur animal mort), ainsi que la PCR qui tend a se développer malgré son cofit.

Les qualités de ces associations étant largement utilisées et reconnues a I’heure
actuelle, nous ne les détaillerons pas dans ce travail.

111.4.2.2. Lutte contre la paratuberculose dans les élevages avec une forte
prévalence

Dans les ¢levages ou la prévalence de 'infection paratuberculeuse est élevée, deux
solutions sont possibles en théorie : soit I’éradication rapide de la paratuberculose passant par
une ¢limination totale du cheptel, soit un controéle progressif de la maladie sur le long terme.

Pour I'éradication rapide de I'infection , il faudrait obligatoirement passer par une
réforme des animaux (abattage total du cheptel), suivi par une absence d’utilisation des
patures, parcours et batiments d’élevage jusqu’a I’élimination progressive de tous les micro-
organismes de Map. La derniére étape étant la ré-introduction d’animaux sains.

Ce premier choix est tres difficilement réalisable en pratique: la durée de
persistance extréme de Map dans ’environnement, les conséquences financicres lourdes
notamment liées a la période d’inactivité, mais aussi la difficulté actuelle a acheter des
animaux sains, en I’absence d’une quelconque garantie sur le statut sanitaire vis-a-vis de la
paratuberculose.

Pour un contrdle progressif, et efficace de la paratuberculose, deux actions majeures
se dégagent, d’importance équivalente :

- réduire et limiter la transmission de Map (les méthodes de dépistage actuelles ne
permettant pas de détecter précocement I’infection, il faut limiter au maximum les
possibilités de contamination), par une maitrise sanitaire des risques de contamination
au sein du cheptel,

- détecter et éliminer le plus tot possible les animaux excréteurs (afin de réduire le degré
de contamination de I’environnement et la transmission aux animaux sensibles).

Sur le court terme, et d’autant plus que le taux d’infection est élevé, la mesure phare
sera donc le dépistage et I’élimination des excréteurs et infectés (mesure dite offensive).

Les mesures préventives (pour réduire et limiter la transmission de Map), qui ont un
intérét majeur a moyen et long terme, seront appréhendées pour les élevages a faible niveau
d’infection.

Si une de ces deux actions est négligée, on constatera au mieux une augmentation de
la durée du plan de controle, le plus souvent un échec pur et simple.
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II1.4.2.2.1. Mesures alternatives a 1’élimination des animaux infectés de
paratuberculose

111.4.2.2.1.1. Traitement médical a visée curative

L’utilisation de corticostéroides a été envisagée, afin de limiter la réponse inflammatoire
de I’hdte qui est exacerbée; aucun résultat probant n’a été obtenu et aucune amélioration ne
peut étre espérée. En outre, ce traitement va conduire probablement a une augmentation de
I’excrétion.

1I1.4.2.2.1.1.1. Traitement a base d’antibiotiques

Une synthése a été récemment publiée sur le traitement, tant curatif que préventif de la
partuberculose (Emery, D.L. et al. 2004).
Nous reprenons ici les éléments essentiels de cet article.

Différents essais thérapeutiques ont été décrits dans la littérature :

- un traitement quotidien pendant 6 mois (Zahinuddin et al. 1984) a base de sulfate de
streptomycine (500 mg, IM), d’isoniazide (25 mg) et d’aminosalicylate de sodium
(850 mg, VO) a permis une réduction de la diarrhée et la perte de poids, sans
¢limination de I’infection (Zahinuddin et al. 1984) .

- un traitement bi-quotidien administré pendant 85 jours a une chévre avec des signes
cliniques n’a pas non plus permis d’éliminer Map. Le traitement était a base de
dihydrostreptomycine (500 mg, IM), de rifampicine (300 mg, VO) et d’isoniazide
(300 mg, VO) (Slocombe, 1982).

- de méme, 1’administration quotidienne de sodium de monensin (450 mg/vache/jour)
pendant 120 jours n’a permis qu’une réduction des lésions digestives observées en
histologie, sans guérison ultérieure (Brumbaugh et al. 2000).

A la dose de 335 mg/vache/jour a I’aide d’un dispositif intraruminal de sodium de
monensin, une baisse de 80% de ’excrétion fécale fut toutefois observée, bien que
I’importance biologique et épidémiologique d’une telle réduction ne soit pas
confirmée, ni I’existence de cette réduction chez les forts excréteurs (Hendrick, S.H. et
al. 2000) .

Le traitement des infections par Map a base de molécules antimycobactériennes
demeure donc impraticable chez les ruminants, car le colt est prohibitif et injustifi¢ dans la
plupart des circonstances, car 1’efficacité est plus qu’aléatoire.

Les traitements envisagés nécessiteraient des administrations quotidiennes d’une
association d’antibiotiques, qui d’ailleurs n’ont pas d’AMM vétérinaire pour 1’utilisation chez
les animaux de production.

D’autre part, les antibiotiques (isoniazide, ethambutol et pyrazinamide) utilisés pour le
traitement de la tuberculose chez ’homme ont montré une efficacité et succes mitigés.

113



Des essais cliniques ont également montré 1’efficacité de trois molécules (rifabutine,
clarithromycin (macrolide), clofazimine) contre Map, in vitro et in vivo (ces molécules se
concentrent dans les macrophages dans lesquels Map se multiplie) ; toutefois, leur efficacité
dans un cadre thérapeutique reste 1a aussi incertaine.

De plus, il faut considérer I’implication possible de Map dans 1’étiologie de la maladie
de Crohn.

Des résultats cliniques ayant été¢ obtenus dans le traitement de cette affection lors de
I’administration de 1’association rifabutine-clarithromycin-clofazimine (cf. 1.1.1.1.3.), et étant
donné 1’émergence de plus en plus préoccupante de résistances en médecine humaine, il est
essentiel d’interdire tout traitement de la paratuberculose des ruminants. La recherche de
traitements comme alternatives a 1’abattage précoce des animaux infectés est cependant
envisageable.

Ce raisonnement est valable pour les molécules utilisées dans le cadre du traitement de la
tuberculose humaine.

111.4.2.2.1.1.2. Traitement a base de mycophages

Au cours des 50 derniéres années, différentes études ont rapporté des succes cliniques
liés a D'utilisation de phages, allant de 80 a 95 % d’efficacité dans 1’amélioration clinique
d’affections humaines impliquant des germes tels que Staphylococcus, Streptococcus,
Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Shigella et diverses salmonelles (Emery,
D.L. et al. 2004).

Ces affections incluaient notamment des gastroentérites, des pneumonies, des
ostéomyeélites, ou bien encore des brilures et des dermatites surinfectées.

Aucun effet secondaire majeur li¢ a 1’utilisation des phages n’a été observé. Néanmoins,
le risque d’un transfert de résistance aux antibiotiques demeure une question préoccupante,
principalement lors de I’utilisation de phages isolés a partir de sources environnementales,
pour lutter contre des bactéries pathogenes.

Les mycophages sont des bactériophages particuliers, qui infectent les mycobactéries.

Toutefois, plusieurs limites existent pour une utilisation dans le cadre de la
paratuberculose :

- Les mycophages a action lytique montre une efficacité supérieure sur les souches de
mycobactéries a croissance rapide, et pour la plupart non pathogeénes. Toutefois certains
mycophages (tels que TM4) sont capables d’infecter Map plus ou moins efficacement
(activité plus limitée du phage ph60 sur Map).

- Un autre risque serait le transfert de matériel génétique a Map, notamment de geénes de
résistance aux antibiotiques, ou des geénes de virulence.

- A ce jour, ’efficacité réelle des phages sur des bactéries intracellulaires, telles que les
mycobactéries, n’est pas encore clairement établie. Toutefois, 1’utilisation de phages contre
des Dbactéries intracellulaires telles Brucella, Chlamydia et Salmonella semble rendre
pertinente 1’utilisation des mycophages pour I’infection a Map.
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- Aucune donnée ne permet a ce jour de savoir si les phages candidats pour le traitement
de I'infection a Map auront la capacité de se lier aux cellules de 1’hote, d’y pénétrer (les
données concernant les autres pathogénes intracellulaires, notamment Mycobacterium
tuberculosis, sont divergentes a ce sujet).

- 11 reste également a déterminer si les phages pourront étre utilisés pour lyser les
cellules de Map directement dans 1’environnement, pour prévenir la contamination des
animaux sensibles.

A ce jour, les données concernant les possibilités thérapeutiques qui reposent sur
’utilisation de mycophages demeurent trop parcellaires, pour envisager leur utilisation dans
un futur proche. Si cette utilisation était envisagée, des recherches portant sur les répercutions
possibles chez les animaux destinés a la consommation humaine seraient en outre nécessaires.
I1 est fort a parier que cette possibilité demeure une impasse thérapeutique.

I1.4.2.2.1.2. Traitement médical a visée préventive : utilisation de la
vaccination

Selon les études disponibles, un plan de lutte contre la paratuberculose au sein d’un
¢levage dure en moyenne de 4 a 7 ans lorsque la vaccination est utilisée, alors qu’il est de 5 a
8 ans en son absence.

Le premier vaccin (vivant) a base de Map fut utilis¢ en 1926. A partir de cette date,
différentes formulations furent utilisées:

- bactéries vivantes de souches atténuées ou non atténuées

- organismes tués par la chaleur

- fragments antigéniques de Map.

111.4.2.2.1.2.1. Objectifs de la vaccination

Dé¢s le début de son utilisation, la vaccination concerna principalement les jeunes
animaux (les animaux de 0 & 6 mois étant la classe d’age qui risque le plus de contracter une
infection, et I’action préventive de la vaccination apparaissant plus efficace dans les premieres
phases de la maladie); les protocoles utilisés étaient sensiblement identiques chez les
bovins, les ovins et les caprins.

Par la suite, en plus de 1’objectif préventif, il fut observé que la vaccination permettait
en partie de réduire a la fois ’excrétion et I’incidence clinique, aussi bien chez des animaux
infectés expérimentalement que naturellement.

En pratique, le but de la vaccination contre la paratuberculose est :

- de contrdler le cycle infectieux en réduisant le niveau de contamination des patures a
travers le temps et donc une source essentielle de contamination

- - d’augmenter la proportion d’animaux exposés a Map qui résisteront partiellement a
I’infection, ou du moins n’excréteront pas de bacilles tant qu’ils seront présents dans
I’exploitation (ce dernier aspect est principalement vrai pour les petits ruminants).
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Les données obtenues a ce jour, aussi bien avec les vaccins a germes vivants que ceux
a germes tués, habituellement administrés par voie sous-cutanée, en dose unique, jusqu’a la
limite de 4 mois d’age, montrent que 1’on obtient par la vaccination :
- une diminution de I’excrétion fécale (en contrdlant la multiplication bactérienne dans
I’intestin),
- un ralentissement de la progression des Iésions, mais également une réponse
immunitaire plus efficace durant les premiers stades de I’infection (Begg, D.J. et al.
2005a).

Pour obtenir une protection vaccinale la plus efficace et la plus durable possible, il est
nécessaire d’induire une protection immunitaire de type Thl (réponse a médiation cellulaire).
La vaccination néonatale avec une dose définie de Map offre alors les meilleures perspectives.
Cependant, les nouveaux-nés ont des réponses principalement de type Th2. Pour moduler la
polaristion de la réponse, et mettre en place une réponse immunitaire de type Thl, il est
nécessaire d’utiliser une vaccination trés précoce, avec de faibles doses de Map, et avec un
adjuvant précis, qui reste encore a définir (Emery, D.L. et al. 2004).

Ce type de protocole permettrait de créer une « empreinte immunitaire » de type Thl
(de fortes doses immunogenes entrainent plutdt une réaction de type Th2, qui n’est pas
protectrice (cf. 11.3.2.1.) dans la cas de la paratuberculose).

De plus, cette vaccination doit intervenir trés précocement afin que les mécanismes
immunitaires soient efficaces avant que le risque infectieux apparaisse.

Des rappels de vaccination ont été envisagés chez les ovins et les bovins, mais cela ne
semble pas capable d’augmenter la résistance des animaux a 1’infection.

La vaccination des animaux adultes, infectés ou pas, est également sujet de
controverses, car leur sensibilit¢ a D’infection est moindre. Elle se justifierait lors de
I’introduction dans des zones d’endémie, ou permettrait peut étre de diminuer les niveaux
d’excrétion, et donc le risque de contamination des jeunes. Cependant, les résultats et les
conséquences de la vaccination semblent moins prédictibles chez eux.

111.4.2.2.1.2.2. Limites de la vaccination

Malgré ses intéréts, la vaccination ne permet en aucun cas d’éliminer complétement la
maladie sous sa forme clinique. Elle permet de réduire I’excrétion, et n’a donc qu’un effet
marginal sur la prévalence de I’infection au sein du troupeau, en particulier si d’autres
mesures préventives dans la conduite d’élevage ne sont pas appliquées.

De ce fait, des progressions alarmantes du nombre de cas cliniques ont été constatées a
I’arrét des programmes de vaccination.
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111.4.2.2.1.2.2.1. Liées a I’adjuvant

Une autre limite a 1’utilisation de la vacination, mineure par rapport aux conséquences
de la paratuberculose elle-méme, est la formation possible d’abces au point d’injection
(observé dans 10 % des cas et lié principalement a I’adjuvant).

Ces lésions au site d’injection sont visibles aprés 2 mois chez plus de 50 % des
animaux, et persistent au minimum pendant 4 ans chez 20 a 25 % des animaux vaccinés
(Reddacliff, L. et al. 2006).

L’adjuvant utilisé jusqu’a ce jour est compos¢ d’huile minérale ; lequel est connu pour
provoquer de fortes réactions inflammatoires locales,

La difficulté dans le choix de 1’adjuvant, est liée au fait qu’il joue un role déterminant
dans I’orientation de la réponse immunitaire ; le type d’adjuvant susceptible d’avoir ces effets
provoque souvent des lésions au site d’injection.

L’effet d’un adjuvant huileux (utilisé notamment dans le vaccin NeoParasec®) a été
comparé a celui d’un adjuvant aqueux.

L’adjuvant huileux permet la mise en place d’une immunité protectrice trés supérieure
(P<0,01) a celle d’un adjuvant aqueux moins agressif (mise en place d’une réaction
immunitaire type Thl dans les 2 semaines aprés 1’injection pour 1’adjuvant huileux, avec un
maximum observé aprés 6 semaines), sans étre suffisamment précoce et efficace pour
empécher I’installation de I’infection.

Ainsi, lorsque la contamination a €été réalisée deux mois apres la vaccination, 28 %
des animaux seulement présentérent des I€sions paratuberculeuses a 22 mois, contre 75 %
chez ceux immunisés avec un adjuvant aqueux (80% dans le groupe contrdle, non vacciné)
(Begg, D.J. et al. 2005a).

L’utilisation d’un adjuvant huileux minéral est donc préconisée.

Des études sont en cours pour obtenir des adjuvants lipidiques moins agressifs que les
huiles minérales conventionnelles.

111.4.2.2.1.2.2.2. Liées au choix germes vivants vs inactivés

Bien que les résultats obtenus avec un vaccin utilisant un germe vivant atténué soient
plus favorables que ceux obtenus avec des vaccins a germes tués (cf. infra), ces derniers
seront préférés aux vaccins a germes vivants, a cause de plusieurs raisons :

- le risque d’auto-inoculation avec un germe vivant potentiellement dangereux pour

I’homme,

- la durée de vie du vaccin a germe vivant plus courte et limitée a 14 jours,
- le risque d’un défaut d’atténuation de la souche vaccinale, ce vaccin étant utilisé chez
des animaux destinés a la consommation humaine.

Les derniers vaccins paratuberculeux a germes vivants ont été utilisés en Nouvelle-
Z¢élande jusqu’en 2002.

Les antigeénes responsables de la réponse immunitaire protectrice n’ont toujours pas

été clairement identifiés, les vaccins actuellement utilisés restent principalement des
préparations a base de cellules entiéres.
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Leur détermination pourrait, par exemple, entrevoir la possibilit¢ de vaccins
recombinants, ou de vaccins délétés tels que dans le cas de I'IBR.

\

Les vaccins a ADN (composés de plasmides codant pour des antigénes
mycobactériens) sont actuellement en cours d’élaboration ; ils trouveraient une application
dans le cadre de la prévention de la paratuberculose.

En effet, la nature des antigénes sélectionnés pour la composition des vaccins peut
participer a I’orientation et au type de réponse immunitaire (Sechi, L.A. et al. 2006).

Par exemple, des études ont été menées sur 1’utilisation d'une protéine Hsp
(notamment Koets, A. et al. 2006). Cette famille de protéines existe aussi bien chez les
organismes eucaryotes que procaryotes. L’expression des protéines Hsp est augmentée en cas
d’inflammation.

De plus, dans le cas des maladies mycobactériennes comme la paratuberculose, la
protéine Hsp intervient comme un antigéne dit immunodominant, provoquant une forte
réaction immunitaire, a la fois Thl et Th2.

La protéine recombinante MAP Hsp70 (70 kDa) induit une réponse immunitaire de
type Thl (et donc potentiellement une immunité protectrice vis-a-vis de I’infection).

Un vaccin sous-unitaire utilisant MAP Hsp70, et injecté 2 fois a 308 jours d’intervalle,
a permis une réduction significative (p<0,01) de I’excrétion fécale pendant les 2 ans qui ont
suivi I’infection (Koets, A. et al. 2006). La durée de cette étude n’a toutefois pas permis
d’évaluer I’effet de ce vaccin dans la réduction de la forme clinique.

De plus, la différenciation des infectés par apport aux vaccinés est alors possible par
sérologie ELISA indirecte.

I1.4.2.2.1.2.2.3. Liées aux interférences avec d’autres tests
immunologiques

Le dernier vaccin contre la paratuberculose (NeoParasec®) qui était utilisé en France
ne possede plus d’AMM depuis octobre 2001 ; une des principales raisons de cette
interdiction est 1’existence d’interférences avec les tests immunologiques utilisés pour le
diagnostic de la tuberculose a Mycobacterium bovis.

Ces interférences sont consécutives a un haut niveau de réactivité antigénique croisée
entre les souches vaccinales de Map, et Mycobacterium bovis. Cets réactions croisées existent
aussi avec les isolats de Map.

La vaccination interfére également avec le diagnostic de la paratuberculose elle-méme.

Du fait de la forte diminution d’excrétion de bacilles induite par la vaccination, les
tests de culture fécale sont plus souvent négatifs chez les animaux qui expriment néanmoins la
maladie cliniquement (par exemple un amaigrissement chronique).

De plus, les tests de sérologie ELISA pratiqués sur des individus vaccinés sont
fréquemment positifs, est ce d’autant plus que I’animal est testé jeune.

L’impact de la vaccination avec le vaccin Neo Parasec® sur le résultat de la sérologie
ELISA a été étudié en France (Joly, A. et al.2002).
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Comme nous I’avons vu, certains animaux, bien que vaccinés, sont ou deviennent
excréteurs. Ce sont ces animaux qui rendent les plans de lutte inefficaces a I’arrét de la
vaccination.

Dans I’idée d’un usage a court/moyen terme de la vaccination, il est donc indispensable de
pouvoir différencier les animaux vaccinés et les animaux naturellement infectés.

Ainsi, dans I’hypothése ou la vaccination serait a nouveau utilisée en méme temps que
la certification,, avec un vaccin dont les propriétés seraient proches du vaccin Neo Parasec®,
les troupeaux vaccinés ne devraient en aucun cas étre considérés comme indemnes de
paratuberculose.

Au contraire, ils doivent étre considérés comme infectés (rappelons que la vaccination
ne semble par réduire significativement la prévalence totale dans un cheptel).

Lors de 1’étude de Joly, A. et al., certains animaux ¢taient séropositifs
(majoritairement de jeunes animaux) par le fait uniquement, de la vaccination.

Toutefois, au minimum 70% des bovins vaccinés ne réagissent pas en sérologie, et ce
quel que soit I’age auquel elle est réalisée, et quel que soit 1’age de la vaccination si elle est
réalisée dans le premier mois de vie (Joly, A. et al.2002).

1I1.4.2.2.1.2.3. Conséquences de 'utilisation de la vaccination dans les
autres pays

Lors de son utilisation en France, dans un cadre réglementaire trés strict, la
vaccination était réalisée sur les animaux 4gés de moins de un mois.

Toutefois, il était recommandé¢, en élevage bovin, de réaliser 1’injection vaccinale
unique le plus tot possible aprés la naissance du veau (24 a 48 heures), au pire dans la
premicre semaine de vie.

Le débat sur I'utilisation du vaccin repose également sur la différence possible
d’efficacité entre les vaccins a germes vivants et les vaccins a germes inactivés (en plus des
risques évoqués ci-dessus (cf. 111.4.2.2.1.2.2.2.))

Par exemple, une étude fut menée sur le sujet en France a 1’aide du vaccin vivant
atténué Neo Parasec® (Argent, 1991).

En sus des mesures préventives usuelles (élimination des excréteurs et de leur
descendance, utilisation de 1’eau du réseau, hygiéne au vélage, ...), la vaccination a permis
une réduction plus élevée du niveau d’excrétion fécale (85% ; n=2073 bovins suivis), contre
23 % (n=1281 bovins suivis) sans utilisation de la vaccination (Argent, 1991).

En comparaison, le niveau d’excrétion fécal n’a diminué¢ que de 50% avec un vaccin
inactivé (Larsen €t al. 1978).

En Australie (utilisation du vaccin inactivé Gudair®, importé dans ce pays par Pfizer
Santé Animal, et autorisé depuis 2002), I’efficacité de la vaccination sur des cheptels ovins a
¢été évaluée sur une période de 5 ans (Reddacliff, L. et al. 2006), dans des conditions de plein
air intégral, ou les mesures hygiéniques sont. done difficiles & mettre en"place.
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La mortalité due a la paratuberculose a été¢ diminuée de 90%.

Parmi la population des animaux vaccinés, il n’y a eu aucune excrétion détectée
jusqu’a 18 mois apres la vaccination (soit chez des animaux agés de 21 mois environ), alors
que I’excrétion était détecté des 9-11 mois chez ceux qui n’étaient pas vaccings.

La vaccination a ainsi permis, dans ces modalités particulieres d’élevage, non
seulement de retarder I’excrétion fécale (P<0,01), mais également de réduire le niveau
d’excrétion (P<0,01), avec un maintien de la protection pendant toute la durée de vie
¢conomique des ovins.

La prévalence des animaux excréteurs au sein de la population vaccinée a ainsi baissée
de 90%, et fut maintenue a ce niveau jusqu’a la fin de I’essai (entre 2 et 26% de baisse
observée pour les animaux non vaccinés, en fonction des fermes).

La diminution du nombre d’animaux infectés a ét¢ dans ces conditions de 76 %
(P<0,01), les infections sub-cliniques diminuant de 66% (P<0,01)

La contamination des patures fut également réduite de plus de 90%.

Toutefois, il existe de grosses disparités entre les fermes. De plus, 7 ovins parmi les
600 qui avaient été¢ vaccinés présentérent une excrétion forte, sachant qu’un animal fortement
excréteur peut suffire a infecter toute une cohorte d’animaux sensibles dans certaines
conditions.

Cela souligne, cette fois encore, le risque déja évoqué précédemment que des
animaux vaccinés puissent tout de méme transmettre la maladie. En présence de la
vaccination, une attention particuliere devra étre portée aux déplacements d’animaux vaccinés
vers des zones de plus faible prévalence (par une vérification de 1’absence d’excrétion par
exemple).

De plus, nous pouvons mentionner qu’aucun parametre relatif a la reproduction n’a
¢été mesuré au cours de cette étude, de méme que les répercussions possibles de I’arrét du
protocole vaccinal (Reddacliff, L. et al. 2006).

Cette étude ayant ét¢ menée sur une seule cohorte, d’autres études sont en cours pour
estimer les conséquences de la vaccination au cours des générations successives, en prenant
en compte la prévalence initiale.

En dépit du succes apparent de la vaccination en Australie, ’ensemble des auteurs
sont d’accord sur le fait, comme dans le cas de la tuberculose bovine, que 1’élimination totale
de la paratuberculose n’est pas réalisable actuellement par 1’utilisation de la vaccination ;
I’application de mesures préventives strictes dans la conduite d’¢élevage est essentielle.

L’exemple de I’Islande est démonstratif des risques encourus lors de I’utilisation de la
vaccination : apres ’échec des mesures de prévention habituelles, la vaccination a été
autorisée dans les cheptels ovins (entrainant conjointement un relachement dans ’application
des mesures préventives). Apres une baisse de 94 % de la mortalité due a la paratuberculose,
et une longue période de vaccination obligatoire, la paratuberculose est & nouveau une
pathologie majeure dans les cheptels ovins.
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Ainsi, au regard des expériences internationales et francaise, il parait indispensable a
ce jour de réaliser un état des lieux complet de la situation de la paratuberculose en France
avant d’entreprendre une nouvelle utilisation du vaccin contre la paratuberculose, en plus des
¢tudes de risque, économiques et des contraintes administratives et commerciales que cela
entrainerait.

Contrairement aux pratiques utilisées en France avant 2001, la vaccination ne doit en
aucun cas étre interprétée comme I’outil majeur de la lutte contre la paratuberculose. Il est
essentiel de mettre en place des mesures préventives solides dans la conduite d’élevage avant
d’envisager d’autres approches.

Apres cette étape indispensable a la maitrise, 1’intérét économique et sanitaire d’une
vaccination paratuberculeuse pourra étre évalué dans une partie des cheptels seulement, au
sein de certains ¢levages touchés par Map.

Les criteéres a retenir dans le choix de I'utilisation de la vaccination dans un élevage
sont les suivants :

- taux d’atteinte clinique et prévalence ¢élevés en début du plan
d’assainissement, I’intérét de la vaccination augmentant parallélement a ces taux,

- existence de contacts étroits et prolongés entre la mere et le veau, ce qui
est le cas en élevage allaitant (les mesures préventives pourraient étre suffisantes en
¢levage laitier),

- difficultés d’application de 1’ensemble des mesures sanitaires
préventives (élevage de plein air intégral par exemple).

Ainsi, la vaccination contre la paratuberculose peut-étre considérée comme utile dans
certains ¢élevages bovins allaitants fortement touchés, ou dans le cadre des cheptels de petits
ruminants ou la prévalence de la pathologie est forte ; en effet dans les especes caprines et
ovines, les éléments cliniques souvent frustres, et le poids économique de la répétition de tests
trés €levé en comparaison de la valeur individuelle des animaux, ne permettent pas une
détection et une ¢limination précoces des animaux excréteurs.

Les tests de dépistage ne sont pas, pour la plupart, validés pour ces espéces, et les tests
d’ IDT sont pas effectués pour ces especes (donc pas d’interférence possible a ce niveau).

Enfin, il faut nécessairement prendre en compte le fait que les protocoles de
vaccination sont lourds et cotiteux, et pourront donc étre que temporaires.

La vaccination est habituellement arrétée lorsque 80% des animaux présents ont été
vaccinés en début de vie, et que les 20% restants, plus 4gés, ont aux moins deux coprocultures
négatives consécutives.

L’absence d’éradication de I’infection a ce stade permet le plus souvent la
contamination des jeunes, ce qui permet ultérieurement la reprise de la dynamique d’infection
au sein de ’¢levage.
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Tableau 13 : Comparaison de différents vaccins contre la par atuber culose

(Thorel, M.F. et Delcroix, T. 2002)

Gudair® Weybridge® Mycopar® Néo Parasec® *
Laboratoire CZ Veterinaria SA Weybridge VLA Solvay Animal .
producteur (pays) (Espagne) (Royaume-Uni) Health (Etats-Unis) Merial SA (France)

Inactivé par la

Nature du vaccin Vivant atténué Inactivé Vivant atténué
chaleur
. Souche St18,
Souches utilisées Map 316F 3 soucéleesl‘l 316F, Mycobacterium 316F
’ avium subsp.avium
.Cha}r ge Chaque dose 3x10° unités viables
antigénique du contient 2,5 mg de /ml
vacin bacilles déshydratés
',\latwe de Huile minérale Parafﬁne liquide et Huile minérale Huile minérale
I'adjuvant pierre ponce
N . . . Bovins, ovins, . Bovins, ovins,
Espéeces concer nees Ovins, caprins s . Bovins .
cervidés, caprins caprins
. I ml Bovins : 1,5 ml BOV.mS +2ml
Schéma _ . ; o Ovins : 1 ml
osologique Injection sous- Ovins, caprins et Bovins : 0,5 ml Tnjection sous-
P cutanée ervidés 0,75 ml \
cutanée
N 17 euros pour 1,5
Colt deladose 1 euro ml (8,5 pou 0,75 ml) 5,5 euros
Date de début Expérimentalement
d’utilisation du 1994 Avant 1970 en 1968 et 1972 Avant 1970

vaccin dansle pays

vaccin agéé

"': La fabrication de Néo Parasec® est arrétée depuis octobre 2001.

I11.4.2.3.

Lutte contre la paratuberculose dans des élevages ou la prévalence est

faible

Dans les cheptels infectés avec un faible taux de prévalence, bien que les mesures de
dépistage/¢limination des animaux excréteurs soient les mémes, la lutte repose encore plus sur
les mesures sanitaires pour prévenir de nouvelles infections.

Concernant le taux de prévalence observé, il faut souligner toutefois (voir notamment
Collins, M.T. et al. 2005) qu’étant donné les caractéristiques des tests sérologiques ELISA,
qui sont utilisés dans la majorité des dépistages, seulement un tiers des animaux infectés et
possiblement excréteurs est détecté (sensibilité des tests ELISA : cf. Figure 14) : le
pourcentage d’animaux testés positifs pourrait ére au minimum multiplié par trois
pour donner une estimation réelle dela prévalence del’infection au sein d’un troupeau.

122




L’ensemble des mesures préventives proposées repose sur le pré-requis que Map est
un agent pathogéne parasite obligatoire des animaux, et qui donc ne se multiplie pas dans le
milieu extérieur. Cependant, il ne faut pas omettre que ce bacille peut survivre pendant des
durée extrémement longues en dehors de I’héte.

[11.4.2.3.1. Mesures communes

111.4.2.3.1.1. Isolement des animaux suspects

Tout animal qui présente une diarrhée chronique, une phase d’amaigrissement, voire,
chez les races laiti¢res, une baisse importante de la production laitiére alors qu’aucune autre
cause ne puisse étre mise en évidence, doit étre isolé dans un local d’infirmerie, absolument
distinct du local de mise bas, isolé des animaux de moins de 1 an, et permettant de traiter les
effluents a part.

111.4.2.3.1.2. Gestion des animaux excréteurs

Tout animal détecté¢ comme excréteur doit étre isolé immédiatement, qu’il soit ou non
en phase clinique, et ses déjections traitées séparément (mesures identiques a celles
appliquées aux animaux suspects).

Si la proportion des animaux excréteurs est trop grande, la constitution d’un lot séparé
doit étre envisagée. Ce lot devra alors étre mené de mani¢re indépendante (en terme de
gestion du paturage, de traitement des effluents, de logement, en €vitant tout contact avec les
animaux de moins de 1 an).

La réforme de ces animaux doit se faire, dans la mesure du possible, dans les quatre
mois qui suivent leur identification.

Concernant la gestion de la descendance des vaches excrétrices, il est vivement
conseillé de les écarter de la reproduction :

- les deux derniéres femelles issues de vaches qui ont une paratuberculose clinique (la
transmission transplacentaire est constatée chez 40 a 50 % des vaches en phase
clinique),

- la derniére femelle issue de vaches excrétrices asymptomatiques (transmission
transplacentaire chez 8 a 10 % des femelles au stade sub-clinique).

Ces produits doivent étre écartés de maniere systématique de la reproduction. Si a
cause d’une grande valeur génétique, 1’animal est maintenu dans le troupeau , il est nécessaire
de controler par une sérologie et coproculture 1’absence d’excrétion tous les 6 mois de 18 a 48
mois au minimum.

Par analogie, les animaux nés dans les 12 mois qui précédent la mise en place du plan

d’éradication, et dans les 6 mois qui suivent, doivent étre considérés comme infectés et
réformés des que possible.
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Si I’infection est détectée sur un animal né aprés la mise en place du suivi, et qui n’est
pas issu d’une vache reconnue excrétrice, cela devra étre considéré comme un échec des
mesures de lutte, et doit provoquer la recherche des erreurs d’élevage.

En raison du cott des réformes, (critére particuliérement pertinent dans les élevages a
forte prévalence d’infection), la priorité en début de plan doit étre donnée a la recherche et a
I’élimination des animaux excreéteurs vrais pour abaisser la pression d’infection. Pour leur
identification, il est possible d’utiliser la coproculture ou, si cette méthode est validée en
pratique, par la méthode des tests ELISA combinés (cf. 111.4.2.1.1.).

L’aspect économique peut également justifier I'utilisation de la sérologie ELISA en
test unique cette fois, lors de dépistages dans les ¢levages a faible prévalence d’infection ; en
effet, quand le taux d’infection est faible, la valeur prédictive positive de I’ELISA se dégrade,
entrainant des réformes injustifiées qui ont un cotit élevé pour 1’éleveur.

111.4.2.3.1.3. Gestion et traitement des effluents

Les déjections des animaux mis en isolement (y compris lors de suspicion) ne doivent
pas étre épandues sur les patures, mais uniquement sur les parcelles labourées ou pour les
cultures destinées a la fauche.

I1 convient de veiller a ce que les eaux de ruissellement depuis les zones de stockage
des effluents du troupeau ne s’écoulent pas vers les zones de vie, d’abreuvement et
d’alimentation des animaux, en particulier celles ou s¢journent les jeunes de moins de 1 an.

Le plan d’épandage doit prendre en compte le fait de ne pas épandre des lisiers ou des
fumiers sur les parcelles accueillant les bovins de moins de 1 an.

De plus, les différents procédés de traitement des effluents bovins (cf. 1.2.4.3.) ont
une influence sur la persistance de Map dans les matieres organiques.

Ainsi, le compostage ou le fumier accumulé doivent étre favorisés par rapport a
’utilisation d’une fosse a lisier.

Au cours de 1’étude rapportée en 1.2.4.3., de I’ADN de Map a été détectable lorsque
les deux premiers procédés de stockage ont été utilisés, jusqu’a plus de 56 jours, et pendant
plus de 175 jours pour le stockage dans une fosse a lisier.

I1 est classiquement admis que le stockage sous forme de fumier accumulé pendant au
moins six mois permet, entre autres grace a 1’élévation de la température intérieure liée au
processus de fermentation, la stérilisation partielle de la matiére organique.

111.4.2.3.1.4. Hygiéne des batiments

Le nettoyage des stalles en stabulation entravée, de méme que les aires d’exercice en
stabulation libre, doit étre quotidien.

Les aires paillées doivent recevoir une quantité¢ suffisante de paille, de I’ordre de
1kg/m*/jour

L’utilisation de superphosphate de chaux, a raison de 1kg/10 m” une fois par semaine,
s’avere également utile, car il permet de diminuer 1I’humidité de la liticre.
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Bien évidemment, une attention particuliére devra étre portée aux zones qui ont
accueilli des animaux excréteurs (ou simplement suspects). Une fois la litiere évacuée, ces
aires doivent étre débarrassées, sur toute la surface ainsi que sur une hauteur d’un meétre, de
toute la matiére organique, nettoyées a l’aide d’un jet haute pression (eau chaude de
préférence), puis désinfecté a I’aide d’un désinfectant adapté (cf. 1.2.5.1.).

Ces mesures d’hygiene du logement sont trés importantes pour les jeunes animaux
fortement sensibles, mais également pour les adultes (par exemple, rappelons que la glande
mammaire d’une vache peut potentiellement étre infectée par voie ascendante (cf. [.2.3.4.4.),
a la suite d’'une contamination extérieure. Les souillures augmentent alors 1’exposition du
veau, alors que la meére n’est pas excrétrice).

Il est également nécessaire de maintenir le local (ou le box) et le matériel de vélage
propres, et ils doivent étre régulicrement désinfectés. La litiere doit rester propre et recouvrir
toute la surface du local. En aucun cas, le local ne doit servir d’infirmerie.

111.4.2.3.1.5. Conduite au paturage

Les animaux infectés/excréteurs doivent étre regroupés dans un méme lieu, et
conduient séparément jusqu’a la réforme. Les patlirages qui ont accueillis ces bovins ne
doivent pas accueillir avant une année (au minimum) les jeunes de moins de 1 an.

Par extension, il est conseillé de ne pas faire paturer les animaux de moins de 1 an
avec des animaux plus agés (voire, de ne pas faire paturer les animaux de moins de 6 mois
pour limiter au maximum le risque de contamination par I’environnement : cette mesure est
notamment recommandée dans les plans de lutte allemands).

La gestion aprés déstockage des patures est trés importante (Whittington, R.J. et al.
2004) : un paturage sélectif par des espéces non réceptives (chevaux, porcins...), ou le
fauchage, peuvent étre utilisés pour limiter les surfaces ombragées et accélérer ainsi la
décontamination des surfaces herbagées.

La persistance de Map dans le sol, a cause trés probablement d’un phénoméne de
dormance, peut étre supérieure a 1 an dans certaines conditions (sans qu’aucune limite
maximale n’ait été clairement établie a ce jour), et supérieure a 24 semaines sur les parties
aériennes des plantes ; la persistance mesurée a I’intérieur des maticres fécales sur le paturage
variant de 98 jours a plus de 55 semaines.

Le traitement des sols, a raison d’une tonne de chaux pure par hectare (amendement
calcique), dans le but de favoriser une augmentation de pH, peut étre envisagé dans les
régions ou le sol est acide. En effet, bien qu’aucun lien significatif n’ait pour le moment été
mis en ¢évidence (cf. 1.2.4.1.1.) entre la durée de persistance de Map et des facteurs tels que
I’humidité, le pH et le type de sol, les sols humides, acides, décalcifi¢s, déphosphorés ou a
faible teneur en potasse sont pourtant encore considérés comme des facteurs de risque pour la
paratuberculose.
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Néanmoins, le chaulage diminue fortement la biodisponibilit¢ des oligo-éléments ;
dans ce cas, il est judicieux de veiller a ce que les besoins alimentaires soient couverts grace a
une complémentation.

Les zones marécageuses, humides, propices a la survie de Map, et qui sont donc
favorables a I’entretien du bacille, devront étre délimitées pour éviter la présence des animaux
(mesure également profitable dans la lutte contre d’autres pathogenes, tels que le parasite
Fasciola hepatica).

De plus, la paratuberculose clinique peut étre présente chez les ruminants sauvages, et
¢galement de maniere significative chez certains monogastriques tels que le lapin
(Oryctolagus cuniculus) et le licvre (Lepus europaeus).

Comme nous I’avons déja mentionné, I’existence et le role épidémiologique potentiel
de foyers sauvages ne sont pas encore complétement élucidés (cf. 1.1.1.1.2.4.3.), aussi bien
pour le maintien de I’infection en certaines zones, que pour la contamination de cheptels non-
infectés.

Dans les zones ou I’¢levage est dense, et ou des foyers de paratuberculose sont
présents, il convient donc, dans la mesure du possible, de limiter les contacts avec la faune
sauvage, bien que cette mesure soit le plus souvent illusoire.

111.4.2.3.1.6. Séparation des espéces sensibles

Tout contact entre especes sensibles (donc principalement les ovins et les caprins) doit
étre proscrit, que ce contact soit direct ou indirect (via I’eau, 1’alimentation ou les déjections).

De méme, le mélange de bovins d’origines différentes et non controlées doit étre
proscrit (par contact direct ou indirect).

111.4.2.3.1.7. Abreuvement

L’eau de boisson, qui peut étre contaminante, doit avoir une origine sans équivoque,
en particulier pour les jeunes animaux. L’utilisation de 1’eau du réseau reste la meilleure
garantie, si I’on prend bien évidemment soin de maintenir les réceptacles (abreuvoirs, tonnes a
eau) exempts de souillures fécales.

Dans les mares et les rivieres a faible débit, les bacilles se trouvent principalement
dans la phase limon/sédiments (cf. 1.2.4.2.), avec une persistance supérieure a 12 mois (une
persistance de 18 mois est décrite dans 1I’eau d’un bassin artificiellement contaminée, ainsi
qu’une durée extréme de 841 jours dans le microcosme de 1’eau d’un lac).

Rappelons en effet que les persistances les plus longues furent mises en évidence en
milieu liquide, ou I’amplitude des variations thermiques est plus limitée.

Ainsi, afin d’éviter le piétinement des animaux qui provoque la mise en suspension
des sédiments, et des pathogénes qu’ils contiennent, il est conseillé de cloturer les points
d’eau, et de mettre de 1’eau a disposition dans des abreuvoirs.

Cette mesure est particuliérement pertinente si d’autres animaux sont présents en
amont du point d’acces (dans les zones d’élevage notamment), ou si des troupeaux infectés
ont fréquenté I’endroit dans les 12 derniers mois.
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111.4.2.3.1.8. Equilibre alimentaire et parasitisme

Une bonne gestion des apports alimentaires de 1’ensemble des catégories d’animaux et
un controle parasitaire adéquat, notamment vis-a-vis de la fasciolose et de la
paramphistomose (cf. 1.2.4.4.1.), sont autant de facteurs qui influencent positivement
I’évolution de la maladie chez les bovins contaminés ; ils permettent de diminuer 1’expression
clinique de la maladie.

111.4.2.3.1.9. Reproduction

Rappelons (cf. 1.2.3.2.1.) qu’a plusieurs reprises des cellules de Map ont été détectées
dans le sperme, de méme que dans le tissu testiculaire, en présence ou non d’excrétion fécale.

Bien que la majorité des auteurs pensent que la dose infectieuse (de méme que la voie
de contamination) est insuffisante pour infecter la femelle saillie ou inséminée, le risque de
transmission par voie sexuelle existe.

I1 est donc conseillé :
- d’¢liminer au plus tot un taureau séropositif ou excréteur (et si sa réforme ne peut-&tre
immédiate, le réserver au mieux aux vaches agées (trés peu sensibles), ou positives.
- ne pas mettre de taureau « suppos¢ sain » sur des vaches connues excrétrices, ou
séropositives.

Concernant la transplantation embryonnaire (cf.1.2.3.2.2.3.), aucun cas de transmission
de la paratuberculose n’a été rapporté jusqu’a présent, que ce soit chez les receveuses ou les
veaux nés a partir d’embryons.

Il semble trés peu probable que Map puisse étre transmis par le biais de la

transplantation embryonnaire, a condition que les embryons soient nettoyés selon les
recommandations de la Société Internationale du Transfert d’Embryon.

Dans la mesure du possible, les fermes fortement infectées ne doivent pas pratiquer
I’auto-renouvellement (ou du moins le minimiser), mais réaliser des achats dans des
troupeaux supposes sains (intérét de 1’existence d’une certification), d’animaux agés de plus
de 12 mois.

111.4.2.3.2. Particularités applicables a I’élevage allaitant

Les particularités des mesures, selon que le I’atelier de production infecté est de type
allaitant ou laitier, concernent principalement la conduite de 1’¢levage des veaux.

En élevage allaitant, la marge de manceuvre concernant la conduite des veaux est
étroite par rapport a 1’¢levage laitier. Il est impossible de séparer complétement les couples
mere-veau. Il convient donc de veiller & une bonne hygiéne quotidienne des locaux d’élevage
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L’¢levage de type allaitant est ainsi considéré comme un facteur de risque majeur de la
paratuberculose (cf. 1.2.3.3.)

Les mesures préventives devront étre appliquées de maniére d’autant plus stricte que
les génisses (ou taurillons) sont destinés au renouvellement. Bien que ces mesures soient
moins essentielles sur les veaux destinés a étre abattus vers 1’age de 8-10 mois, il est
recommandé d’appliquer les mesures préconisées a I’ensemble des veaux.

Dans de nombreux élevages allaitants, les veaux étant laissés en stabulation libre dans
un box avec leur mére (qui doit impérativement étre différent du local/box de vélage) durant
la premicre semaine de vie, il convient de maintenir une hygiéne parfaite de ces locaux, grace
a un paillage quotidien et abondant (a hauteur de 1 kg/m?).

Pour limiter la contamination fécale de 1’environnement des veaux, ’attache (a une
distance suffisante des méres) ou la séparation dans une case a part sont conseillés. L’attache
a I’arriere des meres est impérativement a proscrire (contamination fécale trop importante).

En dehors du moment de la tétée, il est possible de mettre les veaux en case collective
(avec respect des classes d’age), afin de limiter le contact avec les animaux adultes
possiblement excréteurs.

Afin de minimiser le risque de transmission de la paratuberculose par contamination
fécale lors de la tétée, il est indiqué de nettoyer les trayons souillés avant le passage des
jeunes (voire de tirer les premiers jets de colostrum ou de lait, dont la teneur en germes est
plus grande).

I1 faut éviter que les veaux tétent plusieurs meres (cette pratique augmentant le risque
que des veaux se contaminent par du lait contenant des mycobactéries).
Map est excrété a la fois dans le lait et dans le colostrum (selon les estimations, chez 35% des
vaches avec une paratuberculose clinique et chez 3 a 10% des vaches infectées
asymptomatiques).

Les veaux ne doivent consommer que le colostrum ou le lait de leur mere. 11 ne faut
pas mélanger le colostrum ou le lait de plusieurs vaches.

Si une mere est excrétrice (transmission pseudo-verticale via le lait/colostrum), dans la
mesure du possible, il est indiqué de faire téter le veau a une mere négative, ou dans le
meilleur des cas (si le souhait est de conserver cet animal pour le renouvellement), de lui faire
boire un colostrum de synthéese, puis du lait artificiel.

De méme, si une vache de race laitiere est présente dans I’exploitation en complément

de l’alimentation par les meres, son statut devra étre connu et attentivement controlé
(sérologie annuelle couplée a une coproculture tous les 6 a 12 mois).

111.4.2.3.3. Particularités applicables a I’élevage laitier

D’aprés une étude de Collins et Morgan réalisée en ¢élevage laitier, si la
paratuberculose entraine une diminution de la production laitiere de 6% au moins, il devient
rentable de mettre en place un dépistage annuel avec une prophylaxie sanitaire, a condition
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que la prévalence avant la réalisation des tests soit supérieure a 6%, a 1’aide d’un test dont la
spécificité est au moins de 98% et la sensibilité supérieure a 50 % (Collins. M.T. et al. 1991).

Par rapport a I’¢levage allaitant, la séparation des couples meére-veau, ainsi que la
séparation des différentes classes d’age, est plus facile a réaliser ; c’est un facteur important
dont il doit étre tenu compte.

Dans un élevage laitier infecté par la paratuberculose, les veaux devront étre séparés
des meres immédiatement apres la naissance. Ils seront alors nourris a 1’aide d’un colostrum
de synthese, puis avec du lait artificiel.

Bien que cette mesure soit communément appliquée, il convient de ne pas utiliser le
lait de mélange non commercialisé (excédents de production, lait contenant des
résidus...) pour I’alimentation des veaux : cette pratique est d’ailleurs préjudiciable sur de
nombreux aspects (composition variable du lait, présence d’antibiotiques a faibles doses
favorable a 1’apparition de résistance bactérienne, ...). On peut, le cas échéant, réserver le lait
artificiel aux génisses de renouvellement.

Il est envisageable de pasteuriser le colostrum ou le lait a la ferme, bien que Map ait
déja été détecté dans le lait pasteurisé du commerce (cf. 1.2.5.2.1.).

La stérilisation peut se faire par un procédé de forte pression hydrostatique a
température ambiante (idéale, pourrait se réaliser sur du lait de tank réfrigéré en conservant
ses qualités nutritionnelles et organoleptiques, voire sur du colostrum en préservant le
transfert immunitiare) ou par la pasteurisation (également applicable au colostrum,
cf.l.2.5.2.1.2.3.).

La zone accueillant les veaux de moins de lan, durant la période de plus forte
sensibilité¢ vis-a-vis Map, devra étre totalement séparée des zones abritant les adultes (au
mieux il s’agira d’un batiment sépar¢), pour éviter les contaminations croisées.

Dans le méme sens, le matériel d’élevage, les vétements et les bottes de 1’éleveur
devront étre spécifiques et réservés a ces locaux.

Une attention particuliére devra €tre portée sur la préparation et la distribution des

repas : il convient de les préparer dans de bonnes conditions hygiéniques, et toujours en
dehors du batiment qui abrite les adultes.

111.4.2.3.4. Gestion des mouvements d’animaux

Pour prévenir I’émergence de nouveaux foyers de paratuberculose, des mesures de
biosécurité, selon le mode du volontariat ou de fagon obligatoire, seront aplliquées afin de
prévenir les mouvements d’animaux depuis les cheptels infectés (ou de statut inconnu) vers
les cheptels indemnes, ou sans positivité connue.

111.4.2.3.4.1. Précautions lors de I’introduction d’animaux

Rappelons ici qu’il est impossible de certifier 1’absence d’infection par Map chez un
animal lorsqu’il provient d’un troupeau infecté, ou dont le statut n’est pas connu.
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De ce fait, la qualification d’un animal doit étre basée sur le statut sanitaire du cheptel
d’origine ou de celui ou I’animal est né.

D’autre part, I’absence d’infection au sein d’un troupeau doit étre évaluée sur la base
de plusieurs tests annuels ou pluri-annuels, tous négatifs, sur la totalité¢ des animaux adultes
du troupeau. En outre, ce troupeau doit étre fermé ou respecter un certain nombre de régles a
pour prévenir I’introduction de Map.

Ces quelques régles sont rappelés dans le Voluntary Bovine Johne's Disease Control
Programm (Royaume-Uni).

A cause des contraintes liées a la quarantaine, et méme si la culture fécale est la
méthode probablement la plus sensible, elle n’est pas applicable pour vérifier le statut d’un
animal avant I’introduction dans un troupeau, un résultat négatif définitif étant obtenu au bout
de 16 semaines au maximum.

Lors de I’achat d’un reproducteur, d’un animal agé de plus de 1 an, il est nécessaire de
contrdler ’animal a son arrivée dans le nouveau cheptel ; le stress provoqué par le transport,
et le changement des conditions d’élevage peut suffire a provoquer 1’excrétion, chez un
animal adulte qui n’avait pas excrété de bacilles jusque la.

Les méthodes que nous préconiserons sont le dépistage direct de 1’excrétion par PCR
(méthode dont la sensibilité et la spécificité sont proches de celles de la coproculture, mais
dont le délai d’obtention des résultats est compatible avec les contraintes d’une introduction)

Son colt étant cependant supérieur, cette détection peut n’étre envisagée que dans des
¢levages ou la sécurité de I’achat doit étre maximale (cas des élevages sélectionneurs par
exemple).

Alternativement le dépistage sérologique, bien que moins sensible (sensibilité
inférieure a 30 % chez les asymptomatiques, en fonction des tests (cf. 11.3.4.1.2.)), peut
¢galement étre utilisé.

Dans la possibilit¢ ou la méthode sérologique combinatoire (cf. 111.4.2.1.1.) serait
mieux validée, celle-ci pourrait avantageusement remplacer la sérologie simple, sans atteindre
le cofit financier d’une PCR.

Dans tous les cas, I’introduction de taureaux ou de génisses de moins de deux ans doit
étre réalisée en prenant les garanties citées plus haut.

Si un schéma de certification se mettait en place en France, les achats d’animaux ne
devraient se réaliser que dans des €levages a niveau de sécurité équivalent ou supérieur.

Par exemple, dans le schéma de certification allemand, pour rendre ces mesures
obligatoires, si un animal issu d’un cheptel de classification inférieure reste moins de 7 jours
dans un élevage, il n’y a pas de sanction ; au deld, 1’exploitation qui regoit adopte le méme
niveau de certification que 1’¢levage d’origine, quel que soit son niveau au moment de 1’achat.

Néanmoins, pour appliquer ces mesures, le nombre d’¢élevages certifiés doit Etre
suffisamment grand pour satisfaire le marché des bovins de renouvellement.
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[11.4.2.3.4.2. Vente d’animaux

Bien évidemment, il faut impérativement éviter toutes les mesures qui deviendraient
trop contraignantes lors de la vente de bovins pour les cheptels qui s’inscriraient dans un plan
de lutte ; en effet, cette mesure aurait pour conséquence une sous-déclaration des foyers de
paratuberculose clinique.

Néanmoins, rappelons que la vente de reproducteurs est la principale cause
d’infection entre élevages pour la paratuberculose ; il parait donc impératif de déconseiller a
I’¢leveur la vente des animaux suivants pour 1’¢levage :

- Les bovins nés dans les 12 mois avant et apres 1’épisode clinique

- les bovins dont la culture est positive, ou séropositifs

- le dernier veau né d’une vache que I’on sait infectée, grace a 1’'un des
tests (voire les 2 derniers veaux lors de paratuberculose clinique).

Dans cette optique, la signature d’un plan de maitrise entre 1’éleveur et le Groupement
de Défense Sanitaire (notamment dans le cadre du programme national pour la maitrise de la
paratuberculose en élevage bovin cliniquement infecté), dans lequel de telles restrictions de
vente sont incluses, constitue un point favorable.
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CONCLUSION

La paratuberculose des ruminants, est présente sur 1’ensemble des continents, et
constitue une pathologie chronique, difficile a dépister et a contrdler ; ceci est notamment 1i¢
aux caractéristiques épidémiologiques de 1’agent pathogéne responsable, Mycobacterium
avium spp. paratuberculosis.

Considéré comme un agent pathogéne parasite obligatoire des vertébrés supérieurs,
Map posseéde cependant une trés grande capacité a persister dans 1I’environnement (supérieure
a un an dans certaines conditions), tant dans les maticres organiques, que dans le sol et dans
I’eau.

Sa persistance est la conséquence d’une résistance marquée, vis a vis des facteurs

physiques comme la température, mais également de certains agents chimiques.

Les infections par Map, connues chez pratiquement toutes les espéces de ruminants,
qu’elles soient sauvages ou domestiques, ont maintenant ét¢ identifiées chez des especes
animales monogastriques, comme les lagomorphes ; ces espéces pourraient donc jouer un role
dans le maintien et la propagation de la paratuberculose parmi les troupeaux de ruminants
domestiques, que ce soit les bovins ou les petits ruminants.

L’identification des espeéces sensibles, ainsi que 1’évaluation de leur rdle
épidémiologique, a un intérét certain concernant la lutte contre paratuberculose.

En outre, 1’agent de la paratuberculose est peut-étre impliqué dans la maladie de
Crohn, inflammation digestive chronique chez I’homme. Alors que les données disponibles ne
sont pas suffisantes pour le prouver, ou bien le sujet de nombreuses controverses, cette
possibilité renforce d’autant plus la nécessit¢ du controle de la paratuberculose chez les
ruminants. De ce fait, la paratuberculose pourrait avoir un enjeu économique et sanitaire
majeur dans les prochaines années.

La connaissance, dans le but de maitriser cette maladie, de 1’épidémiologie analytique
(en terme de nature des sources de contamination, de réceptivité des espeéces sensibles, et du
mode et des voies de contamination) doit ainsi étre la plus précise possible.

La maitrise sanitaire permettra, en partie, de compenser le manques de sensibilité, et

de spécificité¢ des méthodes de détection actuellement disponibles.
Parmi les techniques utilisées pour le diagnostic ou le dépistage du vivant de I’animal,

I’isolement en culture (méthode de référence), la PCR et la sérologie par ELISA sont les plus
appropriées, et les plus utilisées.
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Le but de ce travail, était de recencer les informations sur I’épidémiologie de la
paratuberculose qui étaient disponibles en France et dans les diverses régions du monde, dans
le but d’évaluer la faisabilité¢ de la certification des élevages de bovins, comme c’est déja le
cas dans plusieurs pays. Nous avons formulé des propositions pour permettre une efficacité
optimale des plans de lutte applicables dans le cadre de I’¢levage bovin en France.

Apres analyse des caractéristiques des tests disponibles, dans le contexte
épidémiologique de la maladie, ces plans de lutte sont divers et doivent étre adaptés en
fonction du type d’¢levage et selon la prévalence initiale de la maladie au sein du cheptel.

Il existe a ce jour peu de mesures alternatives a la réforme précoce ; notamment
I’utilisation de traitements antibiotiques, de mycophages, semble peu réaliste a I’heure
actuelle.

La vaccination contre la paratuberculose, qui est interdite en France depuis octobre
2001, pourrait permettre, selon I’expérience passée et les observations réalisées a 1’étranger,
d’accélérer 1’assainissement sous certaines conditions précises. Toutefois, I'utilisation d’un

vaccin ne semble pas d’actualité.

Enfin, bien que les aspects économiques n’ai pas été analysés dans le détail dans notre
travail, il est probable, dans le contexte actuel de la sécurité sanitaire, qu'un schéma de
certification des cheptels vis-a-vis de la paratuberculose, basé initialement sur le volontariat,
finira par se mettre en place a plus ou moins court terme en France, comme cela est déja le cas
dans d’autres pays.

Un tel schéma, dont nous avons ici présenté un projet, bénéficierait beaucoup de
I’amélioration des techniques de dépistage. En outre, il permettrait de répondre de maniére
adéquate aux exigences de sécurité sanitaire des productions animales, et se positionnerait
comme un outil majeur dans les plans de lutte contre la paratuberculose clinique, en facilitant
le remplacement des animaux réformés dans les élevages en cours d’assainissement, ainsi que

I’achat des reproducteurs.
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ANNEXES:

Annexe 1: Tableau récapitulatif destemps de survie constatés pour Map, souche Bovine, dans différents
substrats naturels exposés a des conditionsimitant un environnement naturel, ou dans différents modéles
delaboratoire

Estimated starting

Substrate Source of bacilli wnclr‘l uglrrl'o. of Temp (“C); light Duration of survival Reference
aci
In dip fluids, slurry, feces, and urine
Amitraz cattle dip fluid (pH 12.4) Naturally infected feces Uncertain 22 =2, <3 wk 13
Anacrobic bovine slurry (mixture Cultured bacilli 10%g 5 =252, <287 days 20
of feces, urine, straw, and water)
Anacrobic bovine slurry Cultured bacilli 10%g 15 =08, <112 days 20
Anaerobic bovine slurry Cultured bacilli 10%g 35 =21, <28 days 29
Anacrobic bovine slurry Cultured bacilli 10%g 33-55 <1 day 29
Bovine feces and strains Naturally infected feces, Uncertain Not recorded =5 mo 35
containing orange-
pigmented strain®
Bovine feces Cultured bacilli Uneertain Uncertain 11 mo 38
Bovine feces (liquid) in open bowl Naturally infected feces Uncertain Ambient, =3 to 23; exposed =246, <284 days 26
Bovine feces in open bowl Naturally infected feces Uncertain Ambient, =2 to 23; exposed =208, <236 days 26
Bovine feces in open bowl Naturally infected feces Uncertain Ambient, =2 to 23; exposed <35 mo 26
Caprine feces in open bowl Naturally infected feces Uncertain Ambient, =2 to 23; exposed =67 days 26
Bovine urine Cultured bacilli Uncertain Uncertain 7 days 38
Bovine urine Cultured bacilli 107%/ml 38; dark <30 days 25
Bovine urine and feces Cultured bacilli 10%ml 38; dark <30 days 25
In water
Tap water (pH 7) Cultured bacilli 10%ml 38; dark =17, <19 mo 25
Tap water (pH S or 8.5) Cultured bacilli 10%ml 38; dark =14, <17 mo 25
Distilled water, sterile (pH 6.4— Cultured hacilli 10%/ml Ambicent, 9 to 26 =9, <13 mo 26
6.8), in sealed bottle
Tap water, sterile (pH 7.1-8.0), in Cultured bacilli 10%/ml Ambient, 9 to 26 =9, <13 mo 26
sealed bottle
Pond water plus mud, sterile (pH Cultured bacilli 10%/ml Ambient, 9 to 26 =9, <13 mo 26
5.3-5.9), in sealed bottle
River water in bottle Bovine intestinal Uncertain Ambient, January to May in =113, <141 days ]
scrapings London (United
Kingdom); shade
River water in open howl Bovine intestinal Uncertain Ambient, =7 to 18; shade =135, <163 days 26
scrapings
River water in open howl Bovine intestinal Uncertain Ambient, =7 to 18; sun =163, <218 days 26
scrapings
Distilled water Cultured bacilli 10%ml Uncertain 455 days; D value: 9
69 1o 92 days
In laboratory models
Silage model (pH 4.4) Cultured bacilli Spotted on paper 30w 37 <14 days 22
Silage model NHy =1% Cultured bacilli Spotted on paper 37 <14 days i)
Saline Cultured bacilli 10%ml 38; dark =17, <19 mo 25
Desiccated culture Cultured bacilli 10" 38; dark =17 mo 5
Desiccated culture Cultured bacilli ot 38; dark >47 mo 25
Desiccated culture Cultured bacilli IR —14 for 5 mo, then 4 for 5 Viable 25
mo, then 38 for 8 mo
Desiceated culture Cultured bacilli 10 —14 for 12 mo, then 4 for 5 Viable 25
mao
Desiceated culture Cultured bacilli 100 Up to 44 >65, <100 h 25
Bovine feces Naturally infected feces 1g =70 =15 wk 34
Bovine feces Naturally infected feces >10%g =70 =15 wk L]
Bovine feces Naturally infected feces =10%g =70 <15 wk 33

“ Based on authors’ raw data (colony count) or, if no other data given, assuming | mg (wet weight) of bacilli = 107 organisms and 1 mg (dry weight) of bacilli = 10*
OTZANISMS.
Strain type uncertain.
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Annexe 2: Publications utilisant un modéle bovin pour étudier I'infection a Map.

‘panodar jou = YN i

‘pavfuLIRap ou =N ,

"350P MO = T 1250 WRIPIN = I 1350p YT = H ¥ 1= Al [=S11 ydona3| 1 passoId = JID !5 UONEXY JWIWIdWon = 1) 459 uoIsnijipounusat 133 1efe = qQIDY
=10 +T1T +20ANL
“+heNdT - VSITE asop 1 wweinw gda8y ‘g6961
ON ‘=153 uy§ £ & 5/¢ syuom § o) siep PR R ureng ‘(-3 ureng uonafur wnajg Sfeam ¢ (LOOT) 'T® 1 Ay
ON  —WSIT3 “Hisa unjg JdN oON AN shup gi8 $350p (0] 'g01 % 1 86961 ureng 1210 sxaa (=T ('90007) ‘B 19 S[33ss0y
(32ppays sy (ofprs ur
ON +VSITH “+h-NAL os N «ON shup ¢9 saop 6 '3 o7 §309] A0J [RIMID) $303]) T8I0 Puowr [ (9007) & 13 B0
901 g01 X §°1-7 (EES00L DOIV)
ON AN 90N S0H 90T 'O/ 'B/E-H  90-T "% '8irH sAep ‘01 X S 01 % &H AAr[0SL [BAUND (A1) [r10 SAEp ZZ-1T  (9002) "2 13 Kaudamg
(E£500L DOLV)
oN =N 910 99 9790 SKEp s950p T 0,01 % 6T QUEes] [eXMLD () =20 sfep (-7 (9007) T 12 foUoamg
uosIq—9g/z7 (uostq puw sutAog)
ON —VSITH ‘“Hh-NAT  'IIUPd—gy|  UOSIG—0/g ‘IURI—G/S UOSIG—O/] "URI—Y/]) Syluow 9 §350p § ' (01 % | AAm(oss rAUNT (aqm ouased) a0 Syuow ¢ (E0OT} 1" 19 [3q7IS
ON  +1531 UG ‘ANl ST Ul braii] skep g 0> 86961 uiBng I8 b R 4 (S00Z) & 12 sunwig
oN —VSITE "+l #ON UId-ET N Stpuow 9 $2380P L 00 % 1 N 0 skep Z-1 (P00Z) 1@ 12 o0y
oN ~VSITA “+A-NAT SN SL/st 10 skep 6p sasop T 01 % 1 AlRqos! @AWY () 0 shep g7 (£00T) e 12 euUOZ()
oN +YSITH “+h-NAL £/ £/E (1 skep Oze  Sfeam p x | FUIES N 01-N ureng SiI opeam T (£00T) 'Fe 19 Sragepm
SUAOG—p /) sulaeq—T JEj0s] AUWAGG
oN #ON  "WQRI—§/S SUINOG—P/E NqqEI—F/L ‘nqqur—g/f SYIOOW g Yaam K | SISOP € 01 X | pue uqqey =0 Rl (100T) 18 12 pmag
OoN +VSITH i bt t/p  symow /7 o1 dn sas0p g In 1am 80 QAR|OST (BT (3qns awnses) r1g squow 7 (6661) ‘¢ 19 prUCgdH
+h-Ndl ‘-VSI1d
oON AT /T i vz sqmuow £z o) dy $350P £ Im 1am B 7 SIE0S] [RITUTID (aqy omses) [r1p SUOW 7 (6661) 'T¢ 12 prEUSap
s(iuow |1 0 SAED ()] J3A0 S35OP aAsSY woly
oN ~¥SI1d N 144 ON dn arqeump 01 “imom Bw g =ejost wod [eorum) () eI1Q SXIM § (0661) preedaveg
uzamIag SARP g i -
oN SN N N «ON skep 00F shep ¢ % 701 % | 688S ureng %0 sfep L1 (6861) ¢ 12 1k8eyzg
sdurdrios [esoonw
oN S +aIov zin N «ON M 0F  SYeam ] % 350p [ Fpg  wa) awfost [EIUTD MO saaEd YN (6861) e 13 eddeuysry
dVIN Jo
oN <IN N LT £2/8 sqiuow g O % 1 S3TL|OSE STOUEA Al spEamp (pB6I) 18 1P [AOYL
ON +EN UNS 8 8/L /8 syuuow ¢ 1 jam Fw 01 aEqosT [EITUT) () [e3p siep 9] (£461) T® 13 udsr]
sax +159) URy§ SLINT SLINE sLire sieak g o) ) N $mo3 patoagut Afpraney [Ramien) g quow [ (RL6]) 'I® 12 uass]
sa% +14D ov/oF (AN ofrsl squow wn 1am 3w gpf areosy [EuD AL Aam | (5061) pemig
250] U UOTIIRJUI JO 350 PUR UONIIJUT JO squuow ¢ 0) Y32 () % 80D |
oN +1531 URY§ LN pouad [im pasearou]  pouad gitm paseassul dn apqeuEs 0T 1500 % 1 R[OS [eNUID (2qm) =30 sy2em £ (S961) “[® W Imown
MO [T SM0D Ly amsodys
'SIAEI OIS —LAD HISAIUDS  '$AA[ED g9 SMOD [ff  SMOD [/] 'S3A[ED 979 sieak ¢ umowyu[] are[ost [euD |es0-[833 S|qeuEs (2961) unpuey
uonazjut Jo pousd SYIoW g 0} ' {11Em Jo sieak € 10 (qei961)
oN N LN 580D §/] 'S3A[ED 879 Yiim paseasdu| dn aqeimA, 1 jam S ooz Ar(0s] [eATUITD ¥nm) I syiuow ¢ urjuey pue suked
uonaagui Jo potsad styuow 1 o) qer96n)
oN oON <N JAquLReA Yiim paseuou] dn argeures w19m Fw g 2E{OST e[S () 10 stqpuour £ upjuey pue Jufed
aunsodxa
6iF SON 618 6/6 616 steak § UMOUNULY awost EHULD [RI0-[3534 SYIuowW 9 'f { (>qrey96)) uryuey
(sam)[maqns jgdia)
S0 <IN S0 4] St smak ¢ w jam Bw oo R[OS} (BT AL sieaf ¢ (3qE1961) upjuwy
(samurnaqns 1y31e) -
9 «IN 99 99 S smal ¢ . Jem Fur ot SE[Os] [RNUITD Al Quow | (8561 ) woyprey
ASNISIP
L=llle] asuodsal W] UM[AD B39 A0 Inssi], Afojoyedosiyy .
sjtawanseaw pruantuadyg  Aprus jo yidua (s}asogq dVIN 1o ureng uouIARUL Jo @noy swmnm jo 8y 20Uy

136



Annexe 3: Publications utilisant un modéle ovin pour étudier I'infection a Map.
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Annexe 4 : Publications utilisant un modéle caprin pour étudier I'infection a Map.
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Annexe 5: Publications utilisant un modéle de ruminant sauvage pour étudier I'infection a Map.
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