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Introduction

La Paratuberculose (PTB) ou maladie de Johne, ainsi nommé en hommage au bactériologiste
qui a décrit la maladie pour la premiere fois en 1895, est une affection bactérienne contagieuse
touchant principalement les ruminants domestiques et sauvages bien qu’elle puisse affecter d’autres
especes de maniere occasionnelle (Beard et al., 2001). Elle est due a une a une bactérie de la famille
des mycobactriaceae : Mycobacterium avium subsp paratuberculosis (Map) ou bacille de Johne. Cette
maladie est présente mondialement dans les troupeaux bovins mais a I'heure actuelle, il est difficile
de connaitre la prévalence de la maladie a cause de la faible fiabilité des tests disponibles et a 'absence
de gold standard satisfaisant.

Dans I'espéce bovine, la contamination se fait principalement chez les jeunes veaux avant I'age
de 1 ans (Lombard, 2011). La voie principale de diffusion de la maladie est la voie oro-fécale mais les
animaux peuvent se contaminer par le lait, le colostrum, in-utero et de maniére anecdotique par voie
aérienne (Fecteau, 2018). Cependant la maladie ne se déclare que chez les adultes car il existe une
longue période d’incubation qui dure ne moyenne 2 ans. La majorité des animaux atteints le sont de
maniére asymptomatique mais ils représentent une source de contamination importante puisqu’ils
excrétent la bactérie dans I'environnement via leurs feces. Il apparait alors essentiel de détecter ces
animaux de maniére a diminuer la contamination de I’environnement. A la faveur d’un stress tel que
le vélage, le bovin peut déclencher une forme clinique de PTB, elle se caractérise par une diarrhée
chronique incoercible non hyperthermisante associée a une cachexie extréme malgré un appétit
conservé. La phase clinique évolue irrémédiablement vers la mort de I'animal.

A l’échelle du troupeau la PTB évolue de maniére enzootique et est trés impactante sur le plan
économique, avec des pertes dues a la mortalité des animaux d’une part, des difficultés pour I'échange
et I’achat d’animaux d’autre part mais aussi a cause de la baisse de production. En effet, il a été montré
gue dans des troupeaux infectés il existe une baisse de la production laitiére. Dans une étude de 2007
réalisées en Bretagne, les auteurs estiment que la baisse de production varie de 2,1 a 6,2 kg/j selon le
statut de I'animal infecté (Beaudeau, 2007). La maladie est donc importante a contrdler.

Au-dela de ces considérations de contagiosité et économique, ces derniéres années différentes
études ont posé la question d’un potentiel pouvoir zoonotique de Map (Kuenstner et al., 2017). Bien
gu’encore trés controversé, les auteurs évoquent I'implication de la bactérie comme un des agents
causaux de la maladie de Crohn. Si cette théorie venait a se confirmer, I'impact de la maladie pourrait
augmenter puisqu’a ce jour le lait et la viande des animaux paratuberculeux peuvent étre utilisés dans
I'alimentation humaine, et que le bacille est tres résistant dans le milieu extérieur.

Il est donc important de mettre en place des plans de lutte contre la PTB. La maladie étant
incurable avec la pharmacopée disponible a I'heure actuelle, les méthodes de gestion sont basées sur
des mesures sanitaires. Dans le monde différents plans de lutte ont été mis en place a différentes
échelles pour controler la paratuberculose. Ces plans ont pour but de limiter I'introduction et la
diffusion de la bactérie dans les élevages. En effet, les tests disponibles actuellement ne sont pas assez
fiables pour pouvoir éradiquer la maladie. Parmi les mesures mises en place dans le monde, un certain
nombre d’actions repose sur la détection et I’élimination des animaux excréteurs qui est un axe
essentiel de la lutte contre la PTB (Lu et al., 2008). En France, la maladie n’étant pas sur la liste des
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dangers sanitaires de premiére catégorie, il n’y a pas de plans de lutte national organisé par |'état. La
gestion de la maladie se fait donc sur la base de plans volontaires et sont organisés a |'échelle
départementale ou régionale par les groupements de défense sanitaire (GDS). En Bretagne, le GDS a
mis en place un nouveau plan de lutte en 2013 pour tenter de maitriser la paratuberculose et ses
conséquences dans les troupeaux infectés. Ce plan consiste a limiter la contamination des jeunes par
des mesures prophylactiques et d’hygiene et a détecter et réformer les excréteurs de maniere précoce
pour limiter la pression d’infection dans I’environnement.

C'est dans ce contexte, que cette étude a été réalisée avec pour objectif d’évaluer la valeur
informative de la PCR réalisée sur les jeunes animaux dans le cadre du plan de maitrise breton de Ia
PTB et ensuite de déterminer si ce résultat PCR est prédictif d’'une éventuelle excrétion des animaux
apres le premier vélage. Ces résultats permettront de déterminer si le résultat PCR correspond a de
vrais infectés ou juste des individus transitoirement excréteurs ou excréteurs passifs. Enfin nous
étudierons I'impact de différents facteurs pouvant influencer les résultats de ces analyses.
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Partie 1 : Revue bibliographique

1.1 LUexcrétion fécale de Map

Le but de cette partie est de décrire I'excrétion fécale de Map par les bovins. Pour cela, nous
décrirons I’age a partir duquel on peut détecter une excrétion fécale de la bactérie avant d’étudier les
différents profils face a I'infection et la cinétique d’excrétion dans le temps. Pour finir nous décrirons
les différents profils a I'intérieur des troupeaux.

1.1.1 Age d’occurrence de I'excrétion fécale

Il est communément admis que la voie principale de transmission de la paratuberculose est la
voie oro-fécale faisant donc des féces les principales matiéres virulentes. Il convient donc, dans le but
de contréler cette voie de transmission d’en connaitre les mécanismes. Une des premieres questions
qui se pose alors est I'age a partir duquel les bovins sont capables d’excréter Map dans leur
environnement. En effet, si 'on sait que la paratuberculose clinique ne se déclenche trés rarement
avant I’dge de deux ans (Joly, 2009) I’excrétion dans le pré-troupeau n’est que peu décrite.

Plusieurs études ont démontré que I’excrétion chez les jeunes animaux (i.e avant I’age de 2
ans) était possible. Dans une étude de 2007, Von Roermund et al. ont étudié la capacité des veaux a
transmettre la paratuberculose via leur féces. Pour ce faire, ils ont mis en contact des veaux sains avec
des vaches paratuberculeuses pendant 3 mois. Ces veaux ont ensuite été mis en contact avec d’autres
veaux naifs pendant 3 mois aussi. Ensuite tous les veaux ont été élevés jusqu’a leurs 4 ans. Durant les
deux premiéres périodes des cultures fécales ont été réalisées toutes les 2 semaines puis tous les deux
mois durant la période 3. Les résultats ont montré que les veaux excrétent la bactérie dans leurs féces
durant les 3 périodes soit dés le plus jeune age. lls observent une premiére phase d’excrétion suivie
d’une phase sans excrétion avant que celle-ci ne reprenne. Cependant, ces résultats sont a nuancer
puisqu’ils ont été obtenus dans des conditions expérimentales qui ne refletent pas forcément les
conditions de terrain. C'est notamment vrai pour les élevages laitiers puisqu’ici les veaux sont laissés
pendant 3 mois avec les adultes lors de la premiere phase (van Roermund, 2007).

D’autres auteurs ont eux aussi montré I'existence de cette phase d’excrétion précoce avant les
2 ans de I'animal. Ces études ont aussi étudié les facteurs influengant cette excrétion précoce et il en
ressort que la prévalence apparente du troupeau adulte est un facteur majeur (Grooms, 2011; Weber,
2010). En effet, la premiére étude conduite sur 1200 animaux montre qu’une prévalence apparente
supérieure a 10% est un facteur de risque significatif d’avoir une plus forte proportion d’animaux
excréteurs avant I’dge de 2 ans avec un odd ratio de 4,73. La deuxieme étude a étudié la proportion
d’animaux excréteurs de moins de 2 ans. lls ont montré que cette proportion est positivement corrélée
a la prévalence dans le troupeau, comme on peut le voir dans la figure suivante.
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Figure 1 : prévalence d'animaux excréteurs de moins de deux ans en fonction de la prévalence apparente sérologique dans le
troupeau d'aprés Webber 2010
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Etant donné qu’une excrétion de la bactérie est possible pour les animaux jeunes (de moins de 2
ans), il peut donc étre intéressant de détecter ces animaux dans les troupeaux afin de les
réformer et ainsi de diminuer la pression d’infection dans I’environnement.

1.1.2 Statuts vis-a-vis de I'excrétion

Dans la littérature on retrouve différentes classifications des bovins en fonction de leurs statuts
vis-a-vis de la paratuberculose. En 2008 Nielsen et Toft proposent le classement suivant qui est
largement repris :

- Bovin affecté: Ce sont les animaux qui présentent des signes cliniques (diarrhée
persistante ou non, amaigrissement chronique ou baisse de la production laitiére). Ces
bovins peuvent étre diagnostiqués, par des tests directs (histologie, culture fécale ou PCR
féces)

- Bovin infectieux : Ce sont des animaux qui excretent Map dans leurs féces au moment du
test et qui présentent donc un risque de contagion pour leur cohorte. Ce groupe comprend
donc aussi les bovins affectés mais aussi les bovins excréteurs passifs. Ces derniers sont
définis comme des animaux qui ont ingéré des bactéries dans un environnement chargé
en Map et qui I'excrétent sans avoir été infectés, ces animaux peuvent donc étre
considérés comme des infectieux transitoires (Nielsen & Toft, 2008).

- Bovin infecté : Ce sont des animaux qui sont porteurs de Map en position intracellulaire.
Chez ces bovins le pathogéne peut se développer ou étre en latence. Une fois infecté,
I’animal est considéré comme tel a vie. Cette catégorie englobe les deux précédentes.

- Bovin non affecté, non infectieux ou non infecté : Ici on retrouve les animaux qui ne
rentrent pas dans les classes précédentes.

On remarque donc qu'’il existe une grande diversité de statut possible vis-a-vis de l'infection ce
qui complique sa détection. En effet, cela implique d’utiliser des tests différents suivant I'objectif que
I’on se fixe pour détecter la maladie dans un troupeau. Par exemple si I'objectif est de détecter les
animaux infectieux il est préférable d’utiliser des tests directs sur les feces qui mettent en évidence
une excrétion mais il y a alors le risque de détecter des excréteurs passifs qui ne sont pas infectés. A
I'inverse, en recherchant les animaux infectés par des méthodes immunologiques on ne détecte pas
forcément les animaux qui se de réelles sources de contagions pour le troupeau.

Dans un cheptel, il existe plusieurs profils d’animaux vis-a-vis de la paratuberculose. Le choix des
outils de diagnostiques mis en place doit donc étre réfléchi en fonction des objectifs fixés

1.1.3 Cinétique d’excrétion dans le temps
L'excrétion fécale de Map est variable au cours du temps, dans un troupeau on peut
différencier différents statuts vis-a-vis de cette excrétion.

Dans une méta-analyse en 2012, Mitchell et al. proposent 3 stades d’excrétion dans le temps
pour les animaux atteints par la paratuberculose. Dans les analyses retenues dans leur étude,
I’excrétion fécale est détectée par culture fécale.
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- Phase d’excrétion précoce : au cours de laquelle les animaux peuvent excréter Map dans
leurs féces dans les 12 mois aprés I'exposition. Cette phase est facultative. Au cours de
leur étude, 74% des 173 veaux suivis entrent dans cette phase. De plus, ces animaux sont
plus a risque d’entrer dans la phase d’excrétion tardive plus rapidement.

- Phase de latence : au cours de cette phase les animaux n’excretent pas Map dans leurs
féces. Dans I’étude, les auteurs distinguent deux phases de latences différentes, une phase
dite rapide qui fait suite a I'excrétion précoce. Les animaux sont considérés dans cette
phase lorsque les animaux ont des CF négatives pendant 2 mois apres la phase d’excrétion
précoce. 44% des animaux ayant eu une excrétion précoce rentrent dans cette phase au
cours de I'étude. L'autre phase est dite lente et correspond aux animaux infectés qui ne
montrent pas d’excrétion précoce, c’est le cas pour 14% des veaux de |'étude.

- Phase d’excrétion tardive : elle correspond a I’excrétion fécale faisant suite a une phase de
latence. (MITCHELL, 2012)

D’autres auteurs, ont proposé de classer I'excrétions fécale dans le temps en fonction des
individus. Dans une étude longitudinale (Nielsen & Toft, 2008) 5 statuts sont définis aprés avoir suivi
pres de 2000 bovins par culture fécale a raison de 4 tests par an sur 3 ans. Il définit alors les statuts
suivants :

- Non excréteur : aucun résultat bactériologique positif

- Excréteur transitoire : au moins un résultat positif mais les 4 derniers sont négatifs

- Excréteur faible : aprés un premier résultat positif tous les suivants le sont aussi et les
résultats sont tous < 50 UFC/tube.

- Excréteur fort : méme définition que les excréteurs faibles mais avec au moins un des tests
> 50 UFC/tube

- Excréteur intermittent : au moins un résultat positif et ne rentrant pas dans les autres
catégories

Les résultats sont repris dans la figure suivante.
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Figure 2 : représentation schématique des profils d'excrétions. Chaque marque correspond a un test (+ : 1-9 UFC/tube, ++ :
10-49 UFC/tube, +++ : >50 UFC/tube) (d’apres Nielsen, 2008)

Une étude récente (Navarro-Gonzalez, 2019) classe aussi les animaux par profil d’excrétion
dans le temps mais avec une détection par PCR sur féces. L’étude a été conduite pendant plus de 2 ans
sur 22 troupeaux normands présentant une séroprévalence > 8 %. Cette étude a permis d’avoir une
estimation de la proportion d’animaux présents dans chaque catégorie a la suite de 4 tests. Les
résultats sont repris dans le tableau suivant.
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Tableau 1 : proportion des profils d'excrétion fécale de Map (n=782) (d'aprés Navarro-Gonzalez, 2019)

Profil d’excrétion Définition Proportion

Jamais excréteur Tous les résultats sont négatifs 11.6 %

Excréteur persistant Tous les résultats sont positifs 8.8%
avec un Ct< 37

Excréteur persistant Pas de résultat négatif et au 14.2 %

intermédiaire moins un résultat avec un Ct

entre 37 et 40

Excréteur transitoire Seul un résultat avec un Ct > 18.3%

40
Principalement excréteur Au moins deux prélevements 373%
consécutifs non négatifs
Excréteur intermittent Plus d’un résultat non négatif 9.6 %

mais pas de rang

Ces proportions montrent que la majorité des animaux (88,4% dans cette étude) excréte au
moins transitoirement Map dans leurs féces et donc contaminent I’environnement dans des conditions
ou la paratuberculose est installée dans les troupeaux.

La cinétique d’excrétion fécale de Map est donc complexe puisqu’elle évolue d’une part dans
le temps et d’autre part en fonction des individus. Il est a noter que dans les troupeaux
infectés, une majorité des animaux peut excréter des bactéries dans I’environnement, il est
donc important de détecter ces animaux, et précocément afin de maitriser le niveau de
contamination de I’environnement.

1.1.4 Concept de super-excrétion et d’excrétion passive

Le concept de super-excrétion est un concept commun a de nombreuses maladies
bactériennes telles que les colibacillose (Chase-Topping, 2008) ou les salmonellose (Lawley et al.,
2008). Selon cette théorie, un nombre restreint d’individu est capable de contribuer de maniére tres
importante a la charge infectieuse pouvant contaminer les individus sensibles.

Dans le cadre de la paratuberculose, les super-excréteurs ont été définis comme des individus
excrétant plus de 10 000 UFC/g de feces (Whitlock, 2005). Ces individus sont alors supposés comme
jouant un réle central dans la transmission de la paratuberculose au sein des élevages.

Cependant, une étude récente (Slater et al., 2016) a montré que le réle des super-excréteurs
dans la transmission de la maladie ne devait pas étre surestimé. Les auteurs avancent que pour une
excrétion 1000 fois supérieure, I'infectiosité n’est multipliée que par 3.

Le concept d’excrétion passive lui se définit comme la capacité de certains individus d’excréter
la bactérie dans leurs feces sans étre infecté pour autant (Kralik, 2014). Il s’agit alors d’un transit passif
suite a l'ingestion de Map. Cependant la définition reste encore floue et varie selon les études. Les
individus excréteurs passifs se définissent alors comme des individus :
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- Ayant une culture fécale positive alors que les autres tests sont négatifs (Click & Van
Kampen, 2010)

- Ayant au moins 2 CF négatives a la suite d’une positive et un test sérologique négatif
(Schukken et al., 2015)

- Ayant une excrétion faible (>21 UFC/g de féces) et transitoire ainsi qu’un test histologique
négatif (Pradhan et al., 2011).

Ces deux concepts semblent étre liés puisque la présence d’excréteurs passifs et de super-
excréteurs est concomitante dans les troupeau (Whitlock, 2000).

Les animaux super-excréteur sont donc des animaux a surveiller puisqu’ils contribuent
majoritairement a la quantité de bactérie émise dans I’environnement.

La présence d’individus excréteurs passifs rend difficile les interprétations de tests positifs puisque
le seul bas niveau d’excrétion n’est pas suffisant (Kralik, 2014)

1.2 Réponse immunitaire face a la paratuberculose

1.2.1 Rappels immunologiques vis-a-vis de l'infection

Suite a l'infection, Map cible essentiellement les macrophages ou la bactérie va pouvoir se
multiplier. Parallélement ces macrophages vont aussi servir de cellules présentatrices d’antigénes et
vont initier la réponse immunitaire.

On observe alors une réponse immunitaire a médiation cellulaire. La premiéere phase est une
réponse de type Th1 qui correspond a une maitrise de I'infection et la production d’interféron.
Ensuite cette phase décroit et c’est la réponse de type Th2 qui prend le relais. C’est au cours de cette
phase gu'’il y a activation des lymphocytes B et production d’anticorps. (Coussens, 2004)

En général cette phase correspond aussi au début de I'excrétion fécale. Cependant cette
corrélation n’est pas stricte et I'apparition d’anticorps peut précéder ou faire suite au début de
I’excrétion fécale avec des différences chez chaque animal (Douart, 2015).

27



A Infection Clinique
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Figure 3 : variation de la réponse immunitaire en fonction du temps (d'apres Douart, 2015)

La production d’anticorps est concomitante au début de I’excrétion fécale mais la corrélation
n’est pas stricte

1.2.2 Age de détection de la réaction immunitaire

La production d’anticorps étant plus ou moins concomitante a I'excrétion fécale (Fecteau,
2018) il est donc normal de s’attendre a retrouver des individus ELISA positifs avant I’dge de 2 ans. En
effet dans les études ayant un suivi paralléle de I'excrétion fécale et la production d’anticorps on
retrouve bien des animaux séropositifs parmi les jeunes animaux (Von Roermund, 2007, Navarro-
Gonzalez 2019). Dans une autre étude menée par Waters et al. en 2003 la détection de I'infection par
Map est démontrée par ELISA a partir de 4 mois mais dans I'’étude I'infection est réalisée de maniére
expérimentale (Waters et al., 2003).

Cependant la proportion d’animaux précocement positifs est faible, dans I'étude de Von
Roermund, seul 1 veau est positif en ELISA et un autre a I'interféron-y, alors que 8 veaux sont positifs
en CF.

En effet, la probabilité la plus élevée de détecter de animaux positif en ELISA est située entre
2,5 et 4,5 ans (Nielsen & Ersbgll, 2006) avec une sensibilité qui augmente avec I'dge (Nielsen & Toft,
2006)

La détection de la réaction immunitaire est possible a un jeune age.

Cependant, la capacité de détection des tests ELISA avant 2 ans est mauvaise.
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1.2.3  Profils de réaction immunitaire

A notre connaissance on ne trouve pas dans la littérature d’études étudiants les différents
profils de réactions immunitaires possibles dans le cas de I'infection a Map.
Nous pouvons cependant émettre I’"hypothése de divers profils a la maniere des profils d’excrétion
fécale.

Ces profils sont représentés dans la figure suivante.

Densité Optique
A

Seuilde
positivité

//// S polf ¥ > Temps

T0: Infection T1: Début excrétion

Figure 4 : profils de réaction envisageables pour la paratuberculose (1 : détection avant le début d'excrétion ; 2 : détection
apres le début d'excrétion ; 3 : détection inconstante ; 4 anérgie ; 5 : pas de séropositivité détectée) d'apres Grandjean 2013

On remarque donc que la détection de I'infection par des méthodes immunologiques varie
beaucoup en fonction des animaux et que cette détection peut se faire avant ou apres le début de
I’excrétion.

1.3 Les tests de laboratoires permettant la détection de Map

1.3.1 Criteres d’évaluation d’un test
La qualité d’un test diagnostic est évaluée par ce que I'on appelle les valeurs intrinseques d’un
test. Ces valeurs sont la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp).

Ces valeurs sont propres au test et sont en général déterminer a partir du test de référence
appelé Gold standard. Le gold standard est sensé détecter tous les malades vrai et tous les vrais sains.
Les valeurs de sensibilité et de spécificité pour le Gold standard sont alors de 100%.

Les valeurs d’un test se calculent de la maniére représentée dans le tableau suivant.
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Tableau 2 : base de calcul des valeurs intrinséques d'un test

Gold standard
Malades vrais Sains vrais
Test Positifs Vrais positifs Faux positifs
Négatifs Faux négatifs Vrais négatifs

Du fait de I'expression complexe de la maladie, il n’existe pas de gold standard satisfaisant
pour évaluer les tests de diagnostiques de la paratuberculose. Dans la plupart des cas les valeurs des
tests sont calculées par rapport a la culture fécale.

1.3.1.1 Valeurs intrinséques

La sensibilité (Se) se définit comme la capacité du test a donner une réponse positive chez un
individu infecté. Plus la sensibilité d’un test est grande c’est-a-dire proche d 1 plus le risque d’obtenir
des faux négatifs est faible. On a :

VP

S = VP T FN

Avec VP = vrai positif et FN = faux négatif

La spécificité (Sp) se définit elle comme la capacité d’un test a donner une réponse négative
chez un individu indemne. Plus la spécificité est grande, donc proche de 1, plus le risque d’obtenir des
faux positifs est faible. On a

VN

Sp=— '
P=VYN+FP

Avec VN = vrai négatif et FP = faux positif

Ces valeurs sont fixes pour un test donné lorsque le seuil de positivité est constent. Mais pour
la paratuberculose ce n’est pas le cas, la sensibilité augmente avec I’dge (Nielsen 2006)

1.3.1.2  Valeurs extrinseques

En plus des notions de valeurs intrinséques de tests, il existe des valeurs extrinseques de tests
qui permettent de déterminer la probabilité de la véracité de la réponse d’un test. Ces valeurs sont la
valeur prédictive positive (VPP) et la valeur prédictive négative (VPN).

La VPP correspond donc a la probabilité qu’un résultat positif donné par un test corresponde
réellement a un individu infecté. Cette derniere est positivement corrélée avec la spécificité du test et
avec la prévalence réelle.

La VPN correspond elle a la probabilité qu’un résultat négatif donné par un test corresponde
réellement a un individu sain. Elle est positivement corrélée a la sensibilité du test et négativement
corrélée a la prévalence réelle.
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Il est donc important de connaitre les caractéristiques du test utilisé ainsi que la prévalence
dans le troupeau pour en interpréter le résultat.

1.3.2 Notions de pathogénie pour le diagnostic
Nous avons vu précédemment qu’il existait plusieurs stades dans la paratuberculose.
Cependant tous les tests ne sont pas utilisables a tous les stades.

Le tableau ci-dessous répertorie les tests utilisables pour la détection d’animaux
paratuberculeux en fonction des différents stades possibles de la maladie.

Les tests peuvent se classer en deux catégories : les tests directs qui mettent en évidence la
bactérie. Parmi ces tests on retrouve la culture fécale, la PCR, la coloration de Ziehl-Neelsen (ZN). La
seconde catégorie regroupe les tests indirects qui explorent la phase immunitaire. Ici on retrouve les
tests a l'interféron-y et l'intradermoréaction (IDR) qui explorent la phase cellulaire et I'ELISA qui
explore la phase humorale.

Tableau 3 : Utilisation des différents tests en fonction du statut suspecté (Guicharnaud, 2009)

IDR ELISA ZN CF PCR
Infectés
asymptomatiques oul Plus ou NON NON NON
non excréteurs moins
Infectés OUl si
asymptomatique Plus ou Plus ou excréteurs oul oul
excréteurs maoins maoins forts
Infectés
symptomatiques NON OUl sauf oul oul Ooul
excréteurs anérgie
Infectés OUl si
transitoires Oul Oul excréteurs Ooul Oul
forts
Excréteurs passifs NON NON Ooul oul oul

1.3.3 Présentation des tests
Dans cette partie ne seront détaillés que les tests utilisés lors de notre étude. Le tableau
regroupe des valeurs non exhaustives de PCR alors que le tableau fait de méme pour I'ELISA.
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Tableau 4 : valeurs informatives des tests PCR

Caractéristique du Avantage Inconvénient Kit utilisé dans I'étude Cut off Se Sp Etude
test (cible)
Reconnaissance
spécifique d’une partie <37 73,5 99
de I’ADN de I'agent
pathogene testé Cout (de 20 a 40€ par TagMan (*)
test)
Plusieurs séquences <39,91 78 99
sont utilisées pour Map Détection possible de
Utilisation possible bactéries non viables
- F57 (sonde la plus sur plusieurs <45 81 97
spécifique) matrices (feces et Manque de spécificité
- HspX lait) notamment pour . Prendergast,
- ISmav2 15900 Adiagene (15300) 2018
- 1S900 (incovénient | Rapidité d’exécution
de posséder des (quelques heures) Pas possible si les <40,81 81 99
séquences animaux ne sont pas
présente chez excréteurs
d’autres
Mycobactéries) <45 93 100
Test qualitatif voir semi- LSI (1S900)
quantitatif en qPCR <43,67 93 100
Tetracore (HspX) <42 77,6 * Laurin, 2015
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Caractéristique du test Avantage Inconvénient Kit utilisé dans I'étude Se Sp Etude
30,2 | 99,7
IDEXX
Détection des anticorps
anti-Map. Détection des bovins Faible sensibilité
non excréteurs
La lecture se fait par Possible erreur en cas 41,5 | 99,4
mesure de la densité Co(t faible (environ d’anergie
optique (DO) 10€) IDscreen
Pas de possibilité de
La DO augmente avec la Simple pour des détection précoce Fry, 2008
quantité d’anicorps dépistage a grande pendant la phase
présente dans le sérum échelle cellulaire de
testé. 'immunité 37,7 9
Plusieurs matrices
Test qualitatif et possibles (lait,
quantitatif. sérum) Pourquier
Parachek 37,7 | 99,42




1.3.4 Combinaison des tests.

Nous avons vu dans la partie précédente que les valeurs intrinseques des tests variaient
beaucoup et notamment lorsque I'on compare les valeurs des tests PCR avec celles des tests
sérologiques.

Il est alors intéressant de se demander a quel point les résultats de ces tests sont similaires
lorsqu’ils sont réalisés de maniere concomitante sur les mémes animaux.

Dans une étude de 2013, Grandjean a étudié cette corrélation entre la sérologie ELISA et la
PCR. Dans son étude réalisée sur environ 2600 animaux elle montre alors que la corrélation entre les
tests est mauvaise lorsque I'on s’intéresse aux résultats qualitatifs avec un coefficient de kappa de
0,076. Cependant, elle a pu observer en s’intéressant aux valeurs quantitatives des tests que certains
profils d’animaux étaient liés. En effet il ressort de I'’étude que des animaux ayant un résultat en
sérologie supérieur a 120% E/P étaient majoritairement positifs en PCR. En revanche des animaux
négatifs en ELISA n’étaient pas liés a des résultats négatifs en PCR.

Il ressort alors que la prédiction méme concomitante entre le résultat PCR et le résultat ELISA est
mauvaise.

Il est tout de méme intéressant de noter que les animaux fortement positifs en sérologie sont
majoritairement excréteurs mais I'inverse n’est pas vrai.

Conclusion :

La paratuberculose apparait donc comme une maladie complexe. Elle présente en grande variabilité
de réponse individuelle que ¢a soit au niveau de la réaction immunitaire ou au niveau de I’excrétion
fécale.

Bien que couramment décrite comme une maladie de « I’adulte » avec une expression intervenant
souvent apres le premier vélage (Joly, 2009), il est possible de détecter les animaux avant I’age de 2
ans. A cet age-la I'outil PCR semble étre le mieux adapter du fait de sa meilleure sensibilité.

Du fait de I'impact économique et sanitaire, il est important de mettre en place des plans de maitrise
de la paratuberculose. Ces plans peuvent notamment passer par la détection et la réforme précoce
des individus excréteurs dans le but de diminuer la pression d’infection dans les élevages.
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2 Partie 2 : Etude personnelle
2.1 Contexte et objectifs de I'étude

Cette étude s’inscrit dans le plan de maitrise de la paratuberculose lancé depuis 2013 par le
GDS bretagne. L'objectif de ce plan est de limiter, dans les troupeaux infectés, les pertes liées a la
maladie et de ramener les élevages a un niveau d’infection compatible avec les objectifs de production.
Ce plan repose sur deux axes principaux : d’'une part limiter la contamination au sein du pré-troupeau
par des mesures d’hygiénes et environnementales, et d’autre part détecter et réformer les excréteurs
forts qui sont la principale source de propagation de la paratuberculose a l'intérieur des élevages.
L'entrée dans le plan se fait suite a I'apparition d’un ou plusieurs cas cliniques dans I'élevage, par la
suite un audit est réalisé pour étudier les pratiques d’élevage des veaux et des prélévements
d’environnement sont effectués. Cette étape forme le niveau 1 du plan de maitrise. Si les résultats du
niveau 1 sont satisfaisants c’est-a-dire si les risques de contaminations des jeunes sont globalement
maitrisés dans I'élevage, le plan passe au niveau 2. A ce stade, des analyses individuelles sont réalisées
pour détecter les animaux excréteurs. Une PCR sur féces est effectuée sur les génisses de 12 a 18 mois
avant la mise a la reproduction. Au regard des résultats, un conseiller du GDS discute avec |'éleveur au
sujet de de l'insémination, le but étant ici de réformer si possible les animaux excréteurs forts. La
deuxieme analyse est une sérologie qui est effectuée sur les vaches aprés leur vélage. La méthode
choisie est une sérologie de mélange de 5 animaux avec reprise individuelle si le mélange est positif.
Une deuxiéme sérologie peut étre réalisée sur des animaux ayant un deuxieme vélage.

Notre étude s’axe principalement sur les analyses individuelles réalisées ses derniéres années
par le GDS Bretagne. Le premier objectif, est de déterminer a partir de I'analyse des données les
facteurs de variations des résultats PCR obtenus. Dans un deuxiéme temps, nous évaluerons la valeur
informative de la PCR au regard du devenir des animaux d’un point de vue sérologique et de voir a
terme s’il est possible de prédire un statut sérologie vis-a-vis de Map apres vélage en fonction du statut
PCR avant la mise a la reproduction et ainsi de déterminer si la détection faite par la PCR traduit de
réels infectés et non des excréteurs transitoires ou passifs.

2.2 Matériel et méthode

2.2.1 Nature des données disponibles
Les données étudiées sont les données du GDS Bretagne provenant des résultats des
élevages inclus dans le plan de maitrise de la paratuberculose du GDS Bretagne.

Pour rentrer dans ce plan, les élevages doivent satisfaire aux conditions suivantes :

- Avoir eu un cas clinique de paratuberculose confirmé par un test direct de laboratoire
(PCR ou coloration de zhiel),

- Satisfaire les conditions de passage au niveau 2 du plan, c’est-a-dire avoir un score
supérieur a 65/100 au questionnaire d’entrée de plan,

- Volonté de I'éleveur a rentrer dans le plan.
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Dans le cadre de notre étude, nous nous intéressons exclusivement aux analyses individuelles
effectuées dans le cadre du plan. A savoir, les PCR réalisées sur les génisses et les sérologies
effectuées apres le vélage.

Les données brutes disponibles sont les suivantes :
Pour chaque animal :

- Le numéro national (EDE), le numéro de cheptel, le numéro de la mere
- La date de naissance et le rang de naissance

- Lesexe

- Larace

- La date de prélevement, sa nature et la méthode d’analyse utilisée

- L'interprétation (positif ou négatif)

- lLadate d’entrée en plan de maitrise (date niveau 1, niveau 2)

Pour certains animaux d’autres données supplémentaires sont disponibles

- Lavaleur du résultat quantitatif

- Les dates du 1*" et du dernier vélage

- Le statut de la mére vis-a-vis de la paratuberculose (vache clinique, ELISA positive ou
excrétrice)

2.2.2 Population d’étude et échantillons d’étude

Si la population cible correspond a I’ensemble des bovins, la population d’étude est restreinte
aux animaux faisant partie des cheptels inclus dans le plan de maitrise de la paratuberculose du GDS
bretagne.

Pour ces animaux les prélévements étudiés sont ceux réalisés depuis 2013 pour concorder avec
la nouvelle version du plan de maitrise. Pour la suite de I’étude, on distinguera deux échantillons
d’étude en fonction des objectifs étudiés. Une premiére population qui a fait I'objet d’'une analyse PCR
sur feces et une deuxieme qui est un sous échantillon de la premiére qui correspond aux animaux qui
ont été testés par ELISA sur sérum apreés leur analyse PCR.

2.2.2.1 Population PCR

La premiere population d’étude regroupe les animaux dont les résultats seront étudiés a
I’objectif 1. Ces animaux ont fait I'objet d’'une analyse PCR individuelle sur féces avant leur vélage. Au
total, cela correspond a une population de 34341 animaux provenant de 1044 cheptels bretons. Les
analyses étudiées dans ce travail ont été réalisées depuis 2013 avec la répartition suivante.
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Tableau 5 : Répartition du nombre de prélévements par année.

Année 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Nombre 311 2223 3739 4183 6420 13886 3579*
d’animaux

prélevés

* pour 2019 les résultats ne sont analysés que jusqu’au 08 avril.

Parmi ces 34341 animaux les résultats qualitatifs étaient disponibles pour tous alors que les
résultats quantitatifs n’étaient disponibles que pour 21844 individus.

Ces animaux sont issus d’une vingtaine de races avec cependant une grande majorité de bétes
de race Prim’Holstein (85%) qui fait que le facteur race de pourra pas étre étudié. L’age moyen des
génisses au moment de I’'analyse PCR est de 15,82 mois.

Afin d’évaluer certains facteurs de variations, des sous-populations ont été créées et seront
détaillées plus loin dans le manuscrit.

2.2.2.2  Population sérologie

Cette population est en réalité une sous-population de celle des animaux ayant fait 'objet
d’une analyse PCR. En effet, elle correspond aux animaux ayant eu au moins une analyse sérologique
apreés leur PCR.

Dans cette population d’étude on retrouve 11411 individus issus de 557 cheptels ayant eu une
PCR et une sérologie. On remarque ici un écart important au niveau du nombre d’animaux entre ces
deux populations. Cet écart s’explique de plusieurs maniéres. Premiérement, les animaux prélevés en
2019 ne seront évalués en sérologie que I'année prochaine. Ensuite un certain nombre de génisses
n’ont pas encore vélé or dans le plan, la sérologie n’est mise en place qu’apres le vélage, cela est le cas
pour 12596 animaux. Une partie des animaux a été réformée et envoyée a la boucherie soit 5907
animaux. La cause de cette réforme peut étre la paratuberculose car suite aux résultats de la PCR les
conseillers du GDS peuvent préconiser de réformer les animaux fortement positifs ou faisant partie de
lignées avec un historique de paratuberculose connu. Cependant ce n’est pas la seule cause de
réforme, I'infertilité ou d’autres maladies peuvent en étre la raison. Malheureusement les données a
notre disposition ne permettent pas de connaitre les raisons des réformes. D’autres animaux sont
morts entre les deux prélévements, c’est le cas pour 1669 individus. Une autre raison de |'écart entre
2 populations est que 4767 génisses ont été vendues entre les 2 analyses. Enfin il reste 4355 animaux
qui ne rentrent pas dans ces catégories, ces animaux n’ont sans doute pas été prélevés pour des raisons
pratiques (contention impossible sur des animaux au pré par exemple)

Les analyses sérologiques étudiées dans cette étude ont-elles été effectuées depuis 2014 selon
la répartition suivante.

38



Tableau 6: répartition des analyses sérologiques par années

Année 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Nombre de 67 740 2015 2740 4098 1751*
prélevements
réalisés

* pour 2019 les résultats ne sont analysés que jusqu’au 08 avril.

Parmi les résultats sérologiques les résultats quantitatifs individuels étaient accessibles pour
626 individus. Ces animaux correspondent donc aux seules vaches ayant eu un résultat de sérologie
de mélange positif.

L’age moyen des vaches au moment de la premiéere analyse sérologique est de 30,75 mois.

Au niveau des résultats bruts, on observe pour la premiére sérologie environ 0,96% de
sérologie individuelle positive. La encore, la grande majorité des résultats sont négatifs.

De méme que pour les PCR les sous-population utilisées pour effectuer les analyses sur les
facteurs de variations seront décrites plus loin dans le manuscrit.

2.2.3 Préléevements et analyses réalisées

Pour les analyses étudiées dans les études, les prélevements ont été effectués par les
vétérinaires traitants des exploitations inscrite dans le plan de lutte. Les analyses étaient ensuite
envoyées dans les laboratoires d’analyses vétérinaires : les laboratoires du groupe LABOCEA pour les
cheptels des départements des Cotes d’Armor (22), du Finistere (29) et d’llle et Vilaine (35) et au
laboratoire départemental d’analyse du Morbihan (LDA56) pour les cheptels de ce département.

Les tests effectués sont décrits dans le tableau suivant

Tableau 7 : descriptions des kits utilisés et leur interprétation

Matrice Analyse Kit Nombre Interprétation
prélevements
Ct <45 positif
Feces PCR Adiagene 29055 Ct 245 négatif
individuelle
IDvet 5286 Ct <40 positif
Ct 240 négatif
ELISA en E/P >30% positif
mélange de 5
E/P <30% négatif
Sérum [Dvet 11341 E/P>70% positif
Reprise 60% <E/P <70% douteux
individuelle
E/P<60% négatif
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On remarque qu’au niveau des analyses PCR deux kits ont été utilisés. Cette différence n’existe
qgue pour les analyses faites dans les laboratoires du groupe LABOCEA qui ont changé de kit depuis
novembre 2018. De fait, pour I'analyse des résultats dans notre étude, lorsque les facteurs de
variations seront étudiés d’un point de vue quantitatif, les résultats des deux kits seront différenciés.

D’un point de vue quantitatif, le laboratoire classe les résultats en 2 catégories, les positifs forts
et les positifs faibles. Les individus positifs forts sont alors les animaux ayant des valeurs de Ct
inférieures a 34 pour le kit Adiagene et inférieures a 31 pour le kit IDvet.

En ce qui concerne les analyses sérologiques, les échantillons sont dans un premier temps testé
en mélange de 5 animaux avec reprise individuelle en cas de positivité du mélange. Pour le mélange la
valeur seuil de positivité a été abaissée suite a un essai inter-laboratoire de sorte que le mélange
ressorte positif s’il existe un individu positif fort parmi des individus négatifs.

2.2.4  Stratégie d’analyse
2.2.4.1 Objectif 1 : détermination des facteurs de variations influencant le résultat de la PCR
2.2.4.1.1 Objectifs

L'objectif de cette partie est d’évaluer I'impact de différents facteurs sur le résultat PCR des
animaux testés et donc sur I'excrétion fécale supposée.

Concernant les résultats PCR, les facteurs de variations que nous allons étudier dans I'étude,
en plus des résultats bruts, sont les suivants :

- L’age au moment du prélévement

- Le statut de la mere vis-a-vis de la paratuberculose
- Lasaison de naissance

- Lasaison de prélevement

- La prévalence d’animaux excréteurs par lot

- L’écart par rapport a la date d’ouverture du plan

- Lerang de naissance

- Le score de la visite d’entrée de plan

Ces facteurs ont été choisis en fonction des données qui étaient disponibles et donc de la
faisabilité de I'étude.

2.2.4.1.2 Description des sous-échantillons d’étude

Age au moment du préléevement :

L'objectif de cette partie est d’évaluer I'influence de I'dge au moment du préléevement sur le
résultat de la PCR. Avoir une idée de I'dge ou I'on retrouve le plus de PCR positives permettrait de
mieux cibler le moment du prélévement pour détecter les génisses excrétrices.
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Pour étudier ce facteur nous nous sommes intéressés a deux populations d’étude. La premiere
pour étudier les résultats d'un point de vue qualitatif (positif ou négatif) est la méme que la population
d’étude décrite précédemment. La seconde correspond a un sous-échantillon pour lequel nous avons
acces aux résultats quantitatifs exprimés en Ct. Etant donné que la grande majorité des résultats sont
négatifs nous avons décidé, pour I'étude des résultats quantitatifs de ne nous intéresser qu’aux
résultats positifs pour ne pas avoir des valeurs biaisées.

Afin d’étudier si une un age était plus favorable a la détection d’animaux excréteurs nous avons
étudié les résultats par classes d’ages décrites dans le tableau suivant.

Tableau 8 : répartition des effectifs par classe d’dge (en mois)

Classe 0-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
d’age mois mois mois mois mois mois mois mois
Nombre de 195 1568 15024 10899 4013 1608 699 586
résultats
qualitatifs
Nombre de 13° 99° 1248° 10442 409° 165° 80° 68°
résultats 1° 27° 265° 222° 100° 28° 6° 5b
guantitatifs

a : kit Adiagene, b : kit IDvet

Saison de naissance :

Le but ici est d’étudier I'impact de la saison de naissance de la génisse sur son résultat PCR.
L'hypothese de départ est que la majorité des animaux I’hiver naissent dans un environnement plus
contaminé due a la plus forte densité en batiment et puisque I'infection se produit chez les animaux
durant leurs premiers mois de vie, un environnement plus contaminé serait plus a risque d’infection
et donc d’excrétion plus précoce.

Pour étudier ce facteur nous avons arbitrairement séparer les génisses en 2 saisons de
naissance, une saison « d’hiver » allant d’octobre a mars et une saison « d’été » allant d’avril a
septembre.

La encore nous allons étudier deux populations afin d’aborder les résultats d’'une maniere
qualitative dans un premier temps et d’une maniéere quantitative ensuite. Les effectifs de ces
populations sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 9 : Répartition du nombre de prélevements par saison de naissance.

Saison de naissance Hiver Eté
Nombre de résultats qualitatifs 17595 16997
Nombre de résultats 1598 1528
quantitatifs 330° 324°

a : kit Adiagéne, b : kit IDvet
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Saison de prélévement :

L'objectif de cette partie est d’étudier I'influence de la saison de prélévement sur le résultat
de la PCR. L’hypothése de travail est qu’a travers ces résultats on puisse observer une possible
excrétion passive des animaux |’hiver lorsque la densité en batiment est plus élevée.

Afin de réaliser cette étude, nous avons utilisé la méme séparation en deux saisons « hiver »
et « été » que pour les saisons de naissances.

Les effectifs sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 10 : répartition du nombre de prélévements en fonction de la saison de prélevement.

Saison de prélevement Hiver Eté
Nombre de résultats qualitatifs 23647 10945
Nombre de résultats 1950 1176
quantitatifs 654° *

a : kit Adiagéne, b : kit IDvet, * : absence de résultat.

Statut de la mére vis-a-vis de la paratuberculose :

L’objectif de cette partie est d’évaluer si les génisses nées de méres ayant un historique connu
de paratuberculose sont plus a risque d’étre positives au test PCR. L’hypothése ici étant que les méres
positives sont plus a risque de transmettre la maladie a leurs veaux soit par contact, ou de maniére in-
utero. De plus il existe une part d’héritabilité génétique pour la sensibilité a la paratuberculose.

Pour étudier cela, nous avons acces a 3 types de statut des meres :

- Positives en ELISA
- Excrétrices
- Clinique

Certaines des meéres ont plusieurs statuts a la fois.
Nous étudierons donc l'influence de ces statuts des meres sur le résultat PCR des génisses.

Les effectifs des génisses issues de ces meres sont résumés dans le tableau suivant.

Tableau 11 : répartition du nombre de génisses issues de méres ayant un statut connu de paratuberculose.

Statut des génisses Issu de mére ELISA+ Issu de mére Issu de mére clinique
excrétrice
Nombre de résultats 1576 719 215
qualitatifs
Nombre de résultats 258 109 43
quantitatifs 32° 10° 6°

a : kit Adiagene, b : kit IDvet
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Prévalence d’excréteur dans le lot :

L’objectif ici est de déterminer la variation du résultat de la PCR en fonction du nombre
d’animaux excréteur dans le lot de I'animal testé. L’hypotheése faite ici est que, plus la prévalence
d’animaux excréteurs est forte plus I'animal a de chance d’avoir un résultat positif en PCR.

En fonction des données mises a notre disposition, nous avons défini un lot comme tous les
animaux d’'un méme cheptel prélevés a une méme date. Afin que la prévalence ne soit pas trop biaisée
par des lots trop petits nous avons choisi de ne garder pour notre étude que les lots contenant au
minimum 5 animaux. Cela représente 2310 lots contenant en moyenne 14 génisses. Au total I'étude
se porte ici sur 3126 animaux.

Dans cette partie les résultats seront traités uniquement de maniére quantitative.

Rang de naissance :

L’'objectif de cette partie est d’évaluer I'influence du rang de naissance sur le résultat PCR.
L'hypothése avancée ici est qu’étant donné que la paratuberculose est une maladie a incubation
longue et que le vélage est un facteur de stress pouvant déclencher la maladie les veaux de plus haut
rang de vélage sont plus a risque d’étre contaminés.

Afin de ne pas avoir des catégories de trop faibles poids statistique, les veaux avec un rang de
vélage supérieur ou égal a 6 ont été rassemblés dans une méme catégorie. Les effectifs sont détaillés
dans le tableau suivant.

Tableau 12 : répartition des individus par rang de naissance.

Rang de 1 2 3 4 5 6 et plus
naissance

Nombre de 13860 8496 5344 3286 1837 1511
résultats

qualitatifs

Nombre de 1229° 822° 470° 298° 173° 143°
résultats 262° 172" 93°b 71° 37° 19°

quantitatifs

a : kit Adiagéne, b : kit IDvet

Score de la visite premiére visite :

L'objectif ici était d’évaluer si le score obtenu lors de la visite d’'ouverture de plan relatif aux
conditions d’élevage du pré troupeau avait une influence sur le résultat de la PCR.

Ce score issu d’un questionnaire visible en annexe est noté sur 100 et conditionne la mise en
place des tests réalisés sur les animaux lorsque le score est supérieur a 65. Lorsque ce score est
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inférieur, les éleveurs ont 6 mois pour améliorer leurs conditions d’élevage vis-a-vis du risque de
contamination a la paratuberculose lors d’'une contre-visite.

Ici nous nous intéressons uniquement au score obtenu lors de la premiére visite qui peut donc
étre inférieur a 65 dans le but de déterminer si les conditions d’élevages qui était pratiquées dans les
élevages au score les plus bas sont plus a risque d’obtenir des résultats positifs en PCR sur les génisses.

Pour I’étude, nous avons choisis de regarder les résultat PCR en fonction de I'obtention ou non
d’un score de 65 lors de la premiere visite. Le seuil de 65 a été évalué a dire d’experts.

Les effectifs sont détaillés dans le tableau suivant

Tableau 13: répartition des résultats PCR en fonction du résultat obtenu au questionnaire en ouverture de plan.

Score en ouverture de plan Inférieur a 65 Supérieur a 65
Nombre de résultats qualitatifs 11808 2905
Nombre de résultats 933 271
quantitatifs 286° 62°

a : kit Adiagéne, b : kit IDvet

Ecart par rapport a la date d’entrée de plan :

L’objectif est d’ici d’évaluer I'efficacité du plan de maitrise grace aux résultats PCR en fonction
de I'écart par rapport a la date d’ouverture du plan. L’hypothése est que plus I'on s’éloigne de la date
d’ouverture du plan, plus le nombre de bovins excréteurs diminue et plus la quantité excrétée,
approchée par le résultat quantitatif de la PCR, est faible.

Les effectifs des populations d’études sont détaillés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 14 : répartition des effectifs en fonction de I'écart a la date d’ouverture de plan

Année du Premiere Deuxieme Troisieme Quatrieme Cinquieme
plan année année année année année

Nombre de 9465 9709 8051 4625 866
résultats

qualitatifs

Nombre de 518 266° 849° 523 1682
résultats 109° 154° 111° 169° 81°

quantitatifs

a : kit Adiagéne, b : kit IDvet
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2.2.4.2  Objectif 2 : détermination des facteurs de variations influencant le résultat sérologique

2.2.4.2.1 Objectifs
L’objectif de cette partie est d’évaluer I'influence de différents facteurs de variation sur le
résultat sérologique individuel.

2.2.4.2.2 Facteurs de variations étudiés
Concernant les résultats sérologiques, les facteurs de variations que nous allons étudier dans
I’étude, en plus des résultats bruts, sont les suivants :

- Résultat de la PCR

- Le statut de la meére vis-a-vis de la paratuberculose
- Lasaison de naissance

- Stade de lactation

- Occurrence du vélage

- L'écart par rapport a la date d’ouverture du plan

- Le score de la visite d’entrée de plan

Ces facteurs ont été choisis en fonction des données qui étaient disponibles et donc de la
faisabilité de I’étude, ainsi qu’en fonction d’hypotheéses de travail qui sont détaillées par la suite.

2.2.4.2.3 Description des sous-échantillons d’étude
Résultat PCR :

L’'objectif ici est d’évalué si le résultat de la PCR réalisé avant la mise a la reproduction influe
sur le résultat sérologique par la suite. Cela nous permettra d’évaluer la valeur prédictive de la PCR
réalisée sur les génisses.

De méme que pour I'analyse des résultats des PCR nous évaluerons les résultats sérologiques
de maniére qualitative puis quantitative. Ici nous ne nous intéressons qu’a la premiere sérologie
effectuée apres la PCR. Les résultats sérologiques ici pris en compte sont les résultats individuels si le
résultat de mélange est positif. Si le mélange est négatif, le résultat individuel est considéré comme
négatif aussi.

La répartition des populations d’étude est détaillée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 15 : répartition des animaux ayant eu une sérologie en fonction du résultat PCR qualitatif et quantitatif.

Individus ayant un résultat de Individus ayant un résultat de
PCR qualitatif PCR quantitatif
Nombre de résultats 11411 4692

sérologiques

Ecart date de prélévement :

Le but ici est d’étudier I'impact de I'écart entre les dates de prélevement de la PCR et de la
sérologie.
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Pour étudier cette variable nous avons classé les écarts par années.

Les effectifs sont décrits dans le tableau suivant.

Tableau 16 : répartition des échantillons sérologiques en fonction de I’écart de date de prélévement.

Ecart en année 0al 1a2 2a3
Nombre de résultats 3461 7034 675
qualitatifs
Nombre de résultats 20 59 6
quantitatifs

Stade de lactation :

Le but est ici d’évaluer si le stade de lactation joue un role sur le résultat sérologique.

Pour approcher le stade de lactation, nous avons calculer I'écart entre la date de vélage et la
date de prélevement de la sérologie. Puis nous nous somme basé sur la durée moyenne de lactation
de la vache prim’holstein qui est de 371 jours. Afin d’étudier les variations suivant le stade de lactation
nous avons réparti cette lactation théorique en 3 tiers.

Les effectifs restants apres retrait des valeurs extrémes sont détaillés ci-dessous.

Tableau XX : répartition du nombre d’échantillons en fonction du stade de lactation

Tableau 17 : répartition du nombre d’échantillons en fonction du stade de lactation

Stade de lactation 1°" tiers 28me tiers 38me tiers
Nombre de résultats 3716 2206 1212
qualitatifs
Nombre de résultats 19 21 10
quantitatifs

Vélage :

L’'objectif est ici d’observer I'influence du vélage sur le résultat sérologique. L’hypothese étant
que le stress induit par le vélage puisse influer sur le résultat sérologique.

Méme si dans le plan la sérologie est sensée étre faite apres le vélage, dans la pratique
certaines bétes sont prélevées avant pour des raisons de praticité.

Tableau 18 : répartitions des résultats sérologique en fonction de I'occurrence du vélage

Nombre de bétes ayant vélées = Nombre de bétes n’ayant pas

vélées
Nombre de prélevements 10331 1080
qualitatifs
Nombre de prélevements 77 17
guantitatifs
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Pour les autres facteurs de variations, les objectifs et les hypothéses sont les mémes que pour
le résultat PCR mais appliqués au résultat sérologique.

Saison de naissance :

Tableau 19 : répartitions des résultats sérologique en fonction de la saison de naissance

Saison de naissance Hiver Eté
Nombre de résultats qualitatifs 5702 5709
Nombre de résultats 44 50
guantitatifs

Ecart date ouverture de plan :

Tableau 20 : répartitions des résultats sérologique en fonction de I’écart par rapport a la date d’ouverture de plan

Année du Premiere Deuxieme Troisieme Quatrieme Cinquieme
plan année année année année année

Nombre de 239 1575 3950 3567 1458
résultats

qualitatifs

Nombre de 4 32 22 21 9
résultats

quantitatifs

Statut de la mére vis-a-vis de la paratuberculose :

Tableau 21 : répartitions des résultats sérologique en fonction du statut de la mére vis-a-vis de la PTB

Statut des génisses Issu de mere ELISA+ Issu de mere Issu de mere clinique
excrétrice
Nombre de résultats 651 240 77
qualitatifs
Nombre de résultats 17 5 3
quantitatifs

2.2.4.3  Traitement statistique

Les résultats ont été analysés avec le logiciel R (R Core Team, 2016). Les différences statistiques
ont été objectivées par des test de X? ou de Fisher exact lorsque les effectifs théoriques étaient
inférieurs a 5. Pour les résultats quantitatifs, la différence des moyennes a été objectivée par des test
de Student ou ANOVA lorsque la variable qualitative avait plus de deux modalités.
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2.3 Résultats
2.3.1 Objectif 1 : Détermination des facteurs de variations influencant le résultat de la PCR

2.3.1.1 Résultats bruts

Sur la population totale des résultats PCR on observe une majorité de résultats négatifs qui
représente 86% de la population. Parmi la population pour laquelle nous avons accés au résultat
guantitatif les résultats positifs ne représentent que 17%. C'est pourquoi par la suite, les résultats
guantitatifs ne seront étudiés que parmi les résultats positifs pour ne pas écraser les moyennes.

Les résultats quantitatifs bruts sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 22 : répartition des résultats quantitatifs positifs des PCR en fonction des kits utilisés.

Kit Nombre de Nombre de Moyenne exprimée en
prélevements positifs prélevement positifs Ct
forts
38°
Adiagene 3126 386 32,24°
38,81°
35,912
IDvet 654 39 28,92°
36,35°¢

a : moyenne générale, b : moyenne des positifs forts, c : moyenne des positifs faibles

On remarque que la proportion d’individus positifs fort est faible (6 a 12% en fonction du kit).

2.3.1.2 Ageau préléevement

Pour ce qui est de I’age au prélévement nous avons étudié plusieurs résultats. Dans un premier
temps nous avons étudié I'age moyen des animaux en fonction du résultat qualitatif de la PCR. Ces
résultats sont présentés dans la figure ci-dessous.
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Figure 5 : répartitions de I’dge (en mois) en fonction de la valeur qualitative du résultat PCR

On observe ici une différence significative (p-value < 2,2%%) avec un 4ge moyen de 16,7 mois

pour les animaux positifs contre 15,7 mois pour les animaux négatifs.

Ensuite, nous avons regardé s'il y avait des variations de résultats par classe d’age d’un point

de vue qualitatif d’abord puis quantitatif dans un second temps.

Résultats qualitatifs :

Tableau 23 : répartition des résultats PCR par classe d’dge

Classe d’age 0-9 9-12 12-15 15-18 18-21 21-24 24-27 27-30
mois mois mois mois mois mois mois mois

Nombre de 195 1568 15024 10899 4013 1608 699 586
prélevements

Pourcentage 9 10 12 14 16 17 27 34
de résultats

qualitatifs

positifs
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Résultats quantitatifs :
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Figure 6 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction des classes d’dge. (a gauche kit Adiagéne n= 3126, a
droite kit IDvet n= 654)

On remarque ici que plus le prélevement est effectué tard plus la proportion d’animaux positifs
est forte avec une différence significative pour les animaux de plus de deux ans.

D’un point de vue quantitatif, la différence se retrouve seulement pour les animaux entre 27 et
30 mois avec des valeurs de Ct plus basses (32 contre 37 pour le kit adiagéne (p<0,05) et 26 contre
36 pour le kit IDvet (p= 1,63 ¢14))

2.3.1.3 Saison de naissance

Sous I'hypothese que la saison de naissance avait une influence sur la contamination des veaux du
fait de la plus forte densité en batiment et donc d’une pression d’infection plus élevées nous avons
regarder les variations entre hiver et été. D’abord d’un point de vue qualitatif dans le tableau
suivant :

Résultats qualitatifs :

Tableau 24 : répartition des résultats PCR qualitatifs en fonction de la saison de naissance

Saison de naissance Hiver Eté
Nombre de prélevements 17595 16997
Pourcentage de résultats 13,9 13,9

positifs

La proportion de résultat positifs est identique pour les deux saisons.

Nous avons ensuite regardé les résultats d’un point de vue quantitatif.

50




Résultats quantitatifs :
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Figure 7 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction de la saison de naissance. (a gauche kit Adiagéne n=
3126, a droite kit IDvet n= 654)

Ici on n’observe de pas de différence significative entre les deux sous populations (p=0,06 pour
le kit Adiagene et p= 0,77 pour le kit IDvet). La variable saison de naissance n’a pas d’influence
sur le résultat de la PCR dans cet échantillon.

2.3.1.4 Saison de prélevement

De méme que pour la saison de naissance, nous avons regardé I'impact de la saison de
prélevement avec I’hypothése de trouver notamment plus d’excréteurs passifs lors des prélévements
en saison hivernale.

Résultats qualitatifs :

Tableau 25 : répartition des résultats PCR qualitatifs en fonction de la saison de prélévement

Saison de prélevement Hiver Eté
Nombre de prélevements 23647 10945
Pourcentage de résultats 13,5 14,6

positifs
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Résultats quantitatifs :
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Figure 8 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction de la saison de prélévement. (n=3126, ici il n’y a pas de
prélevements analysés par le kit IDvet)

On n’observe pas de différence significative ni d’un point de vue qualitatif, ni d’un point de vue
quantitatif (p=0,27)
Le facteur de la saison de prélevement n’influe pas sur le résultat de la PCR

2.3.1.5 Statut de la mere vis-a-vis de la paratuberculose
Pour les statuts des meres, les résultats sont présentés pour les 3 statuts pour lesquels nous
avions des informations dans la base de données du GDS.

2.3.1.5.1 Génisse issue de mere clinique en paratuberculose
Résultats qualitatifs :

Tableau 26 : répartition des résultats PCR qualitatifs des génisses issues de meres cliniques.

Statut de la mere vis-a-vis de la Clinique Non clinique
PTB
Nombre de prélevements 215 34066
Pourcentage de résultats 30,2 13,8
positifs

Il existe un lien entre le résultat de la PCR et le statut de la mére. D’un point de vue qualitatif
on observe une sur représentation de la proportion de génisses positives en PCR lorsque ces derniéres
sont issues de méeres ayant développé une paratuberculose clinique.
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Résultats quantitatifs :
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Figure 9 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR des génisses issues de mére clinique vis-a-vis de la PTB. (a gauche kit
Adiagéne n= 3126, a droite kit IDvet n= 654, les génisses « 0 » sont les génisses issues de méres non cliniques)

Il n’y a pas de différence significative d’un point de vue quantitatif dans les 2 kits (p=0,15 et 0,25).

Bien qu’il y ait une différence d’un point de vue qualitatif, le fait d’étre issue d’une mére clinique en
paratuberculose ne se retrouve pas en termes de Ct.

2.3.1.5.2 Génisses issues de meres séropositives :

Résultats qualitatifs

Tableau 27 : répartition des résultats PCR qualitatifs des génisses issues de méres séropositives.

Statut de la mere vis-a-vis de la Séropositive Séronégative
PTB
Nombre de prélevements 1576 32705
Pourcentage de résultats 25,8 13,3
positifs

La encore les génisses issues de meres ont une plus forte proportion de résultat positif.

La figure 10 présente elle, les résultats quantitatifs des PCR effectués chez les génisses issues de
meres séropositives par rapport au reste de la population d’étude.
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Résultats quantitatifs
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Figure 10 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR des génisses issues de mére séropositives vis-a-vis de la PTB. (a
gauche kit Adiagéne n= 3126, a droite kit IDvet n= 654, les génisses « 0 » sont les génisses issues de meres séronégatives)

Il n’y a pas de différence significative d’un point de vue quantitatif dans les 2 kits (p=0,08 et 0,06)

2.3.1.5.3 Génisses issues de meres excrétrices

Résultats qualitatifs

Tableau 28 : répartition des résultats PCR qualitatifs des génisses issues de meres excrétrices.

Statut de la mere vis-a-vis de la Excrétrice Non excrétrice
PTB
Nombre de prélevements 719 33562
Pourcentage de résultats 23,5 13,7
positifs

Les résultats du tableau 28 montrent un qu’il existe un lien entre le résultat qualitatif de la PCR et le
fait d’avoir une mére séropositive vis-a-vis de la paratuberculose.

D’un point de vue quantitatif cette fois, les résultats sont présenté dans la figure suivante.
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Résultats quantitatifs
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Figure 11 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR des génisses issues de mére excrétrice de Map. (a gauche kit
Adiagéne n= 3126, a droite kit IDvet n= 654, les génisses « 0 » sont les génisses issues de méres non excrétrice)

Il n’y a pas de différence significative d’un point de vue quantitatif dans les 2 kits (p=0,21 et 0,43)

uniquement pour les trois statuts.

Les animaux issus de meéres ayant un statut particulier vis-a-vis de la paratuberculose sont plus a
risque d’avoir un résultat PCR positif. Cette différence se retrouve d’un point de vue et qualitatif

2.3.1.6  Prévalence d’excrétion dans le lot

Pour la prévalence d’excrétion nous avons uniquement regarder les résultats d’un point de vue
guantitatif puisque les résultats qualitatifs correspondaient aux prévalences. Les données sont
présentées dans le graphique ci-dessous.
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Figure 12 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction de la prévalence d’excréteur dans le lot (n=3126)

La proportion d’animaux excréteurs n’influence pas le résultat de la PCR a I’exception des lots
ayant une tres forte prévalence 290% d’individus excréteurs. (38 contre 35)

2.3.1.7 Rang de naissance

Etant donné que la paratuberculose est une maladie qui se déclare tard dans la vie des animaux
infectés nous avons voulu observer si les veaux nés de vaches plus agées étaient plus a risque
d’excréter au moment de la PCR. Nous avons approché I'age des meres par le rang de naissance des
veaux.

Résultats qualitatifs

Tableau 29 : répartition des résultats PCR qualitatifs en fonction du rang de naissance

Rang de 1 2 3 4 5 6 et plus
naissance
Nombre de 13860 8496 5344 3286 1837 1511
résultats
guantitatifs
Pourcentage 13,7 14,7 13,9 13,9 15,1 13,6
de résultats
positifs
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D’un point de vue qualitatif, les proportions d’animaux positifs sont similaires dans toutes les
catégories.

Résultats quantitatifs
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Figure 13 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction du rang de naissance. (a gauche kit Adiagene n= 3126, a
droite kit IDvet n= 654)

Il n’y a pas de différence significative d’un point de vue quantitatif dans les 2 kits (p=0, 32 et 0,38)

Le rang de naissance n’est pas un facteur de variation du résultat PCR

2.3.1.8 Score premiere visite

Ici I'idée était que les génisses issues d’élevages ayant des pratiques moins bonnes vis-a-vis de
la gestion de I'infection a la paratuberculose chez les veaux avaient probablement un risque plus élevé
de présenter une excrétion précoce.
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Résultats qualitatifs

Tableau 30 : répartition des résultats PCR qualitatifs en fonction du score obtenu a la premiére visite.

Score inférieur a 65 Score supérieur a 65
Nombre de résultats qualitatifs 11808 2905
Pourcentage de résultats 12,7 13

positifs

Au niveau des résultats qualitatifs, on n’observe cependant pas de lien entre le score obtenu
en premiere visite et le pourcentage d’animaux positifs en PCR.

Résultats quantitatifs
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Figure 14 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction du score obtenu a la premiére visite. (a gauche kit
Adiagéne n= 1204, a droite kit IDvet n= 348)

Il n'y a pas de différence significative d’un point de vue quantitatif dans les 2 kits (p=0,32 et
0,65)

On n’observe pas de différence entre les animaux appartenant a des élevages ayant eu un score
favorable (>65) au moment de la premiére visite et ceux présents dans les élevages ayant eu un
score défavorable. Ce score ne semble pas influencer I’excrétion précoce dans notre échantillon.
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2.3.1.9 Ecart date entrée de plan

Dans le tableau suivant, nous avons essayé de voir si lorsque le plan était présent dans les
élevages depuis plusieurs années, la proportion d’animaux positifs en PCR diminuait ce qui pourrait
traduire une efficacité du plan de maitrise.

Tableau 31 : répartition des résultats PCR qualitatif en fonction de I’écart avec la date d’entrée de plan.

Année du Premiere Deuxieme Troisieme Quatrieme Cinquieme
plan année année année année année

Nombre de 9465 9709 8051 4625 866

résultats

qualitatifs
Pourcentage 16,2 13 12,4 10,9 9,8
de résultats

positifs

On observe une diminution de la proportion de résultats positifs lorsque I’on s’éloigne de la date
d’ouverture du plan de maitrise. Cette différence est significative pour les deux premieéres
années (p=4,8 ¢7)

Conclusion de I'objectif 1.
Au global, on n’observe peu de facteur de variations associés au résultat de la PCR.

Les facteurs tels que la saison de naissance, la saison de prélevement, le rang de naissance ou le
score de la premiére visite ne montrent pas d’impact sur le résultat de la PCR.

En revanche, il semble que lorsque le prélevement est réalisé tardivement (aprés 2 ans), que la
génisse est issue d’'une mére ayant un statut défavorable vis-a-vis de la PTB ou que le prélevement
soit fait dans un lot avec un grand nombre d’animaux excréteur (>90%) les chances de retrouver
des animaux positifs augmentent
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2.3.2 Objectif 2 : Détermination des facteurs de variations influencant le résultat
sérologique
2.3.2.1 Résultats bruts
En ce qui concerne le résultat de la premiére sérologie faite apres la PCR le nombre d’animaux
positif en individuel est extrémement faible. Cela correspond a 110 animaux soit 0,96% des résultats
sérologiques.

Pour les résultats quantitatifs, nous avons analysés comme pour les PCR les résultats des
animaux positifs pour une meilleure lecture des valeurs.

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 32 : description des résultats sérologiques quantitatifs positifs

Nombre de résultats quantitatifs positifs Valeur moyenne en %E/P
95 144,02

On remarque alors que dans notre échantillon, la valeur moyenne des résultats positifs
correspond a une valeur de forte positivité.

2.3.2.2 Variation en fonction du résultat PCR

Le tableau et la figure suivante donne les résultats sérologiques réalisés aprés le vélage en
fonction du résultat PCR obtenu avant la mise a la reproduction. Cela constitue le résultat majeur de
notre étude.

Résultats qualitatifs :

Tableau 33 : répartition des résultats sérologiques individuels qualitatifs en fonction du résultat PCR qualitatif.

PCR + PCR -
ELISA + 54 56
ELISA - 1492 9809

Kappa = 0,4. L'accord est faible entre les 2 tests.

La proportion d’animaux PCR positif devenant positifs en sérologie est plus élevée que celle
des animaux PCR négatifs devenant séropositifs (3% contre 1%).

Tableau 34 : résidus de X2 pour le test résultat PCR

ELISA + ELISA -
PCR + 10,13* -0,99
PCR - -4,09* 0,40

*résultats significatifs
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Les résultats positifs des deux tests sont positivement liés et a I'inverse sont négativement liés
pour les PCR + et ELISA +. Les bovins ayant eu une PCR positives sont donc sur-représentés dans la
population d’individus séropositifs.

Résultats quantitatifs :
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Figure 15 : Répartition des résultats quantitatifs en PCR en fonction du résultat sérologique.

Parmi les animaux positifs en PCR, les animaux qui deviennent séronégatif ont un résultat PCR
significativement plus fort (42,6 en Ct contre 44,7 en moyenne) p = 0,006

Un résultat PCR positif et a fortiori un résultat positif fort est un facteur de variation associé a
des résultats sérologiques fortement positifs.

2.3.2.3 Ecartentre les dates de la PCR et de la sérologie
Résultats qualitatifs :

Tableau 35 : répartition des résultats sérologiques individuels qualitatifs en fonction de I’écart entre les prélevements PCR et
sérologiques.

Ecart en année 0a1l 1a2 2a3

Nombre de résultats 3461 7034 675
qualitatifs

Pourcentage de 0,7 1 0,9

résultats positifs
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Il n’y a pas de lien significatif entre le résultat sérologique et I’écart dans le temps entre les deux
prélévements.

Résultats quantitatifs
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Figure 16 : Répartition des résultats quantitatifs sérologiques en fonction de I’écart entre les dates de prélévement
sérologique et PCR en année.

Statistiquement il n’y a pas d’écart entre ces résultats (p=0,27)

L’écart entre les dates de prélevements n’est pas un facteur de variation du résultat sérologique.

2.3.2.4  Stade de lactation
Résultats qualitatifs :

Tableau 36 : répartition des résultats sérologiques individuels qualitatifs en fonction du stade de lactation.

Stade de lactation 1°" tiers 28me tiers 38me tiers
Nombre de résultats 3716 2206 1212
qualitatifs
Pourcentage de 0,6 1 1

résultats positifs

D’un point de vue qualitatif, il n’y a pas de lien (p=0,11) entre le résultat sérologique et le stade de
lactation dans lequel se trouve la vache au moment du prélevement sanguin.

Résultats quantitatifs :
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Figure 17 : Répartition des résultats quantitatifs sérologiques en fonction du stade de lactation (exprimé en jours).

Il n’y a pas de différences non plus au niveau quantitatif (p=0,15), les valeurs moyennes sont
similaires au cours des trois stades de lactations.

Le stade de lactation n’est donc pas un facteur de variation du résultat sérologique

2.3.2.5 Vélage
Résultats qualitatifs :

Tableau 37 : répartition des résultats sérologiques individuels qualitatifs en fonction de I'occurrence du vélage

Nombre d’individus ayant vélé Nombre d’individus n’ayant

pas vélé
Nombre de prélevements 10331 1080
qualitatifs
Pourcentage de résultats 0,8 2
positifs

Il existe un lien significatif entre le résultat sérologique et I'occurrence du vélage. (p=3,78 ¢%)

Tableau 38 : résultats de X 2 pour la variable vélage

Vélée Non vélé
ELISA + -1,26 3,90*
ELISA - 0,12 -0,38

*résultat significatif
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La proportion d’animaux séropositifs parmi la population des animaux n’ayant pas vélé est
significativement plus grande que celle parmi les animaux ayant vélé.

Résultats quantitatifs :
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Figure 18 : Répartition des résultats quantitatifs sérologiques en fonction de I'occurrence du vélage.

Les résultats quantitatifs ne montrent pas de différence (p=0,08)

L’occurrence du vélage est donc un facteur de variation du résultat sérologique et ici les
résultats montrent que les animaux n’ayant pas vélé ont plus de chance d’étre séropositifs.

2.3.2.6  Saison de naissance
Résultats qualitatifs :

Tableau 39 : répartition des résultats sérologiques individuels qualitatifs en fonction de la saison de naissance.

Saison de naissance Hiver Eté
Nombre de résultats qualitatifs 9153 2148
Pourcentage de résultats 0,9 1,4
positifs

Il n’y a pas de lien entre la saison de naissance et le résultat sérologique. (p=0,84)

Résultats quantitatifs :
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Figure 19 : Répartition des résultats quantitatifs sérologiques en fonction de la saison de naissance

Il n’y a pas de différence au niveau quantitatif (p=0,85)

Il n’y a pas de différence entre les deux populations.
La saison de naissance n’est pas un facteur de variation du résultat PCR

2.3.2.7 Ecart date ouverture de plan
Résultats qualitatifs :

Tableau 40 : répartition des résultats sérologiques individuels qualitatifs en fonction de I’écart avec la date d’ouverture de

plan.
Année du Premiere Deuxieme Troisieme Quatrieme Cinquieme
plan année année année année année
Nombre de 235 1539 3545 1449 10693
résultats
qualitatifs
Pourcentage 1,6 2,2 0,6 0,6 0,6
de résultats
positifs
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Il existe un lien entre la durée du plan et le résultat sérologique P= 4,53 ¢% lien

Tableau 41 : résidus de X? pour la variable année de plan

Année du Premiere Deuxieme Troisieme Quatrieme Cinquieme
plan année année année année année
ELISA - -0,12 -0,55 0,16 0,16 0,10
ELISA + 1,28 5,87* -1,71 -1,72 -1,10

*résultat significatif

Les proportions d’animaux séropositifs sont significativement plus élevées lors de la deuxieme année
de plan.

Résultats quantitatifs :
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Figure 20 : Répartition des résultats quantitatifs sérologiques en fonction de I’écart avec la date d’ouverture de plan
(exprimé en année).

On n’observe en revanche pas de différence dans les résultats quantitatifs (p = 0,24)
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On retrouve une proportion d’animaux positifs lors de la sérologie plus forte lors des deux
premiéres années de plan.

2.3.2.8 Analyse multivariée
Pour I'analyse multivariée seul deux facteurs de variations ont pu étre étudiés du fait des p value
obtenues et de la non-indépendance de certaines variables.

Ces facteurs sont le résultat PCR et la saison de naissance

Les résultats sont détaillés dans le tableau suivant

Tableau 42 : résultat de I'analyse multivariée du résultat sérologique

Variable Odd ratio Intervalle de confiance
Résultat positif en PCR 6,4 3,9-10,4
Naissance en hiver 0,8 0,5-1,2

Un résultat positif en PCR augmente significativement les chances d’étre séropositif.

Conclusion de I'objectif 2.

Concernant le résultat sérologique, on observe peu de facteurs de variations parmi les facteurs
étudiés.

Le stade de lactation, la saison de naissance et I’écart entre les dates de préléevements ne semblent

pas avoir d’impact sur le résultat sérologique.

En revanche ne pas avoir vélé et avoir un résultat de PCR positif semblent augmenter le risque
d’étre séropositifs.

De méme que pour I'objectif 1 les résultats tendent a montrer une efficacité relative du plan de
maitrise car la proportion d’animaux séropositifs diminue lorsque que I’on s’éloigne de la date
d’ouverture de plan
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3 Partie 3 : Discussion

L’objectif de cette étude était d’étudier la partie « analyse individuelle » du plan de maitrise
de la paratuberculose du GDS bretagne. Pour ce faire, nous avons dans un premier temps étudié les
résultats des PCR effectuées sur les génisses et les facteurs pouvant influencer ce résultat et dans un
deuxieme temps nous avons analysé les résultats des sérologies qui sont faites a la suite des PCR et les
facteurs pouvant en modifier le résultat.

Un des points fort de notre étude était |a taille de notre échantillon d’étude qui permet d’avoir
une valeur statistique forte de nos résultats.

Avant de discuter les résultats par objectif il convient ici de parler d’un des biais de I'étude qui
s’applique aux 2 parties. En effet du fait de la mise en place du plan, les résultats que nous étudions
proviennent d’animaux ayant des conditions d’élevage favorables a une maitrise de la
paratuberculose. En effet, en moyenne, les troupeaux inscrits dans le plan de maitrise ont une
séroprévalence en entrée de plan de I'ordre de 3%. Cela entraine donc des prévalences faibles en PCR
et en sérologie et diminue la valeur informative des facteurs de variations étudiés. Un autre biais de
cette étude est la perte d’information en ce qui concerne les résultats quantitatifs qui ne sont pas
toujours présents dans la base de données et qui donc minimise la valeur des résultats obtenus.

La PCR est-elle prédictive du résultat sérologique ?

Bien qu’ayant une faible concordance entre les deux tests les animaux étant positifs en PCR
ont significativement plus de chance de devenir séropositif. (OR = 6,4). C'est un résultat tres
encouragent et bien sdr informatif dans le cadre du plan.

De plus cette prédictivité a pu étre minimisée. En effet, au cours du plan une partie des
animaux est réformée a la suite du résultat PCR. On remarque alors que dans les causes de perte
d’individus entre la PCR et la sérologie, les animaux réformés ont une plus forte proportion de positifs
(25%) ainsi que des résultats plus fort en termes de Ct comme on peut le voir dans le tableau 43.
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Tableau 43 : description des cas sortis de I'études

Cause perte Nombre de Pourcentage de Nombre de Valeur moyenne
d’information résultats résultats positifs résultats du résultat en Ct
qualitatif (qualitatifs) guantitatifs des positifs
positifs
Boucherie 2683 25,5 3822 36,35°
39° 31,67°
Mort 941 24,2 116° 35,39°
4° 33°
Auto- 102 20,6 122 36,98°
consomation * *
Vente 3126 14 303® 37,99°
27° 35,24°
Pension 211 9,5 18° 39,32°
* *
Non-vélée 12596 11,5 805° 38,69°
615° 36,25°
Pas d’information 4355 11,5 376° 38,44°
3b 36,57°

a : kit Adiagéne, b : kit IDvet, * : pas de valeur

Bien qu’il aurait été intéressant de pouvoir voir le devenir de ces animaux en sérologie, les
résultats de notre étude suggerent que les réformes mises en place par les conseillers du GDS
permettent une sortie d’animaux qui auraient été positifs apres le vélage.

Mais il ne faut pas oublier que la majorité des animaux positifs en PCR sont négatifs par la
suite. On peut imputer cela a la complexité de I'excrétion de la maladie, a la présence d’excréteurs
précoces et enfin au manque de sensibilité de la sérologie.

Quelle est la valeur informative du résultat PCR ?

Dans notre étude, le test PCR est celui qui nous permet de détecter le plus d’animaux positifs
en comparaison avec la sérologie (environ 13% d’animaux positifs contre 1% pour la sérologie). Ce test
semble donc le meilleur outil pour la détection de la paratuberculose dans les troupeaux étudiés.

Nos résultats sont cohérents avec la littérature puisque que nous retrouvons bien une
proportion non négligeable d’animaux excréteurs avant I'age de 2 ans. Ce taux de 13% de génisses
excrétrices est méme supérieur a ce que l'on retrouve dans les études avec une proportion
d’excréteurs de moins de 2 ans de 8% dans des troupeaux avec une séroprévalence apparente
inférieure a 10% comme c’est le cas pour notre étude (Weber et al., 2010). Cette meilleure détection
pourrait s’expliquer par l'utilisation de la PCR qui a une meilleure sensibilité que la culture fécale
utilisée alors. La PCR semble donc étre un outil adapté pour détecter les animaux excréteurs de
maniere précoce.

En ce qui concerne les facteurs de variations que nous avons étudiés, nous pouvons remarquer
gue la majorité n’a pas d’impact sur le résultat obtenu. Contrairement aux hypothéses émises dans la
partie matériel et méthodes, seul I'age au moment du prélevement et le fait d’étre descendant de
meére atteinte de paratuberculose semble influer sur I'excrétion précoce. Le facteur dge semble étre
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en accord avec la littérature puisque la sensibilité augmente avec I'age (Nielsen & Toft, 2006). Pour le
phénoméne de lignée il peut y avoir deux explications, la premiére est qu’une infection in utero est
possible et méme peut atteindre 28% (Aly & Thurmond, 2005).

Cependant plusieurs nuances doivent étre apporter a la lecture de nos résultats.

Premiérement, étant donné que le test PCR n’est réalisé qu’une seule fois par animal, il peut
étre délicat a interpréter. Au vu de la complexité de I'excrétion fécale de Map on ne peut pas statuer
sur le profil d’excrétion des animaux et donc sur le caractére plus ou moins permanant de leur
excrétion. De méme il n'est pas possible de savoir si les animaux ayant un résultat positif sont
réellement excréteurs ou si ce sont des excréteurs passifs bien que cette notion soit controversée
puisque la littérature en fournit plusieurs définitions qui different (Click & Van Kampen, 2010; Pradhan
etal., 2011). Pour pallier cette difficulté il serait intéressant d’établir un seuil plus fiable pour le résultat
PCR, ou de multiplier les tests, ce qui est contraignant financiérement pour I'éleveur et pour le GDS.

Deuxiémement, parmi les résultats quantitatifs disponibles dans I'étude, trés peu de résultats
donnent les valeurs de Ct fortement positives ce qui correspond a des valeurs inférieures a 34 pour le
kit Adiagene et inférieures a 31 pour le kit IDvet. Au total seulement 425 animaux rentrent dans cette
catégorie soit 8% des génisses positives. De plus d’apres le laboratoire LABOCEA les résultats compris
entre des Ct de 34 et 45 pour le kit Adiagéne ou 31 et 40 pour le kit IDvet ne sont pas toujours
répétables. Cela implique donc que pour 92% des résultats positifs pour lesquels nous avons
I'information quantitative ne sont pas completement fiables. L'interprétation des résultats est donc
d’autant plus délicate.

Enfin la sonde utilisée ici dans les tests PCR est la sonde 1S900. Etant donné que cette sonde
peut entrainer des réactions croisées avec d’autres mycobactéries, il est possible que nos résultats
soient surévalués.

Quelle est la valeur informative de la sérologie ?

Dans notre étude, il a été difficile de dégager des informations sur le résultat sérologique a
cause du trés faible nombre de résultats positifs (110 animaux dont 95 avec I'information quantitative).

Cependant nous pouvons noter que nos résultats different légerement de la littérature. C'est
le cas pour le stade de lactation, en effet en test ELISA les résultats sont souvent plus élevés en début
de lactation (Nielsen & Toft, 2008) or nous n’obtenons pas de différence dans cette étude.

De méme le fait que les génisses n’ayant pas vélé soient présentes en plus grande proportion
parmi les animaux séropositifs nous interroge.

Ces résultats sont donc a interpréter délicatement vu la faible proportion de résultats
positifs.

Que peut-on retenir de I’étude pour le plan ?

Le premier résultat a retenir est que la PCR semble bien, en tout cas en partie étre prédictive
du résultat sérologique. Il est donc important de continuer a réformer les animaux positifs en PCR. Il
serait intéressant d’essayer de dégager un seuil en termes de Ct qui aurait une trés bonne concordance
avec le devenir sérologique.

70



Ce que I'on peut noter ensuite c’est que I'écart entre les dates de prélevements de la PCR et
de la sérologie ne semble pas avoir d'impact. Cela a pour conséquence pratique d’avoir une plus grande
souplesse pour la mise en place des chantiers de préléevements sur le terrain.

Pour améliorer le taux de détection des individus excréteurs en PCR il apparait intéressant de
faire les tests plus tard, autour de 2 ans. Cependant sur le terrain c’est plus difficilement réalisable
étant donné I'objectif mis en place lors du plan de détecter et de réformer les individus excréteurs
avant la mise a la reproduction.

Ensuite étant donné que les animaux issus de meres positives vis-a-vis de la paratuberculose
sont plus a risque d’étre excréteurs, un axe de la maitrise pourrait étre de sélectionner des lignées
d’animaux résistants a la paratuberculose.

Enfin que ¢a soit au niveau des résultats PCR ou des sérologies, on observe une baisse en
proportion des résultats positifs quand on s’éloigne de la date d’ouverture de plan dans es élevage.
Cela traduit une efficacité du plan de maitrise mis en place par le GDS bretagne méme si rapporter a
la taille de I'élevage la différence semble minime.
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4 Conclusion

L’'objectif principal de cette étude était d’évaluer la valeur prédictive d’'une PCR avant la mise
a la reproduction sur le devenir sérologique suite au vélage.

Pour ce faire nous avons dans un premier temps étudié individuellement les résultats PCR ainsi
que les facteurs pouvant en faire varier le résultat.

Ensuite nous avons fait de méme pour les résultats sérologiques.

Il en ressort qu’au niveau des tests séparément il n’y a que peu de facteurs qui font varier les
résultats. Nous pouvons noter que I'age et le fait d’appartenir a une lignée de bovin positifs vis-a-vis
de la paratuberculose ont un impact sur le résultat PCR.

Concernant |'objectif principal, nos résultats montrent que le résultat PCR et plus
particulierement un résultat positif est bien un facteur prédictif du résultat sérologique.

D’un point de vue opérationnel, nos résultats viennent conforter les pratiques qui sont déja
misent en place sur le terrain a savoir les conseils de mise a la réforme sur la base du résultat PCR et
|"appartenance a une lignée a risque vis-a-vis de la paratuberculose.

En ce qui concerne les perspectives de cette étude il serait intéressant de combiner les deux
volets du plan de maitrise de la paratuberculose actuel du GDS breton, a savoir la partie détection et
réforme précoce des excréteur étudiée dans cette étude avec le volet hygiene de gestion de I'infection
dans le pré-troupeau qui a fait I'objet d’un autre travail de these réalisé cette année. La combinaison
de ces deux volets permettrait d’avoir un regard d’ensemble du plan de maitrise et de pouvoir I'évaluer
dans sa globalité.
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PREDICTION DU STATUT SEROLOGIQUE VIS-A-VIS DE MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP
PARATUBERCULOSIS APRES LE VELAGE EN FONCTION DU STATUT PCR AVANT LA MISE A LA
REPRODUCTION

RESUME

L'objectif de cette étude était d’évaluer la valeur prédictive d’'une PCR avant la mise a la reproduction
sur le résultat sérologique réalisé apres le vélage vis-a-vis de Mycobacterium avium subsp
paratuberculosis.

Pour ce faire, nous avons eu acces aux données de 34341 génisses provenant de 1044 cheptels bretons
engagés dans le plan de maitrise de la paratuberculose mis en place dans sa version actuelle par le GDS
Bretagne en 2013. De plus, nous avions acces aux résultats sérologiques pour 11411 animaux parmi
ceux ayant eu une PCR. Il en ressort que les animaux ayant eu un résultat positif en PCR sont plus a
risque de devenir positifs en sérologie par la suite (OR = 6,4). Nos résultats ont aussi souligné une
efficacité du plan avec une diminution de la proportion des résultats positifs en PCR et en sérologie au
fil des ans. Pour les autres facteurs étudiés, nous n’avons pas pu mettre en évidence un impact sur les
résultats des tests.
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