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AVIS

de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail complété

relatif a « I'interprétation des résultats de titrages des anticorps antirabiques
chez des chiots faisant I'objet de mouvements commerciaux
en provenance d’Etats membres de I’'Union européenne vers la France»

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 28 février 2018 par la Direction générale de l'alimentation (DGAL) — Brigade
nationale d’enquéte vétérinaire et phytosanitaire (BNEVP) pour la réalisation de [I'expertise
suivante : « demande d’avis relatif a linterprétation des résultats de titrages des anticorps
antirabiques chez des chiots faisant I'objet de mouvements commerciaux en provenance d’Etats
membres de I'Union européenne vers la France ».

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

La reglementation relative aux échanges commerciaux de carnivores domestiques en provenance
d’autres Etats membres de I'Union européenne (UE) vers la France précise notamment que la
vaccination antirabique doit étre réalisée, préalablement a ces échanges, selon les modalités
suivantes : elle doit se faire a partir de 'dge de 12 semaines, et un délai minimal de 21 jours doit
étre respecté apres l'injection pour qu’elle soit considérée comme valable. Selon I'article 5.a. de la
directive 90/425, « l'autorité compétente peut, sur les lieux de destination des animaux ou des
produits vérifier par des contrbles vétérinaires par sondage et de nature non discriminatoire, le
respect des exigences de l'article 3 ; elle peut, & cette occasion, procéder a des prélévements
d'échantillons ».

La Brigade nationale d’enquétes vétérinaires et phytosanitaires (BNEVP) soupgonne que de
nombreux échanges et introductions de carnivores domestiques en provenance d’autres Etats
membres de I'UE vers la France sont réalisés sans respecter la réglementation européenne
concernant la vaccination antirabique. A partir des éléments recueillis lors d’enquétes judiciaires
pour lesquels des échantillons sanguins ont été prélevés, la BNEVP constate fréquemment que
30a 70 % d’animaux présentent un titre en anticorps antirabiques neutralisants inférieur a
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0,5 Ul/mL, suggérant un non-respect du protocole vaccinal. Des éléments d’enquéte ont été
étudiés en collaboration avec le Laboratoire de '’Anses a Nancy.

Selon les termes de la saisine, la BNEVP souhaiterait « disposer d’un protocole permettant, sur la
base des résultats d’analyse, de déterminer la conformité ou non du statut des animaux
composant le lot expédié au regard de la vaccination antirabique et permettant de déterminer si le
protocole vaccinal reglementaire (primo-vaccination a 12 semaines et délai de 21 jours) est
respecte.
Si un tel protocole était possible, il conviendrait de connaitre :

e le nombre minimum d’animaux constituant un lot et le pourcentage de chiens a prélever

dans un lot pour une meilleure interprétation des titrages sériques ;

e a partir de quel pourcentage de chiots pour lesquels le titrage est inférieur a 0,5 Ul/ml, il est
possible de conclure au non-respect du protocole vaccinal. »

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’Anses a confié au groupe de travail (GT) « Rage », rattaché au comité d’experts spécialisé
« SABA » (Santé et bien-étre des animaux), l'instruction de cette saisine, qui a été traitée en deux
temps :

e dans un premier temps, un appui scientifique et technique (AST) a été réalisé par le
Laboratoire national de référence (LNR) Rage de I'Anses-Nancy, sur la base d’une
recherche bibliographique et de linterprétation des résultats de titrages antirabiques
réalisés sur les lots de chiots contrdlés par la BNEVP ;

e dans un second temps, une expertise collective a été réalisée, sur la base des données de
I'AST, pour répondre a la question de la saisine. Les travaux du GT ont également porté
sur la question de la détermination de I'dge d’un chiot pour laquelle un rapporteur externe
a été sollicité sur cette question.

Les travaux d'expertise du GT ont été soumis au CES SABA, tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques, les 13 novembre 2018 et 19 février 2019. Le rapport a été
présenté au CES pour validation le 19 mars 2019. Le rapport produit par le GT en mars 2019 tient
compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Suite a I'envoi a la DGAL - BNEVP de l'avis du 25 avril 2019 et du rapport du GT de mars 2019, le
demandeur a, dans le cadre d’échanges par mail et lors d’'une réunion de restitution le 16 octobre
2019, posé une question complémentaire, portant « sur la possibilité ou non de déterminer, en
fonction du pourcentage de chiots dans un lot contrélé dont les titres sont < 0,5 Ul/mL, une
probabilité de présence d’une anomalie dont la recherche de l'origine, possiblement variée et
présentée dans le rapport, reviendra a la BNEVP (ex : 35 % de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité X
qu’il y ait une anomalie ; 40% de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité Y qu’il y ait une anomalie ; 50 % de
titres < 0.5 Ul/mL : probabilité Z qu’il y ait une anomalie quant au respect des procédures de la
vaccination [injection vaccinale]) ». Les experts se sont réunis les 15 novembre, 11 décembre
2019 et 13 janvier 2020 pour discuter cette question. Les travaux d’expertise ont été soumis au
CES SABA le 4 février 2020, tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques. Le rapport
d’expertise complété a été présenté au CES SABA pour validation le 3 mars 2020. Ce rapport
complété tient compte des observations et éléments complémentaires transmis par les membres
du CES.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de I'Anses (www.anses.fr).
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3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES ET GT RAGE

3.1. Argumentaire
3.1.1. Contexte : situation épidémiologique de la rage en Europe et aspects réglementaires

En Europe, la situation épidémiologique de la rage du Renard (Vulpes vulpes) et du Chien viverrin
(Nyctereutes procyonoides), seuls réservoirs du virus rabique [RABV] sur ce continent, est
satisfaisante. La majorité des pays d’Europe occidentale et centrale est indemne de rage selon les
critéres de I'OIE (Organisation mondiale de la santé animale), notamment I'lrlande, la Belgique, la
République tchéque, les Pays Bas et la France, mentionnés dans les données de la BNEVP. La
Bulgarie, la Slovaquie et la Hongrie sont des pays infectés de rage vulpine, les derniers cas ayant
été rapportés en 2014, 2015 et 2017, respectivement. En 2017-2018, 14 cas de rage d’origine
vulpine ont été rapportés en Roumanie, Pologne, Hongrie et Lituanie chez sept renards, deux
chiens, deux chévres, deux bovins et un chat.

D’un point de vue réglementaire, le respect des obligations détaillées dans le présent rapport
(cf. § 2.2) fait qu’'un carnivore domestique, dans le cadre des échanges commerciaux au sein de
'UE (sauf dérogation), ne peut étre introduit sur le territoire frangais qu'a I'age minimal de
15 semaines, accompagné d’un passeport attestant de son identification, réalisée a l'aide d’un
transpondeur préalablement & sa vaccination antirabique effectuée au plus t6t a I'age de
12 semaines.

Dans le cadre des échanges intracommunautaires, il n’est pas imposé d’épreuve de titrage des
anticorps antirabiques.

3.1.2. Détermination de I'dge des chiots1

La BNEVP mentionne que « l'apparence juvénile de ces animaux amene les enquéteurs a estimer
que leur age est inférieur a celui déclaré, et qu’ils ont donc été vaccinés a moins de
12 semaines ». Des chiots n’auraient régulierement pas les 15 semaines requises pour étre
introduits depuis d’autres Etats membres de 'UE. La question porte donc sur la détermination de
'age des chiots.

Durant la croissance, les chiots subissent de nombreuses évolutions, tant du point de vue
anatomique, morphologique (croissance osseuse, denture) que physiologique (maturation de
différents organes, parameétres physiologiques, hématologiques, biochimiques). Ces différentes
modifications ont lieu a des tranches d’age déterminées, mais sont accompagnées d’une variabilité
plus ou moins importante selon les critéres considérés (de quelques jours a plusieurs semaines ou
mois).

Dans le cadre de la saisine, la période d’age a considérer concerne les chiots de moins de quatre
mois, principalement ceux de deux a quatre mois. Les critéres les plus pertinents pour donner une
approximation de I'age dans ce contexte sont la prise en compte conjointe de I'aspect général, du
poids et de la denture des chiots. Cette estimation sera toutefois accompagnée d’'une incertitude
variable selon les cas. Les experts soulignent a ce titre que, lorsque la date de naissance d’un
chiot n’est pas connue, I'dge de ce chiot ne pourra étre qu’estimé par des indices concordants,
mais en aucun cas une valeur précise ne pourra étre donnée. Un second examen, pratiqué
environ deux a quatre semaines apres le premier (intervalle 8 moduler en fonction de la premiére
estimation), permettra cependant, sur la base de I'évolution de la dentition, de valider ou non les
premiéres estimations d’age.

3.1.3. Vaccination et titrages des anticorps antirabiques : données bibliographiques

Il ressort de I'analyse des données bibliographiques réalisée dans le rapport (cf. § 4) que la
vaccination contre la rage, administrée par voie parentérale, induit une réponse humorale se

1 Le terme « chiot » désigne les jeunes animaux avant la puberté
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traduisant par une production sérique d'anticorps neutralisants dirigés contre le virus rabique.
Chez les chiens primovaccinés, le pic d'anticorps antirabiques neutralisants est généralement
atteint environ un mois aprés la premiere stimulation antigénique. Cette réponse humorale est
influencée par plusieurs facteurs, notamment une variabilité individuelle importante et le vaccin
utilisé.

Les chiots peuvent présenter une réponse immunitaire a la vaccination antirabique dés I'age de
quatre semaines, en conditions expérimentales et de terrain. Chez des chiots issus d’'une meére
vaccinée, I'amplitude de la réponse sérologique peut étre similaire ou inférieure a celle des chiots
issus d’'une mére non vaccinée.

En revanche, la production d’anticorps ne semble pas influencée par I'dge du chiot lors de la
vaccination. Chez les animaux primovaccinés, l'observation d'un titre faible en anticorps
antirabiques est généralement associée au délai entre la vaccination et la réalisation du titrage
(titrage trop précoce ou trop tardif par rapport a la date de vaccination).

3.1.4. Analyse des résultats de titrages antirabiques réalisés sur les lots d’animaux
controlés par la BNEVP

Les données transmises a I'’Anses relatives aux 17 lots (ou dossiers judiciaires) contrdlés par la
BNEVP entre 2008 et 2018, incluent 946 animaux (937 chiens et neuf chats), parmi lesquels
645 animaux (639 chiots et six chats) ont un résultat sérologique (cf. § 5.2). Des analyses
univariées et multivariées ont été réalisées sur cet échantillon de 645 animaux dans I'objectif, en
réponse a la saisine, de rechercher une éventuelle relation entre les titres sérologiques et I'age
des animaux.

Différents paramétres ont été étudiés sur la population globale ayant un résultat sérologique et sur
les différents lots d’animaux, afin de dégager des tendances qui permettraient de pouvoir répondre
aux préoccupations de la BNEVP. Il convient de souligner que les interprétations sont assez
limitées et certainement biaisées du fait de peu de données fiables dans les dossiers, en
l'occurrence I'adge réel des animaux, et surtout la date de la vaccination. Toutes les études
réalisées dans le domaine de la sérologie rage sur des animaux primovaccinés soulignent que le
facteur déterminant pour interpréter les titres en anticorps de ces animaux est la prise en compte
du délai entre la vaccination et la prise de sang. Un résultat de sérologie ne peut étre interprété
qu’a partir de données fiables (animal effectivement vacciné, connaissance de la date de la primo-
vaccination, donc du délai entre la vaccination et la prise de sang, cf. § 4.2). En outre, les animaux
d’'un méme lot n'ont pas tous le méme historique sur les documents, et peuvent provenir de
différents pays. Des différences parfois importantes entre la date de I'inspection, et donc de
prélevement, et la date de départ sont constatées dans la quasi-totalité des lots. Enfin, les
données analysées n’ayant pas été collectées a des fins d’analyse statistique, elles sont de fait
trés hétérogénes. Il en résulte un manque d’ajustement du modéle aux données.

Concernant les résultats des analyses univariées, les résultats globaux des tifres en anticorps
antirabiques sur les 645 animaux testés montrent que 51 % d’entre eux ont produit une réponse
immunitaire a un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL, avec une variabilité des titres individuels
importante. Ce résultat est trés inférieur aux données de la littérature qui rapportent des
pourcentages de l'ordre de 85 %, y compris chez des chiots 4gés de moins de 12 semaines
(cf. § 4.4). On peut considérer que ces chiens ayant un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL ont été
vaccinés et que la date de la prise de sang a été compatible avec la mise en évidence d’anticorps
antirabiques. Cependant, le titre ainsi obtenu ne signifie pas que le délai minimal de 21 jours entre
la vaccination et le titrage des anticorps a été respecté. Parmi les 49 % d’animaux ayant présenté
un titre inférieur a 0,5 Ul/mL, prés de la moitié (répartis dans 15 lots) ont un titre proche de 0 Ul/mL
(inférieur a 0,1 Ul/mL) et n'ont probablement pas été vaccinés, ou ils 'ont été a proximité du jour
du départ. L’autre moitié des animaux présente des titres en anticorps compris entre 0,1 et
0,5 Ul /mL, suggérant que ces animaux ont été vaccinés.
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Aucun lot n'est complétement conforme réglementairement pour 'd4ge des chiots au moment de
'inspection. Les données analysées ont montré que la conformité d’age a elle seule ne peut pas
expliquer un résultat sérologique. Inversement, un titre en anticorps, qu'’il soit supérieur ou inférieur
a 0,5 Ul/mL, ne permet pas de définir si un animal est conforme ou non en age, ce constat étant
également valable pour un lot d’animaux.

La grande hétérogénéité des titres observés pour un méme pays, retrouvée sur plusieurs lots,
montre qu’aucun pays ne peut étre particulierement visé par des contréles. Les autres analyses, y
compris celles des titres en anticorps en fonction des délais entre les dates de vaccination et de
prise de sang et/ou entre dates de départ (dont on peut supposer qu’elle pourrait
approximativement correspondre a une date de vaccination) et de prise de sang, ne permettent
pas de dégager de tendance utilisable pour répondre a la saisine.

Concernant les analyses multivariées, des modéles intégrant toutes les combinaisons possibles
parmi les variables explicatives testées ont été construits et comparés afin d’expliquer les valeurs
des titres en anticorps antirabiques. L’age du chien n’a pas pu étre considéré compte-tenu de la
non harmonisation du format de ces données dans les fichiers fournis. Le modéle sélectionné qui
expliquait le mieux les données intégrait 'ensemble des variables présentées. Toutefois, il résulte
de I'hétérogénéité et du manque de fiabilité des données, mentionnés ci-dessus, un manque
d’ajustement des modeéles aux données qui n’a pas permis d’obtenir des résultats exploitables.

En conclusion, les questionnements de la saisine se référent a des lots, qui correspondent a des
dossiers judiciaires et non a des groupes d’animaux réunis en fonction de critéres scientifiques ou
méthodologiques définis, ou a des animaux tirés au sort au sein d’'une population. Les lots de la
saisine ne sont pas homogenes, ils sont de taille variable et avec des animaux en provenance de
différents pays. Par ailleurs, les lots comportent des animaux conformes et non conformes en age
(d’aprés les estimations des experts chargés d’examiner les chiots).

L’étude des 17 lots de carnivores domestiques théoriquement vaccinés contre la rage, en
provenance de certains Etats membres et introduits en France, suggeére une couverture vaccinale
globalement insuffisante, avec une grande hétérogénéité selon les lots.

Les non conformités (non-respect de I'dge minimum a la vaccination et/ou non-respect de la
période d’attente minimale de 21 jours apres la vaccination) ne sont pas déductibles des résultats
de sérologie, sauf lorsque, dans un lot, la totalité des animaux testés posséde des titres proches
du seuil de 0 Ul/mL signifiant que les animaux n’ont pas été vaccinés. Le non-respect du délai de
21 jours peut expliquer I'obtention de titres inférieurs a 0,5 Ul/mL, mais sans que ce soit la seule
cause possible (animaux mauvais répondeurs...). Les résultats de sérologie ne permettent pas,
qui plus est, sur de tels lots non homogénes dont les dates ne sont pas fiables (date de naissance
et de vaccination en particulier), d’objectiver I'origine de la fraude, sauf s’il s’agit de détecter si des
lots entiers de chiens sont complétement dépourvus d’anticorps.

Ainsi, un titre en anticorps, quel qu’il soit :

- ne permet pas de prédire qu'un animal est conforme ou non en age,

- ne permet pas de prédire que la vaccination a été réalisée a 'dge minimal de 12
semaines et que le délai minimal de 21 jours entre la vaccination et la prise de sang a été
respecte.

3.2. Réponse aux questions

3.2.1. Question initiale de la saisine

Concernant la pertinence de réaliser un protocole permettant de déterminer la conformité ou non
du statut des animaux composant le lot expédié, les experts soulignent les points suivants :
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e la réglementation européenne prévoit que chaque chiot ou chaton soumis a des
échanges commerciaux intracommunautaires ait fait I'objet d'une vaccination
antirabique répondant aux exigences de validité énoncées a I'annexe lll du réglement
(UE) n° 576/2013 (cf. § 2.2 du rapport) ;

e contrairement aux importations depuis des pays tiers dans lesquels le risque rabique
n’est pas maitrisé, ces exigences n’incluent pas un titrage des anticorps antirabiques
(cf. § 2.2 du rapport). Dans le cadre de la présente saisine, ce titrage est demandé par
les enquéteurs francais, a leur initiative, afin de vérifier si les exigences de validité de la
vaccination ont été respectées ou non ;

e un titrage des anticorps antirabiques, lorsqu’il est exigé dans le cadre des échanges
avec des pays tiers, est effectué au moins 30 jours aprés la vaccination, et vise a
vérifier que I'animal est valablement protégé (titre supérieur ou égal 0,5 Ul/mL) contre
la rage. En effet, un animal présentant un titre supérieur ou égal 0,5 Ul/mL a une
probabilité trés élevée de survivre a une contamination rabique ultérieure (cf. § 4.2 du
rapport). En pratique, dans ce cadre, lorsqu'un animal présente un titre inférieur
a 0,5 Ul/mL, une nouvelle vaccination antirabique est réalisée, qui conduit trés
généralement a une augmentation du titre au-dela de 0,5 Ul/mL comme le rapporte la
littérature (cf. § 4.2 du rapport) ;

e de I'analyse bibliographique, il ressort qu’un titrage des anticorps antirabiques ne peut
étre interprété qu’a partir de données fiables concernant I'animal testé, i.e. son age, la
date de vaccination et le délai entre cette vaccination et la prise de sang. Or, dans le
cadre des contrbles de chiots et chatons objets de la saisine, il existe un manque de
fiabilité des données présentées sur les documents accompagnant les animaux ;

o il existe, en outre, pour un vaccin donné, une variabilité liée, d’'une part, a la méthode
de titrage par séroneutralisation (le titre calculé pouvant varier d’'un laboratoire a I'autre)
et, d’autre part, a la réponse de chaque individu a la vaccination antirabique (cf. § 4.3
du rapport) ;

e un titre en anticorps antirabiques, quel qu’il soit, ne permet pas de conclure sur I'dge
d’'un animal. En particulier les chiots trés jeunes (a partir de quatre semaines) peuvent
répondre a la vaccination antirabique ;

e un titre inférieur a 0,5 Ul/mL n’exclut pas la réalisation effective d’'une primovaccination
antirabique, de méme qu’un titre proche de 0,5 Ul/mL (qu’il soit plus faible ou plus
élevé) n'implique pas que le délai requis entre la vaccination et le mouvement de
I'animal ait été respecté ;

e un titre en anticorps antirabique, quel qu’il soit, ne permet pas de prédire que la
vaccination a bien été réalisée a partir de 'dge de 12 semaines et que le délai de
21 jours minimum entre la vaccination et le mouvement de I'animal vers la France a été
respecté.

En conclusion, le titrage des anticorps antirabiques ne constitue pas un indicateur pertinent pour
montrer le non-respect de la réglementation relative a la vaccination antirabique dans le cadre
d’échanges commerciaux intracommunautaires de carnivores domestiques introduits en France.

Par conséquent, les experts considérent qu’aucun protocole d’échantillonnage des chiots
ne permettrait, sur la base du titrage des anticorps neutralisants antirabiques, de
déterminer si le protocole vaccinal réglementaire (primovaccination a partir de I’'age de
12 semaines et délai de 21 jours minimum) a été, ou non, respecté.

3.2.2. Question complémentaire

En théorie, il est possible de déterminer, par une méthode statistique (test binomial), le nhombre
minimum de chiots d'un lot testé dans sa totalité devant présenter un titre supérieur ou égal
0,5 Ul/mL pour que ce lot soit considéré concordant avec les populations de chiens issues de la
littérature.
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Toutefois, pour pouvoir faire une interprétation statistique, il faudrait que le lot analysé ait les
mémes caractéristiques en termes d’hétérogénéité que les populations issues de la littérature, et
soient comparables en termes d’état sanitaire et d’influence de facteurs de stress.

Les caractéristiques des lots de chiots contrélés par la BNEVP différent des populations de chiens
des quatre études retenues. En effet, ces lots contrélés incluent des chiots, qui présentent
frequemment un état général plus ou moins altéré, sont non ou mal sevrés, éventuellement
parasités, parfois malades, et stressés par des transports longs et récents (pour leur introduction
en France, voire pour le transport de I'élevage a I'opérateur dans le pays d’origine). Les experts
soulignent que I'état sanitaire des chiots est un élément majeur dans la mesure ou, quelle que soit
la pratique vaccinale, une altération de I'état sanitaire peut entrainer une difficulté d’interprétation
des titrages. La réponse vaccinale peut étre altérée a un niveau variable et non quantifiable. En
outre, les modalités de constitution d’'un lot n’auront pas d’influence sur ce facteur sanitaire. De
plus, de méme que la date de naissance, la date effective de la vaccination, lorsqu’elle a été
réalisée, est incertaine. Ces facteurs contribuent a une réponse vaccinale possiblement moindre
(cf. § 4.3.6 du rapport), a un niveau difficilement quantifiable.

En outre, dans les 17 lots de la BNEVP analysés, il existe réegulierement des grappes de chiots
d’'une méme race et d’'une méme origine (exemples : fratrie, méme élevage, élevages différents
mais soumis a de mémes pratiques, efc.), ce qui conduit a des répétitions qui influencent les
résultats du test statistique, et ce d’autant plus que les lots sont de petite taille. Cela se retrouvera
sans doute dans les lots controlés.

De plus, il existe un niveau d’incertitude élevé sur les caractéristiques du lot contrdlé du fait de la
falsification de certains documents : en effet, certains chiots ne proviennent pas du pays d’origine
mentionné sur les documents officiels les accompagnant. En outre, un méme opérateur expéditeur
pourra avoir des chiots de différentes origines (différents éleveurs, particuliers), de différents ages,
et obtenus a des moments différents.

Par conséquent, les populations étudiées dans la littérature et les populations de chiots
contrélées par la BNEVP ne sont pas comparables, de méme que leurs pourcentages
respectifs de titres en anticorps antirabiques. Il n’est donc pas possible de déterminer, en
fonction du pourcentage de chiots dans un lot contrélé dont les titres sont inférieurs a
0,5 Ul/mL, une probabilité de présence d’'une anomalie, liée ou non a la pratique vaccinale.

Les experts notent que, dans I’hypothése ou une comparaison aurait été envisageable (chiots non
stressés, tous en bonne santé, pas de fratrie, ni méme éleveur dans le lot...), des résultats
concordants n’auraient pas permis d’exclure une pratique frauduleuse (tels des chiots non
vaccinés ou vaccinés sans respecter 'dge minimal de 12 semaines et/ou le délai de 21 jours avant
introduction).

3.3. Incertitudes

Dans le cadre de la présente saisine, les incertitudes, impactant 'analyse des données transmises
par la BNEVP, sont principalement associées a (1) la détermination de I'dge des chiots, qui ne
peut étre réalisée que sur la base d’indices concordants (aspect général et denture principalement)
et sera fournie dans une fourchette variable en fonction de l'dge présumé de l'animal, et
(2) l'interprétation du titre en anticorps antirabiques, liée essentiellement au manque de fiabilité de
la date de vaccination, donc du délai entre vaccination et titrage des anticorps antirabiques, ainsi
gu’a I'état sanitaire des animaux.

Il convient de souligner que ces incertitudes n’impactent pas la réponse aux questions. En
effet, méme si elles étaient levées, elles ne remettraient pas en cause la non pertinence du titre en
anticorps antirabiques en tant qu’indicateur pour le protocole visant a montrer que les chiots
importés ne respectent pas les exigences réglementaires vis-a-vis de la vaccination antirabique.
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3.4. Conclusions du groupe de travail

Dans le cadre d’échanges commerciaux intracommunautaires de carnivores domestiques en
provenance d’autres Etats membres de 'UE vers la France, des lots de chiots (et quelques
chatons) sont introduits chaque année en France. Lors de contréles de ces lots, la BNEVP
soupgonne un non-respect récurrent de la réglementation : des animaux n’auraient pas l'age
requis de 15 semaines minimum, et le protocole de vaccination antirabique ne serait pas respecté
en dépit des attestations figurant sur les documents d’accompagnement des animaux
(passeports).

Les données bibliographiques et les résultats de I'analyse des données de 17 lots contrdlés par la
BNEVP ont conduit les experts a conclure que le titre des anticorps antirabiques ne constituait pas
un indicateur pertinent pour (i) servir de base a I'élaboration d’'un protocole destiné a montrer le
non-respect de la réglementation et (ii) déterminer, en fonction du pourcentage de chiots dans un
lot contrélé dont les titres sont inférieurs a 0,5 Ul/mL, une probabilité de présence d’'une anomalie,
liée ou non a la pratique vaccinale.

Les experts soulignent les points d’attention suivants :

o [I'estimation de I'age d’un chiot peut étre réalisée, basée principalement sur I'aspect général
et la denture. Elle donne une fourchette d’age plus ou moins large selon l'individu. Si elle
ne permet pas d’attester formellement qu’'un chiot est 4gé ou non de 15 semaines, elle
conduit cependant a identifier d’'emblée des animaux beaucoup plus jeunes. Le cas
échéant, une deuxiéme expertise de I'dge quelques semaines aprés la premiére, lorsqu’elle
est possible, peut permettre d’affiner cette estimation de I'dge et de confirmer que I'animal
était trop jeune au moment de son importation.

Malgré le caractére approximatif de cette estimation, ce critére mériterait d’étre davantage
pris en compte pour évaluer le respect ou non de la réglementation de la vaccination
antirabique ;

e le GT rappelle I'importance du respect des dispositions de I'arrété du 3 avril 2014 (Annexe
I, chapitre 1V, Soins aux animaux) imposant un contrdle de I'état sanitaire des animaux a
leur réception dans I'établissement et son suivi, notamment durant la période d’'isolement
réglementaire. De plus, il convient de rappeler I'obligation de déclarer a la DDecPP toute
suspicion de rage en cas de constatation de signes susceptibles d’étre rapportés a cette
maladie (art. R223-25 du Code rural et de la péche maritime) et, en cas de déces de
I'animal, une recherche de virus rabique devra étre réalisée par un laboratoire agréé pour
le diagnostic de la rage ;

e la santé et, plus largement, le bien-étre des chiots importés, devraient également étre pris
en compte, notamment s'il s’agit d’animaux jugés trop jeunes. A ce titre, le réglement
(CE) n°1/2005 relatif a la protection animale prévoit que les chiots et chatons ne puissent
étre transportés qu’a partir de 'dge de huit semaines (sauf s’ils sont accompagnés de leur
meére) et que tous les animaux soient aptes au transport.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de 'environnement et du travail endosse
les conclusions du GT Rage relatives a linterprétation des résultats de titrages des anticorps
antirabiques chez des chiots faisant I'objet de mouvements commerciaux en provenance d’Etats
membres de I'Union européenne vers la France.

Dr Roger Genet
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Expertise collective : synthése de I’'argumentaire et conclusions

1 Contexte et modalités d’expertise

La réglementation relative aux échanges commerciaux de carnivores domestiques en provenance
d’autres Etats membres de I'Union européenne (UE) vers la France précise notamment que la
vaccination antirabique doit étre réalisée, préalablement a ces échanges, selon les modalités
suivantes : elle doit se faire a partir de 'age de 12 semaines, et un délai de 21 jours minimum doit
étre respecté aprés I'injection pour qu’elle soit considérée comme valable. Selon l'article 5.a. de
la directive 90/425, « l'autorité compétente peut, sur les lieux de destination des animaux ou des
produits vérifier par des contrbles vétérinaires par sondage et de nature non discriminatoire, le
respect des exigences de l'article 3 ; elle peut, a cette occasion, procéder a des prélevements
d'échantillons ».

La Brigade nationale d’enquétes vétérinaires et phytosanitaires (BNEVP) soupg¢onne un non-
respect de la reglementation européenne concernant la vaccination antirabique dans le cadre de
nombreux mouvements commerciaux. A partir des éléments recueillis lors d’enquétes judiciaires
pour lesquels des échantillons sanguins ont été prélevés, la BNEVP constate fréquemment que
30 a 70 % d’animaux présentent un titre en anticorps antirabiques neutralisants inférieur a
0,5 Ul/mL, suggérant un non-respect du protocole vaccinal.

Selon les termes de la saisine, la BNEVP souhaiterait « disposer d’un protocole permettant, sur
la base des résultats d’analyse, de déterminer la conformité ou non du statut des animaux
composant le lot expédié au regard de la vaccination antirabique et permettant de déterminer si
le protocole vaccinal réglementaire (primo-vaccination a 12 semaines et délai de 21 jours) est
respecté. Si un tel protocole était possible, il conviendrait de connaitre (1) le nombre minimum
d’animaux constituant un lot et le pourcentage de chiens a prélever dans un lot pour une meilleure
interprétation des titrages sériques ; (2) a partir de quel pourcentage de chiots pour lesquels le
titrage est inférieur a 0,5 Ul/ml, il est possible de conclure au non-respect du protocole vaccinal. »

L’Anses a confié au groupe de travail (GT) « Rage », rattaché au comité d’experts spécialisé
Santé et bien-étre des animaux (CES « SABA »), l'instruction de cette saisine qui a été traitée en
deux temps. Dans un premier temps, un appui scientifique et technique (AST) a été réalisé par le
Laboratoire national de référence (LNR) Rage de I’Anses-Nancy, sur la base d’'une recherche
bibliographique et de l'interprétation des résultats de titrages des anticorps antirabiques réalisés
sur les lots de chiots contrdlés par la BNEVP. Dans un second temps, une expertise collective a
été réalisée, sur la base des données de I'AST, pour répondre a la question de la saisine. Les
travaux du GT ont également porté sur la question de la détermination de I'’Age d’un chiot, pour
laquelle un rapporteur externe a été sollicité.

Suite a I'envoi a la BNEVP et a la DGAL de l'avis du 25 avril 2019 et du rapport du GT de mars
2019, le demandeur a posé une question complémentaire, portant « sur la possibilité ou non de
déterminer, en fonction du pourcentage de chiots dans un lot contrélé dont les titres sont <
0,5 Ul/mL, une probabilité de présence d’une anomalie dont la recherche de [origine,
possiblement variée et présentée dans le rapport, reviendra a la BNEVP (ex : 35 % de titres < 0.5
Ul/mL : probabilité X qu'il y ait une anomalie ; 40% de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité Y qu’il y ait
une anomalie ; 50 % de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité Z qu'il y ait une anomalie quant au respect
des procédures de la vaccination [injection vaccinale]) ». L'expertise collective a conduit a I'ajout
d’'une réponse complémentaire au paragraphe 6.2 du rapport complété du 3 mars 2020.

Les travaux d’expertise du GT ont été soumis régulierement au CES SABA, tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques. Le rapport complété produit par le GT tient compte des
observations et éléments complémentaires transmis par les membres du CES. Ces travaux sont
ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.
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2 Argumentaire
2.1 Contexte : situation épidémiologique de la rage en Europe et aspects réglementaires

En Europe, la situation épidémiologique de la rage du Renard (Vulpes vulpes) et du Chien viverrin
(Nyctereutes procyonoides), seuls réservoirs du virus rabique [RABV] sur ce continent, est
satisfaisante. La majorité des pays d’Europe occidentale et centrale est indemne de rage selon
les criteres de I'OIE (Organisation mondiale de la santé animale), notamment l'lrlande, la
Belgique, la République tcheque, les Pays Bas et la France, mentionnés dans les données de la
BNEVP. La Bulgarie, la Slovaquie et la Hongrie sont des pays infectés de rage vulpine, les
derniers cas ayant été rapportés en 2014, 2015 et 2017, respectivement. En 2017-2018, 14 cas
de rage d’origine vulpine ont été rapportés en Roumanie, Pologne, Hongrie et Lituanie chez sept
renards, deux chiens, deux chévres, deux bovins et un chat.

D’un point de vue réglementaire, le respect des obligations détaillées dans le présent rapport
(cf. § 2.2) fait qu’'un carnivore domestique, dans le cadre des échanges commerciaux au sein
de 'UE (sauf dérogation), ne peut étre introduit sur le territoire francgais qu’a I'dge minimal de
15 semaines, accompagné d’un passeport attestant de son identification, réalisée a I'aide d'un
transpondeur préalablement a sa vaccination antirabique effectuée au plus té6t a I'age de
12 semaines.

Dans le cadre des échanges intracommunautaires, il n’est pas imposé d’épreuve de titrage des
anticorps antirabiques.

2.2 Détermination de I'Age des chiots?

La BNEVP mentionne que « 'apparence juvénile de ces animaux améene les enquéteurs a estimer
que leur age est inférieur a celui déclaré, et qu’ils ont donc été vaccinés a moins de 12 semaines ».
Des chiots n’auraient régulierement pas les 15 semaines requises pour étre introduits depuis
d’autres Etats membres de 'UE. La question porte donc sur la détermination de I'age des chiots.

Durant la croissance, les chiots subissent de nombreuses évolutions, tant du point de vue
anatomique, morphologique (croissance osseuse, denture) que physiologique (maturation de
différents organes, parameétres physiologiques, hématologiques, biochimiques). Ces différentes
modifications ont lieu a des tranches d’age déterminées, mais sont accompagnées d’une
variabilité plus ou moins importante selon les critéres considérés (de quelques jours a plusieurs
semaines ou mois).

Dans le cadre de la saisine, la période d’age a considérer concerne les chiots de moins de quatre
mois, principalement ceux de deux a quatre mois. Les critéres les plus pertinents pour donner une
approximation de I'dge dans ce contexte sont la prise en compte conjointe de I'aspect général, du
poids et de la denture des chiots. Cette estimation sera toutefois accompagnée d’une incertitude
variable selon les cas. Les experts soulignent a ce titre que, lorsque la date de naissance d’un
chiot n'est pas connue, 'dge de ce chiot ne pourra étre qu’estimé par des indices concordants,
mais en aucun cas une valeur précise ne pourra étre donnée. Un second examen, pratiqué
environ deux a quatre semaines aprés le premier (intervalle a moduler en fonction de la premiére
estimation), permettra cependant, sur la base de I'évolution de la dentition, de valider ou non les
premiéres estimations d’age.

2.3 Vaccination et titrages des anticorps antirabiques : données bibliographiques

Il ressort de I'analyse des données bibliographiques réalisée dans le rapport (cf. § 4) que la
vaccination contre la rage, administrée par voie parentérale, induit une réponse humorale se
traduisant par une production sérique d'anticorps neutralisants dirigés contre le virus rabique.
Chez les chiens primovaccinés, le pic d'anticorps antirabiques neutralisants est généralement
atteint environ un mois aprés la premiére stimulation antigénique. Cette réponse humorale est

1 Le terme « chiot » désigne les jeunes animaux avant la puberté
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influencée par plusieurs facteurs, notamment une variabilité individuelle importante et le vaccin
utilisé.

Les chiots peuvent présenter une réponse immunitaire a la vaccination antirabique dés I'age de
quatre semaines, en conditions expérimentales et de terrain. Chez des chiots issus d’'une mére
vaccinée, 'amplitude de la réponse sérologique peut étre similaire ou inférieure a celle des chiots
issus d’'une mére non vaccinée.

En revanche, la production d’anticorps ne semble pas influencée par I'age du chiot lors de la
vaccination. Chez les animaux primovaccinés, l'observation d’'un titre faible en anticorps
antirabiques est généralement associée au délai entre la vaccination et la réalisation du titrage
(titrage trop précoce ou trop tardif par rapport a la date de vaccination).

2.4 Analyse des résultats de titrages antirabiques réalisés sur les lots d’animaux contrblés
par la BNEVP

Les données transmises a I’Anses relatives aux 17 lots (ou dossiers judiciaires) contrélés par la
BNEVP entre 2008 et 2018, incluent 946 animaux (937 chiens et neuf chats), parmi lesquels
645 animaux (639 chiots et six chats) ont un résultat sérologique (cf. § 5.2). Des analyses
univariées et multivariées ont été réalisées sur cet échantillon de 645 animaux dans I'objectif, en
réponse a la saisine, de rechercher une éventuelle relation entre les titres sérologiques et 'adge
des animaux.

Différents parameétres ont été étudiés sur la population globale ayant un résultat sérologique et
sur les différents lots d’animaux, afin de dégager des tendances qui permettraient de pouvoir
répondre aux préoccupations de la BNEVP. Il convient de souligner que les interprétations sont
assez limitées et certainement biaisées du fait de peu de données fiables dans les dossiers, en
l'occurrence I'age réel des animaux, et surtout la date de la vaccination. Toutes les études
réalisées dans le domaine de la sérologie rage sur des animaux primovaccinés soulignent que le
facteur déterminant pour interpréter les titres en anticorps de ces animaux est la prise en compte
du délai entre la vaccination et la prise de sang. Un résultat de sérologie ne peut étre interprété
qu’a partir de données fiables (animal effectivement vacciné, connaissance de la date de la primo-
vaccination, donc du délai entre la vaccination et la prise de sang, cf. § 4.2). En outre, les animaux
d’un méme lot n'ont pas tous le méme historique sur les documents, et peuvent provenir de
différents pays. Des différences parfois importantes entre la date de l'inspection, et donc de
prélevement, et la date de départ sont constatées dans la quasi-totalité des lots. Enfin, les
données analysées n'ayant pas été collectées a des fins d’analyse statistique, elles sont de fait
trés hétérogénes. Il en résulte un manque d’ajustement du modéle aux données.

Concernant les résultats des analyses univariées, les résultats globaux des fitres en anticorps
antirabiques sur les 645 animaux testés montrent que 51 % d’entre eux ont produit une réponse
immunitaire a un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL, avec une variabilité des titres individuels
importante. Ce résultat est trés inférieur aux données de la littérature qui rapportent des
pourcentages de I'ordre de 85 %, y compris chez des chiots 4gés de moins de 12 semaines
(cf. § 4.4). On peut considérer que ces chiens ayant un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL ont été
vaccinés et que la date de la prise de sang a été compatible avec la mise en évidence d’anticorps
antirabiques. Cependant, le titre ainsi obtenu ne signifie pas que le délai minimal de 21 jours entre
la vaccination et le titrage des anticorps a été respecté. Parmi les 49 % d’animaux ayant présenté
un titre inférieur a 0,5 UI/mL, prés de la moitié (répartis dans 15 lots) ont un titre proche de 0 Ul/mL
(inférieur a 0,1 Ul/mL) et n’ont probablement pas été vaccinés, ou ils I'ont été a proximité du jour
du départ. L'autre moitié des animaux présente des titres en anticorps compris entre 0,1 et
0,5 Ul /mL, suggérant que ces animaux ont été vaccinés.

Aucun lot n’est complétement conforme réglementairement pour I'4ge des chiots au moment de
inspection. Les données analysées ont montré que la conformité d’age a elle seule ne peut pas
expliquer un résultat sérologique. Inversement, un titre en anticorps, qu’il soit supérieur ou
inférieur a 0,5 Ul/mL, ne permet pas de définir si un animal est conforme ou non en age, ce constat
étant également valable pour un lot d’animaux.
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La grande hétérogénéité des titres observés pour un méme pays, retrouvée sur plusieurs lots,
montre qu’aucun pays ne peut étre particuliérement visé par des contrbles. Les autres analyses,
y compris celles des titres en anticorps en fonction des délais entre les dates de vaccination et de
prise de sang et/ou entre dates de départ (dont on peut supposer qu'elle pourrait
approximativement correspondre a une date de vaccination) et de prise de sang, ne permettent
pas de dégager de tendance utilisable pour répondre a la saisine.

Concernant les analyses multivariées, des modéles intégrant toutes les combinaisons
possibles parmi les variables explicatives testées ont été construits et comparés afin d’expliquer
les valeurs des titres en anticorps antirabiques. L’age du chien n’a pas pu étre considéré compte-
tenu de la non harmonisation du format de ces données dans les fichiers fournis. Le modéle
sélectionné qui expliquait le mieux les données intégrait 'ensemble des variables présentées.
Toutefois, il résulte de I'hétérogénéité et du manque de fiabilité des données, mentionnés ci-
dessus, un manque d’ajustement des modéles aux données qui n’a pas permis d’obtenir des
résultats exploitables.

En conclusion, les questionnements de la saisine se référent a des lots, qui correspondent a des
dossiers judiciaires et non a des groupes d’animaux réunis en fonction de critéres scientifiques ou
méthodologiques définis, ou a des animaux tirés au sort au sein d’'une population. Les lots de la
saisine ne sont pas homogeénes, ils sont de taille variable et avec des animaux en provenance de
différents pays. Par ailleurs, les lots comportent des animaux conformes et non conformes en age
(d’aprés les estimations des experts chargés d’examiner les chiots).

L’étude des 17 lots de carnivores domestiques théoriquement vaccinés contre la rage, en
provenance de certains Etats membres et introduits en France, suggére une couverture vaccinale
globalement insuffisante, avec une grande hétérogénéité selon les lots.

Les non conformités (non-respect de I'dge minimum a la vaccination et/ou non-respect de la
période d’attente minimale de 21 jours aprés la vaccination) ne sont pas déductibles des résultats
de sérologie, sauf lorsque, dans un lot, la totalité des animaux testés posséde des titres proches
du seuil de 0 Ul/mL signifiant que les animaux n’ont pas été vaccinés. Le non-respect du délai de
21 jours peut expliquer I'obtention de titres inférieurs a 0,5 Ul/mL, mais sans que ce soit la seule
cause possible (animaux mauvais répondeurs...). Les résultats de sérologie ne permettent pas,
qui plus est, sur de tels lots non homogénes dont les dates ne sont pas fiables (date de naissance
et de vaccination en particulier), d’objectiver 'origine de la fraude, sauf s’il s’agit de détecter si des
lots entiers de chiens sont complétement dépourvus d’anticorps.

Ainsi, un titre en anticorps, quel qu’il soit :

- ne permet pas de prédire qu'un animal est conforme ou non en age,

- ne permet pas de prédire que la vaccination a été réalisée a 'age minimal de 12 semaines
et que le délai minimal de 21 jours entre la vaccination et la prise de sang a été respecté.

3 Réponse aux questions
3.1 Question initiale de la saisine

Concernant la pertinence de réaliser un protocole permettant de déterminer la conformité ou non
du statut des animaux composant le lot expédié, les experts soulignent les points suivants :

- la réglementation européenne prévoit que chaque chiot ou chaton soumis a des échanges
commerciaux intracommunautaires ait fait I'objet d’'une vaccination antirabique répondant aux
exigences de validité énoncées a l'annexe Il du réglement (UE) n° 576/2013 (cf. § 2.2 du
rapport) ;

- contrairement aux importations depuis des pays tiers dans lesquels le risque rabique n’est pas
maitrisé, ces exigences n’incluent pas un titrage des anticorps antirabiques (cf. § 2.2 du rapport).
Dans le cadre de la présente saisine, ce titrage est demandé par les enquéteurs frangais, a leur
initiative, afin de vérifier si les exigences de validité de la vaccination ont été respectées ou non ;

- un titrage des anticorps antirabiques, lorsqu’il est exigé dans le cadre des échanges avec des
pays tiers, est effectué au moins 30 jours aprés la vaccination, et vise a vérifier que I'animal est
valablement protégé (titre supérieur ou égal 0,5 Ul/mL) contre la rage. En effet, un animal
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présentant un titre supérieur ou égal 0,5 Ul/mL a une probabilité trés élevée de survivre a une
contamination rabique ultérieure (cf. § 4.2 du rapport). En pratique, dans ce cadre, lorsqu’un
animal présente un titre inférieur a 0,5 Ul/mL, une nouvelle vaccination antirabique est réalisée,
qui conduit trés généralement & une augmentation du titre au-dela de 0,5 Ul/mL comme le
rapporte la littérature (cf. § 4.2 du rapport) ;

- de I'analyse bibliographique, il ressort qu'un titrage des anticorps antirabiques ne peut étre
interprété qu’a partir de données fiables concernant I'animal testé, i.e. son age, la date de
vaccination et le délai entre cette vaccination et la prise de sang. Or, dans le cadre des contrbles
de chiots et chatons objets de la saisine, il existe un manque de fiabilité des données présentées
sur les documents accompagnant les animaux ;

- il existe, en outre, pour un vaccin donné, une variabilité liée, d’'une part, a la méthode de titrage
par séroneutralisation (le titre calculé pouvant varier d’'un laboratoire a 'autre) et, d’autre part, a
la réponse de chaque individu a la vaccination antirabique (cf. § 4.3 du rapport) ;

- un titre en anticorps antirabiques, quel qu'il soit, ne permet pas de conclure sur 'age d’'un animal.
En particulier les chiots trés jeunes (a partir de quatre semaines) peuvent répondre a la
vaccination antirabique ;

- un titre inférieur a 0,5 Ul/mL n’exclut pas la réalisation effective d’'une primovaccination
antirabique, de méme qu’'un titre proche de 0,5 Ul/mL (qu’il soit plus faible ou plus élevé)
n'implique pas que le délai requis entre la vaccination et le mouvement de I'animal ait été
respecté ;

- un titre en anticorps antirabique, quel qu’il soit, ne permet pas de prédire que la vaccination a
bien été réalisée a partir de 'age de 12 semaines et que le délai de 21 jours minimum entre la
vaccination et le mouvement de I'animal vers la France a été respecté.

En conclusion, le titrage des anticorps antirabiques ne constitue pas un indicateur pertinent pour
montrer le non-respect de la réglementation relative a la vaccination antirabique dans le cadre
d’échanges commerciaux intracommunautaires de carnivores domestiques introduits en France.

Par conséquent, les experts considérent qu’aucun protocole d’échantillonnage des chiots
ne permettrait, sur la base du titrage des anticorps neutralisants antirabiques, de
déterminer si le protocole vaccinal réglementaire (primovaccination a partir de I’age de
12 semaines et délai de 21 jours minimum) a été, ou non, respecté.

3.2 Question complémentaire

En théorie, il est possible de déterminer, par une méthode statistique (test binomial), le nombre
minimum de chiots d’un lot testé dans sa totalité devant présenter un titre supérieur ou égal
0,5 Ul/mL pour que ce lot soit considéré concordant avec les populations de chiens issues de la
littérature.

Toutefois, pour pouvoir faire une interprétation statistique, il faudrait que le lot analysé ait les
mémes caractéristiques en termes d’hétérogénéité que les populations issues de la littérature, et
soient comparables en termes d’état sanitaire et d’influence de facteurs de stress.

Les caractéristiques des lots de chiots contrdlés par la BNEVP different des populations de chiens
des quatre études retenues. En effet, ces lots contrdlés incluent des chiots, qui présentent
fréquemment un état général plus ou moins altéré, sont non ou mal sevrés, éventuellement
parasités, parfois malades, et stressés par des transports longs et récents (pour leur introduction
en France, voire pour le transport de I'élevage a I'opérateur dans le pays d’origine). Les experts
soulignent que I'état sanitaire des chiots est un élément majeur dans la mesure ou, quelle que soit
la pratique vaccinale, une altération de I'état sanitaire peut entrainer une difficulté d’interprétation
des titrages. La réponse vaccinale peut étre altérée a un niveau variable et non quantifiable. En
outre, les modalités de constitution d’'un lot n’auront pas d’influence sur ce facteur sanitaire. De
plus, de méme que la date de naissance, la date effective de la vaccination, lorsqu’elle a été
réalisée, est incertaine. Ces facteurs contribuent a une réponse vaccinale possiblement moindre
(cf. § 4.3.6 du rapport), a un niveau difficilement quantifiable.
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En outre, dans les 17 lots de la BNEVP analysés, il existe régulierement des grappes de chiots
d’'une méme race et d'une méme origine (exemples : fratrie, méme élevage, élevages différents
mais soumis a de mémes pratiques, efc.), ce qui conduit a des répétitions qui influencent les
résultats du test statistique, et ce d’autant plus que les lots sont de petite taille. Cela se retrouvera
sans doute dans les lots contrdlés.

De plus, il existe un niveau d’incertitude élevé sur les caractéristiques du lot contrdlé du fait de la
falsification de certains documents : en effet, certains chiots ne proviennent pas du pays d’origine
mentionné sur les documents officiels les accompagnant. En outre, un méme opérateur
expéditeur pourra avoir des chiots de différentes origines (différents éleveurs, particuliers), de
différents ages, et obtenus a des moments différents.

Par conséquent, les populations étudiées dans la littérature et les populations de chiots
contrélées par la BNEVP ne sont pas comparables, de méme que leurs pourcentages
respectifs de titres en anticorps antirabiques. Il n’est donc pas possible de déterminer, en
fonction du pourcentage de chiots dans un lot contrélé dont les titres sont inférieurs a
0,5 Ul/mL, une probabilité de présence d’une anomalie, liée ou non a la pratique vaccinale.

Les experts notent que, dans I’hypothése ou une comparaison aurait été envisageable (chiots non
stressés, tous en bonne santé, pas de fratrie, ni méme éleveur dans le lot...), des résultats
concordants n’auraient pas permis d’exclure une pratique frauduleuse (tels des chiots non
vaccinés ou vaccinés sans respecter 'dge minimal de 12 semaines et/ou le délai de 21 jours avant
introduction).

4 Incertitudes

Dans le cadre de la présente saisine, les incertitudes, impactant I'analyse des données transmises
par la BNEVP, sont principalement associées a (1) la détermination de I'dge des chiots, qui ne
peut étre réalisée que sur la base dindices concordants (aspect général et denture
principalement) et sera fournie dans une fourchette variable en fonction de I'dge présumé de
'animal, et (2) I'interprétation du titre en anticorps antirabiques, liée essentiellement au manque
de fiabilité de la date de vaccination, donc du délai entre vaccination et titrage des anticorps
antirabiques, ainsi qu’a I'état sanitaire des animaux.

Il convient de souligner que ces incertitudes n’impactent pas la réponse aux questions. En
effet, méme si elles étaient levées, elles ne remettraient pas en cause la non pertinence du titre
en anticorps antirabiques en tant qu’indicateur pour le protocole visant a montrer que les chiots
importés ne respectent pas les exigences réglementaires vis-a-vis de la vaccination antirabique.

5 Conclusions du groupe de travail

Dans le cadre d’échanges commerciaux intracommunautaires de carnivores domestiques en
provenance d’autres Etats membres de 'UE vers la France, des lots de chiots (et quelques
chatons) sont introduits chaque année en France. Lors de contrbles de ces lots, la BNEVP
soupgonne un non-respect récurrent de la réglementation : des animaux n’auraient pas I'age
requis de 15 semaines minimum et le protocole de vaccination antirabique ne serait pas respecté
en dépit des attestations figurant sur les documents d’accompagnement des animaux
(passeports).

Les données bibliographiques et les résultats de I'analyse des données de 17 lots controlés par
la BNEVP ont conduit les experts a conclure que le titre des anticorps antirabiques ne constituait
pas un indicateur pertinent pour (i) servir de base a I'élaboration d’un protocole destiné a montrer
le non-respect de la réglementation et (ii) déterminer, en fonction du pourcentage de chiots dans
un lot contrdlé dont les titres sont inférieurs a 0,5 Ul/mL, une probabilité de présence d’'une
anomalie, liée ou non a la pratique vaccinale.

Les experts soulignent les points d’attention suivants :

-I'estimation de I'age d’un chiot peut étre réalisée, basée principalement sur I'aspect général et la
denture. Elle donne une fourchette d’age plus ou moins large selon l'individu. Si elle ne permet
pas d’attester formellement qu’un chiot est 4gé ou non de 15 semaines, elle conduit cependant a
identifier d’'emblée des animaux beaucoup plus jeunes. Le cas échéant, une deuxi€éme expertise
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de I'dge quelques semaines aprés la premiére, lorsqu’elle est possible, peut permettre d’affiner
cette estimation de I'dge et de confirmer que l'animal était trop jeune au moment de son
importation.

Malgré le caractére approximatif de cette estimation, ce critére mériterait d’étre davantage pris en
compte pour évaluer le respect ou non de la reglementation de la vaccination antirabique ;

- le GT rappelle I'importance du respect des dispositions de 'arrété du 3 avril 2014 (Annexe |,
chapitre IV, Soins aux animaux) imposant un contréle de I'état sanitaire des animaux a leur
réception dans [I'établissement et son suivi, notamment durant la période d’isolement
réglementaire. De plus, il convient de rappeler I'obligation de déclarer a la DDecPP toute suspicion
de rage en cas de constatation de signes susceptibles d’étre rapportés a cette maladie (art. R223-
25 du Code rural et de la péche maritime) et, en cas de décés de I'animal, une recherche de virus
rabique devra étre réalisée par un laboratoire agréé pour le diagnostic de la rage ;

- la santé et, plus largement, le bien-étre des chiots importés, devraient également étre pris en
compte, notamment s’il s’agit d’animaux jugés trop jeunes. A ce titre, le réglement (CE) n°1/2005
relatif a la protection animale prévoit que les chiots et chatons ne puissent étre transportés qu’a
partir de I'age de huit semaines (sauf s’ils sont accompagnés de leur meére) et que tous les
animaux soient aptes au transport.
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Sigles et abréviations

BNEVP
EFSA
ELISA

FAVN Test
IC

LNR

OIE

OMS
RCP
RFFIT
TRACES
UE
Ul/mL

Glossaire

Dentition
Denture
Fidélité

Répétabilité

Brigade nationale d’enquétes vétérinaires et phytosanitaires
European food safety authority (Autorité européenne de sécurité des aliments)

Enzyme-linked immunosorbent assay (dosage immuno-enzymatique sur support
solide)

Fluorescent antibody virus neutralization test
Intervalle de confiance
Laboratoire national de référence

Organisation internationale des épizooties (Organisation mondiale de la santé
animale)

Organisation mondiale de la santé
Résumé des caractéristiques du produit
Rapid fluorescent focus inhibition test
TRAde control and expert system
Union européenne

Unité internationale par millilitre

Formation et éruption des dents
Ensemble des dents naturellement présentes a un instant donné

Etroitesse de I'accord entre les indications ou les valeurs mesurées obtenues par des
mesurages répétés du méme objet ou d'objets similaires dans des conditions
spécifiées

Fidélité dans les conditions de mesures suivantes : « conditions qui comprennent la
méme procédure de mesure, les mémes opérateurs, le méme systéme de mesure,
les mémes conditions de fonctionnement et le méme lieu, ainsi que des mesurages
répétés sur le méme objet ou des objets similaires pendant une courte période de
temps »

Reproductibilité

Fidélité dans les conditions de mesures suivantes : « conditions qui comprennent des
lieux, des opérateurs et des systémes de mesure différents, ainsi que des mesurages
répétés sur le méme objet ou des objets similaires

Vétérinaire habilité

Vétérinaire autorisé par I'autorité compétente a effectuer certaines taches spécifiques

conformément au réglement (délivrance du passeport, vaccination rage par exemple)

Vétérinaire officiel

V finale

Vétérinaire désigné par autorité compétente
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
Pexpertise

1.1 Contexte

La reglementation relative aux échanges commerciaux de carnivores domestiques en provenance
d’autres Etats membres de I'Union européenne (UE) vers la France précise notamment que la
vaccination antirabique doit étre réalisée, préalablement a ces échanges, selon les modalités
suivantes : elle doit se faire a partir de I'age de 12 semaines, et un délai minimal de 21 jours doit
étre respecté apres l'injection pour qu’elle soit considérée comme valable. Selon I'article 5.a. de la
directive 90/425, « l'autorité compétente peut, sur les lieux de destination des animaux ou des
produits vérifier par des contrbles vétérinaires par sondage et de nature non discriminatoire, le
respect des exigences de l'article 3 ; elle peut, a cette occasion, procéder a des prélevements
d'échantillons ».

La Brigade nationale d’enquétes vétérinaires et phytosanitaires (BNEVP) soupgonne que de
nombreux échanges et introductions de carnivores domestiques en provenance d’autres Etats
membres de I'UE vers la France sont réalisés sans respecter la réglementation européenne
concernant la vaccination antirabique. A partir des éléments recueillis lors d’enquétes judiciaires
pour lesquels des échantillons sanguins ont été prélevés, la BNEVP constate fréequemment que 30 a
70 % d’animaux présentent un titre en anticorps antirabiques neutralisants inférieur a 0,5 Ul/mL,
suggérant un non-respect du protocole vaccinal. Des éléments d’enquéte ont été étudiés en
collaboration avec le Laboratoire de I’Anses a Nancy.

1.2 Objet de la saisine

Selon les termes de la saisine, la BNEVP souhaiterait « disposer d’un protocole permettant, sur la
base des résultats d’analyse, de déterminer la conformité ou non du statut des animaux composant
le lot expédié au regard de la vaccination antirabique et permettant de déterminer si le protocole
vaccinal reglementaire (primo-vaccination a 12 semaines et délai de 21 jours) est respecté.
Si un tel protocole était possible, il conviendrait de connaitre :
e le nombre minimum d’animaux constituant un lot et le pourcentage de chiens a prélever dans
un lot pour une meilleure interprétation des titrages sériques ;
e a partir de quel pourcentage de chiots pour lesquels le titrage est inférieur a 0,5 Ul/ml, il est
possible de conclure au non-respect du protocole vaccinal. »

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié au groupe de travail (GT) « Rage », rattaché au comité d’experts spécialisé
« SABA » (Santé et bien-étre des animaux) I'instruction de cette saisine, qui a été traitée en deux
temps :

e dans un premier temps, un appui scientifique et technique (AST) a été réalisé par le
Laboratoire national de référence (LNR) Rage de ’Anses-Nancy, sur la base d’une recherche
bibliographique et de I'interprétation des résultats de titrages antirabiques réalisés sur les
lots de chiots contrélés par la BNEVP ;

e dans un second temps, une expertise collective a été réalisée, sur la base des données de
I'AST, pour répondre a la question de la saisine. Les travaux du GT ont également porté sur
la question de la détermination de I'dge d’un chiot. Un rapporteur externe a été sollicité sur
cette question. Les experts se sont réunis les 6 septembre, 23 octobre, 16 novembre 2018,
13 janvier et 26 février 2019.

Les travaux d’expertise du GT ont été soumis au CES SABA, tant sur les aspects méthodologiques
que scientifiques, les 13 novembre 2018 et 19 février 2019. Le rapport a été présenté au CES pour
validation le 19 mars 2019. Le rapport produit par le GT en mars 2019 tient compte des observations
et éléments complémentaires transmis par les membres du CES.

Suite a I'envoi a la DGAL - BNEVP de l'avis du 25 avril 2019 et du rapport du GT de mars 2019, le
demandeur a, dans le cadre d’échanges par mail et lors d’'une réunion de restitution le 16 octobre
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2019, posé une question complémentaire, portant « sur la possibilité ou non de déterminer, en
fonction du pourcentage de chiots dans un lot contrdlé dont les titres sont < 0,5 Ul/mL, une
probabilité de présence d’une anomalie dont la recherche de ['origine, possiblement variée et
présentée dans le rapport, reviendra a la BNEVP (ex : 35 % de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité X qu’il
y ait une anomalie ; 40% de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité Y qu’il y ait une anomalie ; 50 % de titres
< 0.5 Ul/mL : probabilité Z qu'il y ait une anomalie quant au respect des procédures de la vaccination
[injection vaccinale]) ». Les experts se sont réunis les 15 novembre, 11 décembre 2019 et 13 janvier
2020 pour discuter cette question. Les travaux d’expertise ont été soumis au CES SABA le 4 février
2020, tant sur les aspects méthodologiques que scientifiques. Le rapport d’expertise complété a été
présenté au CES SABA pour validation le 3 mars 2020. Ce rapport tient compte des observations et
éléments complémentaires transmis par les membres du CES SABA.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
prescriptions générales de compétence pour une expertise (mai 2003) ».

1.4 Prévention des risques de conflits d’intéréts.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de I'agence (www.anses.fr).
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2 Contexte : situation épidémiologique de la rage
en Europe et aspects reglementaires

2.1 Situation épidémiologique de la rage en Europe

La rage est une zoonose virale provoquant une encéphalomyélite aigué qui peut affecter tous les
mammiféres, y compris I'étre humain.

En Europe, le réservoir et vecteur principal de la rage (due au RABYV) est le Renard roux (Vulpes
vulpes). Le Chien viverrin (Nyctereutes procyonoides) joue également un rdle épidémiologique
important, notamment dans les pays d’Europe du Nord (OMS 2018). En I'absence de réservoir canin,
les quelques cas de rage canine observés au cours des derniéres années sont soit consécutifs a
une contamination locale par les espéces précédentes, soit I'introduction d’un carnivore domestique
introduit aprés avoir été contaminé dans un pays tiers infecté.

La situation épidémiologique de la rage du renard et du chien viverrin en Europe est depuis quelques
années satisfaisante. En effet, la quasi-totalité des pays d’Europe de I'Ouest et d’Europe centrale,
ainsi que ceux d’Europe du Nord, sont désormais indemnes de rage selon les critéres de
I'Organisation mondiale de la santé animale (OIE) (OIE 2017) (Figure 1). La méthode de lutte contre
la rage vulpine utilisée, consistant a distribuer par voie aérienne des appats vaccinaux oraux dans
les zones infectées, s’est montrée trés efficace. Aujourd’hui, seuls quelques pays de |'Union
européenne (UE) (notamment la Roumanie et la Pologne) enregistrent quelques cas chaque année
et sont encore impliqués dans des programmes nationaux de vaccination orale des renards
cofinancés par I'UE2. La rage subsiste encore dans les pays limitrophes de I'UE (Ukraine,
Biélorussie, Moldavie, Balkans, efc.) qui ne sont pas engagés dans des programmes de vaccination
orale a grande échelle.

En 2017, six cas de rage d’origine vulpine (souches vulpines de RABV) ont été rapportés en Europe :
deux cas (un chien et un bovin) en Roumanie, deux cas (un renard et un chat) en Pologne, et deux
cas (deux chévres) en Hongrie. En 2018, huit cas ont été enregistrés : trois cas (un chien, un bovin
et un renard) en Roumanie, quatre cas (quatre renards) en Pologne et un cas (un renard) en
Lituanie3.

Pour ce qui est de la situation épidémiologique des pays qui seront mentionnés dans ce rapport,
I'lrlande, la Belgique, la République tchéque, les Pays Bas et la France sont des pays indemnes de
rage depuis plusieurs années. La Bulgarie, la Slovaquie et la Hongrie sont des pays infectés de rage
qui poursuivent les campagnes de vaccination orale des renards, deux fois par an, sur des surfaces
limitées situées en bordure de pays infectés ou de pays n’ayant pas le statut de pays indemne. La
Hongrie a détecté les derniers cas de rage vulpine en 2017, la Slovaquie en 2015 (cinq cas) et la
Bulgarie a enregistré le dernier cas en 20142. Pour ce dernier pays, il convient de souligner que la
surveillance événementielle de la rage est estimée insuffisante (Robardet et al. 2014).

2 hitps://ec.europa.eu/food/funding/animal-health/national-veterinary-programmes_en
3 https://ec.europa.eu/food/animals/animal-diseases/not-system_en
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1/4

Nombre de cas enregistrés dans I'UE
sur la période 2017-2018:
.. Cas sauvages (rouge) / cas domestiques (noir)

Cordon frontalier de
vaccination orale

Pays endémiques de
rage engagés dans des
programmes de
vaccination orale

Pays libres de rage
grace aux programmes
de vaccination arale

Pays traditionnellement 3
libres de rage

Figure 1 Situation épidémiologique de la rage dans I’'Union européenne

2.2 Aspects reglementaires

En France, la rage est une maladie de premiére catégorie au sens de I'arrété du 29 juillet 2013 relatif
a la définition des dangers sanitaires de premiere et deuxiéme catégories pour les espéces
animales. |l s’agit d’'une maladie a déclaration obligatoire auprés de I'OIE (OIE 2019).

Les conditions de police sanitaire régissant les échanges et les importations dans 'UE de chiens,
de chats et de furets figurent dans la directive 92/65/CEE (article 10, paragraphe 2) définissant les
conditions de police sanitaire régissant les échanges et les importations dans la Communauté
d’animaux, de spermes, d'ovules et d'embryons, modifiée par la directive 2013/31/UE. En ce qui
concerne les carnivores domestiques, ces conditions renvoient aux conditions applicables aux
mouvements non commerciaux d’animaux de compagnie énoncées dans le réglement
(UE) n°576/2013 du Parlement européen et du Conseil du 12 juin 2013 abrogeant le réglement
(CE) n°998/2003. La transposition de la directive 2013/31/UE et la définition des conditions
d’application du reglement (UE) n°576/2013 sont transcrits dans I'arrété du 9 décembre 2014 relatif
aux conditions de police sanitaire régissant les échanges commerciaux et non commerciaux au
sein de 'UE ainsi que les importations et mouvements nhon commerciaux en provenance d’'un
pays tiers de certains carnivores.

Ainsi, dans le cadre des mouvements commerciaux en provenance d’un autre Etat membre de 'UE,
les carnivores domestiques destinés a étre introduits ou a transiter sur le territoire francais doivent
satisfaire aux conditions suivantes :

1) répondre aux conditions de I'article 6 du reglement (UE) n°576/2013 susvisé, i.e. :

V finale

o ils sont identifiés par l'implantation d'un transpondeur conforme a des exigences

techniques (annexe Il du réglement (UE) n°576/2013) (ou par un tatouage clairement
lisible ayant été appliqué avant le 3 juillet 2011) ;

ils ont fait I'objet d’'une vaccination antirabique. Cette vaccination doit étre réalisée a I'aide
d’'un vaccin a virus inactivé (ou recombinant chez le chat) contenant au moins une unité
antigénique par dose (recommandation de 'OMS). Ce vaccin doit avoir bénéficié d’'une
autorisation de mise sur le marché. |l est administré par un vétérinaire habilité sur un
animal 4gé d’au moins 12 semaines, et postérieurement a la date d’implantation du
transpondeur. La période de validité de la vaccination débute au moment ou I'immunité
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protectrice est établie, soit 21 jours minimum aprés lI'achévement du protocole de
vaccination défini par le fabricant du vaccin pour la vaccination primaire, et court jusqu’au
terme de la durée de 'immunité protectrice, spécifiée dans I'autorisation de mise sur le
marché ;

o ils satisfont a toute mesure sanitaire de prévention de maladies ou d’infections autres que
la rage qui sont susceptibles de se propager du fait de leur déplacement ;

¢ ils sont accompagnés d’un document d’identification diiment complété, correspondant au
passeport européen pour animal de compagnie, dont le modeéle figure a I'annexe IIl du
réglement d’exécution (UE) n°577/2013 de la Commission. Le passeport est délivré et
rempli par un vétérinaire habilité apres avoir vérifié que I'animal était réglementairement
identifié. Il contient plusieurs sections, en particulier :

v’ les rubriques | a IV précisant, respectivement, les coordonnées du propriétaire de
'animal, la description de l'animal (notamment I'espéce, la race et la date de
naissance déclarée par le propriétaire), le marquage de I'animal (notamment le code
alphanumérique du transpondeur et sa date d’'implantation ou de lecture) et les
coordonnées du vétérinaire habilité ayant délivré le document ;

v’ les rubriques V et VI relatives a la vaccination antirabique. Dans la rubrique V, le
vétérinaire habilité notifie la vaccination qu’il a Iui-méme réalisée (date
d’administration, vaccin utilisé et durée de validité). Il convient de souligner que
I'information relative au titrage des anticorps antirabiques correspondant a la rubrique
VI est requise uniguement quand I'animal rentre dans 'UE aprés un déplacement
dans certains territoires ou pays tiers, et doit étre renseignée par un vétérinaire
habilité avant que I'animal ne quitte 'UE ;

v’ la rubrique X, requise uniquement lorsque I'animal est accompagné d’un certificat
sanitaire, porte sur I'examen clinique effectué par le vétérinaire habilité (voir ci-
apres) ;

2) avoir fait 'objet, dans les quarante-huit heures précédant I’heure d’expédition des animaux,
d’'un examen clinique réalisé par un vétérinaire habilité qui déclare que I'animal ne présente
aucun signe de maladie et est apte a effectuer le voyage prévu ;

3) étre accompagnés, durant le transport et jusqu’au lieu de destination, d’un certificat sanitaire,
signé par un vétérinaire officiel attestant que le vétérinaire habilité a consigné, dans la
rubrique X du passeport pour animal de compagnie, que I'examen clinique démontre qu’au
moment dudit examen, les animaux étaient aptes a effectuer le voyage prévu conformément
au reglement (CE) n°1/2005 du Conseil du 22 décembre 2004 relatif a la protection des
animaux pendant le transport (transport commercial) et les opérations annexes. A ce titre,
ne sont considérés comme aptes a étre transportés que des chiens et des chats 4gés d’au
moins huit semaines (sauf lorsqu'ils sont accompagnés de leur mére) qui ne présentent
aucune blessure, faiblesse physiologique ou état pathologique (annexe | chapitre | du
réglement [CE] n°1/2005).

S’agissant de mouvements commerciaux, le déplacement des animaux doit en outre avoir fait
I'objet, par les services vétérinaires, d'une notification sur le systéme TRACES.

Dans le cadre des échanges intracommunautaires, il n’est pas imposé d’épreuve de titrage des
anticorps antirabiques. Ce titrage est en revanche obligatoire pour les mouvements commerciaux
ou non commerciaux depuis un pays tiers autorisé, sauf si ce pays répond a certains critéres
permettant d’attester que la rage en est absente ou maitrisée, et s’il est inscrit dans la liste établie
en vertu du réglement (UE) n°576/2013, article 13, et figure a I'annexe Il du réglement d’exécution
(UE) n°577/2013. Le titrage doit étre réalisé sur un échantillon sanguin prélevé au moins 30 jours
aprés la vaccination antirabique. Il doit étre réalisé par un laboratoire agréé (cf. décision
2000/258/CE article 3) selon une méthode de séroneutralisation figurant dans le manuel des tests
de diagnostic et des vaccins pour les animaux terrestres de I'OIE (OIE 2018). Un titre en anticorps
séroneutralisants supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL doit étre obtenu, et ce au moins trois mois avant
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le mouvement depuis le pays tiers vers le territoire membre4. Un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL
est considéré comme positif (OMS 2018) et est associé a une forte probabilité que I'animal soit
protégé contre la rage>. Il convient de souligner que le titrage n’est pas demandé aprés les rappels
ultérieurs, a la seule condition que ces derniers aient été réalisés avant la fin de la période de validité
de la vaccination antirabique (variable en fonction du vaccin utilisé et mentionnée dans le résumé
des caractéristiques du produit — RCP).

Le respect des obligations réglementaires décrites ci-dessus fait qu’un carnivore domestique, dans
le cadre des échanges commerciaux au sein de 'UE (sauf, sur dérogation, lorsque les animaux
sont destinés a des recherches scientifiques), ne peut étre introduit sur le territoire frangais qu’a
'age minimal de 15 semaines, accompagné d’un passeport attestant de son identification réalisée
préalablement a sa vaccination antirabique effectuée au plus t6t a 'dge de 12 semaines.

Dans le cadre des échanges intracommunautaires, il n’est pas imposé d’épreuve de titrage des
anticorps antirabiques.

4 En provenance d’un pays tiers, si 'ensemble des conditions réglementaires est respecté, ne peuvent étre importés que
des carnivores de plus de sept mois (12 semaines + 30 jours + trois mois de quarantaine).
5 || faut noter toutefois que, selon l'arrété du 9 ao(t 2011, un carnivore domestique reconnu « contaminé » de rage, peut
faire I'objet d’'une dérogation a I'euthanasie seulement s’il est valablement vacciné et a recu une vaccination de rappel
dans un délai de quarante-huit heures suivant la réception de la validation définitive du diagnostic de la rage chez I'animal
a l'origine de la contamination par les services en charge de la protection des populations.
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3 Détermination de I’age des chiots

Dans le contexte de la saisine, les chiots® introduits en France doivent reglementairement étre agés
d’au moins 15 semaines (i.e. vaccination contre la rage a I'age de 12 semaines minimum, puis délai
de 21 jours minimum avant mouvement). Pourtant, la BNEVP mentionne que « I'apparence juvénile
de ces animaux améne les enquéteurs a estimer que leur age est inférieur a celui déclaré, et qu’ils
ont donc été vaccinés a moins de 12 semaines », certains chiots semblant étre 4gés d’a peine deux
mois. La question porte donc sur la détermination de I'age des chiots dans une fourchette d’age
comprise entre deux et quatre mois. Pour y répondre, les modifications anatomiques,
morphologiques et physiologiques lors de la croissance des chiots ont été examinées. Dans ce
chapitre, seules les modifications d’intérét pour estimer I'age d’'un chiot de deux a quatre mois sont
présentées. Sont mentionnés en Annexe 2 les autres critéres non utilisables pour cette
détermination, soit parce qu’ils ne portent pas sur la tranche d’age d’intérét, soit parce qu’ils sont a
un stade expérimental.

3.1 Aspects anatomiques
3.1.1 Aspect général

L’estimation de I'age, sur la base de I'aspect général de I'animal, pour la tranche d’age comprise
entre deux et quatre mois, s’appuie sur différents critéres, principalement la conformation générale,
le tonus musculaire et la démarche. A huit semaines, 'aspect d’un chiot est encore trés juvénile,
pataud, alors que vers quatre mois, son aspect se rapproche davantage de celui d’'un jeune adulte,
surtout chez les chiens de petit et moyen formats. Ce critére ne permet cependant qu’une estimation
trés approximative de I'dge. Les autres critéres (aspect du poil, de I'ceil, descente testiculaire,
ossification — cf. Annexe 2) ne sont pas pertinents pour cette tranche d’age.

3.1.2 Croissance pondérale

Le poids vif (en kg) de I'animal est une variable facile a mesurer qui renseigne sur la croissance du
chien. Cependant, selon la race considérée, le poids a un dge donné varie avec des courbes de
croissance trés différentes (Figure 2 et Annexe 3).

80 7
70 1
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50 1
English Mastiff (—<), St. Bernard (s),

Irish Wolfhound (----), Great Dane (A),

| Newfoundland (+), Labrador Retriever (—),
Beagle (m), English Springer Spaniel (mmm),
| Cocker Spaniel (mm), Miniature Schnauzer
(e e ), Caim Terrier (x), Papilion (----).
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Figure 2 Courbes de croissance pondérale moyennes de 12 races de chiens (n = 173) (Hawthorne et
al. 2004)

6 Le terme « chiot » désigne les jeunes animaux avant la puberté
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Compte tenu de ces importantes variations de poids des chiots, y compris au sein d'une méme race,
'estimation de I'age d’'un chiot, sur la base de ce critére pondéral, est trés aléatoire et peu
informative. Pour une race donnée, et si la croissance du chiot n’est pas aux extrémes de la
population, ce critére pondéral peut étre pris en compte comme un critére supplémentaire, mais
jamais utilisé seul.

3.1.3 Denture

3.1.3.1 Examen de Ila denture

Chez le chien, deux générations de dents se succédent : les dents de lait (dents déciduales ou
lactéales) et les dents adultes (ou dents définitives). Suivant 'dge du chien au moment d’'un examen
de sa denture, le sujet aura une denture lactéale (ou toutes les dents sont des dents de lait), une
denture mixte (associant des dents de lait et des dents définitives), ou une denture adulte (lorsque
toutes les dents sont des dents définitives).

La formule dentaire du chiot comprend 28 dents soit, par demi-machoire, trois incisives (pince,
mitoyenne et coin), une canine et trois prémolaires (Pm7). Chez I'adulte, elle comprend 42 dents :
trois incisives, une canine, quatre prémolaires (PM) et deux molaires (M) supérieures ou trois
molaires inférieures par demi-machoire. A I'dge de sept mois, toutes les dents sont définitives.

Une fois sorties, les dents vont s’user : 'usure des dents déciduales dure peu de temps (une dizaine
de semaines) et est concomitante des phénomeénes d’éruption des dents adultes, phénoménes plus
caractéristiques d’'un age donné. Elle peut toutefois apporter des renseignements, une usure
importante des incisives de lait étant en faveur d’un age de trois mois et demi a quatre mois, alors
gu’une usure peu prononcée évoque plutdt un animal agé d’un a deux mois. Cependant, dans le
cadre de la saisine, c’est la chronologie d’éruption des dents qu’il convient d’observer (Tableau 1).

Concernant la chronologie d’éruption des dents de lait, la canine de lait est la premiére dent a
apparaitre dans la bouche du chien, vers 21 jours. La chronologie d’éruption des incisives de lait est
bien établie chez le chiot et varie trés peu d’'une race a l'autre. Elle a son rythme propre qui n’est en
lien ni avec le sexe, ni avec la vitesse de croissance, ni avec la précocité sexuelle de I'animal. Selon
les individus, la date d’éruption des dents de lait peut varier de quelques jours8. Généralement, les
incisives de lait apparaissent entre trois et quatre semaines. La premiére prémolaire (Pm1) apparait
vers trois a quatre mois. Concernant la chronologie d’éruption des dents adultes, les canines adultes
apparaissent entre quatre et six mois, apres les incisives, en méme temps que les prémolaires
définitives. Les molaires apparaissent dans le sens M 1 a M 3 entre 4 et 6-7 mois.

Tableau 1 Chronologie de I’éruption dentaire chez le chien (Guintard 2013)

Age (fourchettes habituelles) Dents Remarques
21 jours (3 a 4 semaines) Eruption canines de lait
25 jours (3 & 4 semaines) Eruption coins de lait
28 jours (3 @ 4 semaines) Eruption mitoyennes de lait Eruption des dents
. : . — . supérieures avant les
30 jours (3 & 4 semaines) Eruption pinces de lait inférieures
3 a4 semaines Eruption Pm 3 et Pm 4 de lait
4 3 5 semaines Eruption Pm 2 de lait

7 L’abréviation « Pm » correspond aux dents de lait, « PM » ou « M » aux dents définitives

8 Pour les premiéres incisives & sortir (éruption des coins de lait), I'’éruption varie peu dans le temps (+/-1 ou 2-3 jours),
pour la mitoyenne la variation est de I'ordre de la semaine.
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3 a4 mois Eruption Pm1 et début du remplacement | Remplacement des incisives
des incisives de lait dans I'ordre pinces,
mitoyennes, coins
4 mois Eruption M 1 adulte
5 mois Toutes les incisives adultes sont sorties
Eruption M 2 inférieures adultes
5 6 mois Eruption canines adultes Canine : 4 & 6 mois
Eruption M 2 supérieures, remplacement | Dans l'ordre PM 4, PM 3, PM
des Pm 2 (Pm 1 restera chez 'adulte)
6 a7 mois Eruption M 3 Le chien a toutes ses dents

adultes = bouche faite.

Par conséquent, entre 'dge de deux et quatre mois, des modifications de la denture peuvent
apporter des informations sur 'dge des chiots (Figure 3). Dans cette fourchette d’age, les animaux
n’ont pas de canine adulte. S’ils ont des dents de lait peu usées, ils sont dans la fourchette basse
(vers deux mois). Si les incisives de lait sont trés usées, les chiots s’approchent de trois a quatre
mois. S’ils ont des incisives adultes (pinces), ils sont dans la fourchette haute (vers trois mois et
demi - quatre mois), dge auquel la Pm1 doit apparaitre. Si la pince et la mitoyenne adultes, ainsi
que la Pm1 et la M1, sont présentes, les animaux ont plus de quatre mois. Normalement, la canine
adulte apparait légérement plus tardivement. La confirmation par 'examen de la présence ou
I'absence de la PM1, de la M1 ou de la mitoyenne adulte sont autant de criteres a prendre en compte
a cet age. Les variations les plus communes sont de I'ordre de deux semaines, de sorte qu'a 15
semaines (presque quatre mois), la pince adulte peut ne pas étre encore sortie. Dans ce cas, les
incisives de lait apparaitront trés usées.

Canine adulte

Eruption de la PM1

Remplacement des incisives de lait

Pince Mitoyenne Coin
2 mois 3 mois 4 mois
—l | | > age
Eruption de MI

Pince adulte

Figure 3 Principales modifications de la denture d’un chiot entre deux et quatre mois
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Il peut étre intéressant de procéder a un nouvel examen de la denture environ deux a quatre
semaines apres le premier examen (intervalle a moduler en fonction de la premiére estimation), et
ainsi de lever les doutes éventuels lors du premier examen. Ce second examen n’apportera pas des
fourchettes de variabilité différentes®, mais permettra de confirmer que le chiot était (ou non) dans
la fourchette trés basse d’age, ou plus proche de trois mois par exemple lors du premier examen.

Par conséquent, 'examen de la denture permet d’estimer une fourchette d’age dans laquelle se
situe un chiot, avec une incertitude variable selon I'age du chiot.

3.1.3.2 Radiographie dentaire

La réalisation d’une radiographie dentaire, méme si elle constitue un examen plus lourd qu’un
examen visuel de la denture, peut permettre, a 'dge de quatre mois, de s’assurer que la pince adulte
(si elle n’est pas sortie) est bien formée dans la gencive et qu’elle n’est pas au stade du bourgeon
dentaire. Dans ce dernier cas, 'animal est probablement plus jeune. Une radiographie dentaire peut
permettre de visualiser, sous les dents de lait, les bourgeons calcifiés des dents définitives vers 'age
de 10 a 12 semaines (Hennet et Boutoille 2013). A la connaissance des experts, il n’existe pas de
tables de radiographies des bourgeons dentaires chez le chien, affichant les fourchettes de
variabilité, selon le stade du bourgeon. L’examen sera donc qualitatif et ne permettra que d’anticiper
une éruption qui ne devrait plus tarder a quatre mois. Un second examen de la denture (comme
indiqué précédemment) apportera le méme type d’'information.

3.2 Parameétres physiologiques liés a I’age chez le chien

De nombreuses modifications d’ordre physiologique se produisent au cours du développement.
Elles sont cependant peu documentées, avec des données souvent anciennes portant
essentiellement sur des chiots de moins de huit semaines. Ne seront évoquées ici que les
paramétres physiologiques qui évoluent durant les premiers mois de la vie du chien.

Les points essentiels qui caractérisent le développement physiologique sont la maturation de la
fonctionnalité de certains organes (reins, foie), I'évolution des paramétres biologiques
(hématologiques, biochimiques, température corporelle, pression artérielle, efc.), le sevrage
alimentaire et le développement comportemental (cf. Annexe 2).

Certaines données sont bien connues chez le chiot : ainsi la température, les fréquences respiratoire
et cardiaque sont légérement plus élevées que chez I'adulte. Mais, I'importante variabilité observée
entre les individus au sein d’'une méme race, entre races (Brenten et al. 2016), et d’'une étude a
'autre ne permet pas de définir des valeurs fixes et reproductibles mois par mois utilisables pour
une détermination précise de I'age des chiots.

3.3 Conclusion

Durant la croissance, les chiots subissent de nombreuses évolutions tant du point de vue
anatomique, morphologique (croissance osseuse, denture) que physiologique (maturation de
différents organes, parameétres physiologiques, hématologiques, biochimiques). Ces différentes
modifications ont lieu a des tranches d’age déterminées, mais sont accompagnées d’une variabilité
plus ou moins importante selon les critéres considérés (de quelques jours a plusieurs semaines ou
mois).

Dans le cadre de la saisine, la période d’age a considérer concerne les chiots de moins de quatre
mois, principalement ceux de deux a quatre mois, dans la mesure ou, selon la BNEVP, les chiots
n‘auraient régulierement pas les 15 semaines requises pour étre importés depuis d’autres Etats

9 Dans la mesure ou le recrutement des chiots est trés large et correspond a des animaux issus d’élevages trés différents,
la variabilité que I'on peut attendre dans I'éruption dentaire est celle de I'espéce canine dans son ensemble. Si les chiots
proviennent tous du méme élevage, voire de la méme portée, les variabilités sont beaucoup moins importantes, de
quelques jours seulement pour I'éruption de la pince de lait, d’'une semaine maximum pour la mitoyenne et au plus d’'une
dizaine de jours pour le coin. L’éruption de la pince adulte démarre vers I'age de trois mois — trois mois et demi. Dans tous
les cas, plus on s’éloigne de la naissance, plus les fourchettes de temps augmentent.
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membres de I'UE. Les critéres les plus pertinents pour donner une approximation de I'dge dans ce
contexte sont la prise en compte conjointe de I'aspect général, le poids et la denture des chiots.
Cette estimation sera toutefois accompagnée d’une incertitude variable selon les cas. Les experts
soulignent a ce titre que, lorsque la date de naissance d’un chiot n’est pas connue, I'dge de ce chiot
ne pourra étre qu’estimé par des indices concordants mais en aucun cas une valeur précise ne
pourra étre donnée. Un second examen, pratiqué environ deux a quatre semaines apres le premier
(intervalle modulable en fonction de la premiere estimation), permettra cependant, sur la base de
I’évolution de la dentition, de valider ou non les premiéres estimations d’age.
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4 Vaccination et titrages des anticorps
antirabiques : données bibliographiques

Le laboratoire de la rage et de la faune sauvage de I’Anses a Nancy assure une veille réguliere des
publications et informations relatives a la rage. Par ailleurs, plusieurs documents de 'OMS, de I'OIE,
de 'UE et de 'EFSA (European Food Safety Authority) ont été consultés pour la recherche
d’éléments sur la vaccination antirabique des chiens. L’ensemble de ces sources bibliographiques
a été utilisé pour la rédaction du présent chapitre.

4.1 Généralités sur la vaccination antirabique des chiens

La vaccination contre la rage n’est pas obligatoire en France métropolitaine en raison de son statut
indemne (selon les critéres de I'OIE), sauf pour les chiens susceptibles d’étre dangereux de 1¢ et
2¢me catégorie (loi du 6 janvier 1999) et, dans certaines conditions, pour les carnivores domestiques
faisant 'objet de mouvements, commerciaux ou non, entre Etats membres ou introduits depuis des
pays tiers (cf. § 2.2).

Les vaccins antirabiques utilisés en Europe pour le chien sont des vaccins a virus inactivés, adjuvés
ou non, administrés sous forme monovalente ou multivalente, et contenant au moins une unité
antigénique par dose. lls peuvent étre administrés, selon le cas, par voie intramusculaire ou sous
cutanée. lls sont produits a partir de virus rabique (RABV) produit sur culture cellulaire (cellules
primaires ou lignées continues). Les vaccins disponibles différent en termes de fabrication (selon la
souche virale utilisée et les caractéristiques du substrat cellulaire choisi pour sa production) et de
valeur antigénique (selon le nombre d’unités antigéniques par dose). Selon les vaccins, et selon la
Iégislation en vigueur dans les différents pays, la durée d’immunité indiquée par les producteurs
varie d’un a trois ans.

4.2 Réponse immunitaire chez des populations de chiens de tous ages

La vaccination antirabique des carnivores domestiques induit une réponse immunitaire humorale se
traduisant par la production d’anticorps sériques neutralisant le virus rabique (Aubert 1993), ainsi
gu’une réponse a médiation cellulaire. Il n’existe pas de test utilisable en pratique pour mesurer la
réponse a médiation cellulaire, conditionnant I'appréciation de la réponse vaccinale a la seule
recherche des anticorps antirabiques.

421 Méthodes de dosage des anticorps antirabiques

Les anticorps antirabiques peuvent étre dosés par différentes méthodes sérologiques, soit des
méthodes de séroneutralisation, dont le test FAVN et le RFFIT, soit des tests ELISA. Le test FAVN
est la méthode de référence recommandée par I'OIE et décrite dans le manuel OIE (OIE 2018). 1l a
été développé en 1998 (Cliquet, Aubert et Sagne 1998) dans le but d’améliorer les performances de
'unique test référencé (le RFFIT), en particulier pour faciliter la lecture de la fluorescence (ce qui
induit une meilleure reproductibilité et une meilleure répétabilité), et pour améliorer la spécificité et
la sensibilité. Cette technique est aujourd’hui utilisée par 86 % des quelque 80 laboratoires mondiaux
agréés pour la sérologie rage par la Commission européenne dans le cadre des échanges
internationaux. Ce test étant reconnu par I'OIE et TOMS, il est trés largement utilisé pour le titrage
des anticorps antirabiques chez I'animal (carnivores domestiques et sauvages) et 'Homme. Sa
specificité est de 100 %. Sa sensibilité, testée en comparaison avec le RFFIT, est également trés
satisfaisante, démontrant notamment un trés faible « bruit de fond », d’ou une meilleure
discrimination entre les animaux vaccinés présentant des faibles titres en anticorps par rapport aux
animaux naifs (Cliquet, Aubert et Sagne 1998). La reproductibilit¢ montre que, pour des sérums
autour du seuil de 0,5 Ul/mL, selon les laboratoires, les résultats peuvent étre positifs ou légérement

10 Certains vaccins peuvent inclure plusieurs valences associées a la rage : maladie de Carré, hépatite de Rubarth,
parvovirose et leptospirose
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en dessous du seuil (Cliquet communication personnelle). Il convient de noter que les techniques
actuelles utilisées en sérologie ne permettent pas de différencier les anticorps séroneutralisants
produits par un animal vacciné de ceux éventuellement produits par un animal (vacciné ou non) en
fin d’'incubation de rage (Aubert 1993, OMS 2018).

4.2.2 Réponse humorale post-vaccinale

Suite a une primovaccination (premiére stimulation antigénique), la réponse humorale a la
vaccination antirabique par voie parentérale chez un carnivore suit un profil classique : la courbe de
production d’anticorps commence par une phase de latence, suivie d’'une phase ascendante, puis
un plateau et une décroissance. Pendant la phase ascendante, le titre en anticorps dépasse
généralement le seuil de 0,5 Ul/mL rapidement, pour atteindre un pic de séroconversion, puis ce
titre chute en quelques semaines a quelques mois a des valeurs proches ou en dessous du seuil de
0,5 Ul/mL (cf. Figure 4). Le pic en anticorps séroneutralisants est atteint environ un mois aprés la
primovaccination (Barth, Gruschkau et Jaeger 1985, Sugiyama et al. 1997). |l faut souligner toutefois
que, selon le RCP de certains vaccins (vaccins multivalents en particulier), le titre en anticorps peut
étre inférieur a 0,5 Ul/mL bien que les animaux soient considérés comme protégés sur la base des
épreuves virulentes réalisées dans le cadre du controle d’efficacité exigé par la pharmacopée. Le
vétérinaire peut alors envisager de renouveler l'injection vaccinale pour permettre a I'animal
d’atteindre le seuil réglementaire de 0,5 UI/mL exigé pour certains déplacements.

Le premier rappel, réalisé un an aprés primovaccination pour la majorité des vaccins disponibles,
provoque une réponse anamnestique!! forte et rapide, avec production d’anticorps qui persistent a
des titres supérieurs a 0,5 Ul/mL chez la majorité des animaux immunocompétents. Selon le vaccin,
les rappels ultérieurs sont préconisés a intervalles d’un a trois ans. Ces rappels sont nécessaires
pour maintenir les anticorps a un niveau satisfaisant.

Taux dFanlicorps

Seull de positivits
=0,5 UkmlL

T Temps aprés

& & &g

Vaccinalion Premier rappel Second rappel
Figure 4 Cinétique d’anticorps antirabiques aprés primovaccination et rappels par voie
parentérale*
*le pic aprés primovaccination se situe environ un mois aprés l'injection

Selon 'OMS et I'OIE, un animal vacciné et présentant un titre en anticorps supérieur ou égal a
0,5 Ul/mL a une probabilité trés élevée de survivre a une contamination rabique ultérieure, et cela
méme si le titre en anticorps est repassé en dessous de 0,5 Ul/mL, voire est devenu nul ou proche

11 Réaction immunitaire secondaire observée aprés une nouvelle inoculation de I'antigéne, plus rapide, plus intense et
plus spécifique que la réaction immunitaire primaire, et qui est liée a I'existence d'une mémoire immunologique
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de 0 au moment de cette contamination. Par conséquent, la détermination du titre en anticorps
neutralisants produits en réponse a la vaccination contre la rage environ un mois aprés la
primovaccination est considérée comme la plus pratique des méthodes pour prédire la protection
contre une infection rabique (Aubert 1993). Afin de vérifier la présence d’un titre supérieur a
0,5 Ul/mL chez un animal primovaccing, il convient donc de procéder a une prise de sang a la
période la plus propice, c’est-a-dire environ un mois aprés la primovaccination.

4.2.3 Interprétation du résultat d’'un titre en anticorps antirabiques

Les experts soulignent qu’un résultat de sérologie seul, mesuré a un temps donné, ne peut étre
interprété que dans le cas d’un animal effectivement vacciné, dont on connait la date exacte
de la (primo)vaccination, donc le délai entre cette derniére et la prise de sang.

Dans le cadre de la présente saisine :
e si I'animal présente un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL, il a été vacciné. Cependant,
cela ne permet pas de déduire ou de prédire I'dge auquel I'animal a été vacciné, ni le délai
entre la vaccination et la prise de sang pour le titrage ;

o si I'animal présente un titre inférieur a 0,5 Ul/mL, plusieurs situations peuvent étre
envisagées :
o l'animal a été vacciné mais le titre en anticorps est repassé en dessous de 0,5 Ul/mL
au moment ou la prise de sang est réalisée ;
o [l'animal a été vacciné mais n’a pas encore produit suffisamment d’anticorps au
moment ou la prise de sang est réalisée (phase de latence de quelques jours) ;
o l'animal est immunodéprimé ou faible répondeur.
En outre, dans le cas ou ce titre est proche de 0 (inférieur a 0,1 Ul/mL), 'animal a pu ne
pas étre vacciné, la réaction observée pouvant résulter du bruit de fond précédemment
évoqué.

4.3 Facteurs influengant la réponse immunitaire chez le chien

La réponse immunitaire humorale a fait lI'objet de plusieurs études expérimentales et
épidémiologiques, dans des conditions de laboratoire (le plus souvent pour évaluer les performances
des vaccins antirabiques) et dans des conditions de terrain. Ces études décrivent, généralement de
fagon rétrospective, les résultats sérologiques obtenus en analysant les facteurs qui peuvent
influencer la réponse immunitaire. La plupart du temps, les travaux publiés concernent des cohortes
de chiens de « terrain » de tous ages vaccinés selon les instructions d’utilisation des vaccins
préconisées par les producteurs, c’est-a-dire une vaccination antirabique a partir de I'age de 12
semaines. Certaines études ont été réalisées sur des chiens de laboratoire, réputés étre de meilleurs
répondeurs. Les paragraphes ci-dessous présentent de fagon synthétique les facteurs étudiés
susceptibles d’influer ou non sur la réponse immunitaire des chiens suite a la vaccination antirabique
par voie parentérale.

4.3.1 Réponse individuelle

Les titres en anticorps produits suite a la vaccination antirabique présentent de grandes variations
individuelles, certains chiens pouvant atteindre des valeurs de plus de 100 Ul/mL (Aubert 1993,
Cliquet et al. 2003, Seghaier et al. 1999), et d’autres ayant des titres inférieurs a 0,5 Ul/mL, voire
nuls, comme précisé dans le RCP de certains vaccins.

43.2 Sexe

La réponse immunitaire de type humoral suite a la vaccination antirabique par voie injectable est
équivalente chez les deux sexes, qu’il s’agisse de 'amplitude de la réponse, de la valeur des titres
en anticorps spécifiques ou des taux de séroconversion (Berndtsson et al. 2011, Kennedy et al.
2007, Mansfield et al. 2004, Wallace et al. 2017).

4.3.3 Taille - race

Plusieurs études montrent une corrélation inverse entre la taille de I'animal et les titres en anticorps
antirabiques, les chiens de petite taille produisant des titres en anticorps plus élevés (Kennedy et al.
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2007, Mansfield et al. 2004). Une autre étude montre qu’a partir de la deuxiéme vaccination, cette
différence diminue (Berndtsson et al. 2011). Plusieurs hypothéses ont été émises, telle la loi dose-
effet, mais aucune n’est a ce jour confirmée.

Par ailleurs, des analyses ont montré que les chiens de race pure produisaient des titres en anticorps
plus bas que les chiens de race mixte de fagon statistiquement plus fréquente (Berndtsson et al.
2011, Rota Nodari et al. 2017, Wallace et al. 2017).

434 Age

Les jeunes animaux de moins d’'un an (Mansfield et al. 2004, Tasioudi et al. 2018), ainsi que les
chiens de plus de sept ans, semblent produire des anticorps a des titres plus faibles que ceux de la
classe un-trois ans (EFSA 2006, Kennedy et al. 2007).

En revanche, une étude a été réalisée sur des chiens de différentes classes d’age (un groupe de 3-
6 mois, un groupe a 6-12 mois et un autre groupe de plus de 12 mois), tous vaccinés dans les
mémes conditions. Les auteurs ont montré que les moyennes géométriques des titres en anticorps
n’étaient significativement pas différentes entre les trois groupes de chiens, sur des prélévements
réalisés a JO (jour de la vaccination), J14, J30, J60, J180 et J360 aprés la vaccination
(Tepsumethanon et al. 1991).

4.3.5 Statut vaccinal (animal primovacciné versus animal vacciné a plusieurs reprises)

Les chiens vaccinés a plusieurs reprises contre la rage produisent des titres en anticorps plus
fréquemment au-dessus de 0,5 Ul/mL que ceux vaccinés pour la premiére fois (Cliquet et al. 2003,
Mansfield et al. 2004, Sage et al. 1993, Sihvonen et al. 1995, Tepsumethanon et al. 1991). Parmi
les études citées, Cliquet et al. (2003) ont montré que 14,5 % des chiens primovaccinés (dans un
effectif total de 1 351 chiens) présentaient un titre en anticorps inférieur a 0,5 Ul/mL, et que cette
proportion diminuait a 9,4 %, 5,3 % et 2,8 % pour une, deux, trois, et plus de trois injections
vaccinales, respectivement. La Figure 5 représente le nombre d’individus présentant un titre inférieur
ou supérieur a 0,5 en fonction du nombre d’injections de vaccins. Les chiens ayant été vaccinés
deux fois ou plus (& un an d’intervalle) présentent des titres significativement plus élevés que les
chiens primovaccinés. Aprés deux injections, la différence entre ces pourcentages n’est plus
significative

Il est a noter que la différence entre les taux de séroconversion observés chez les chiens
primovaccinés et ceux vaccinés deux fois a un an d’intervalle ne peut pas s’expliquer par une
différence d’age entre les chiens des deux groupes. En effet, les moyennes d’age des chiens
appartenant a ces deux populations ne sont pas statistiquement différentes. De plus 'age moyen
des chiens primovaccinés ayant présenté des titres inférieurs a 0,5 Ul/mL n’est pas statistiquement
différent de celui des chiens primovaccinés ayant présenté des titres supérieurs a 0,5 Ul/mL (Cliquet
et al. 2003).
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Figure 5 Nombre d’animaux présentant un titre inférieur ou supérieur a 0,5 Ul/mL en fonction du
nombre d’injections vaccinales (Cliquet ef al. 2003)

4.3.6 Etat sanitaire

De nombreux facteurs propres a I'individu peuvent également entrainer une réponse immunitaire
faible malgré une vaccination correcte : stress, parasitisme, carence alimentaire ou malnutrition,
défaillance du systéme immunitaire, affections intercurrentes, etc. (Aubert 1993, Dionigi et al. 1977,
Haddad et al. 1987, Kruth et Ellis 1998, MojziSova et al. 2007, Sykes 2010). Par exemple, MojziSova
et al. (2007) ont observé, chez des chiots infestés par Toxocara canis, Toxascaris leonina et
Trichuris vulpis, parasites cosmopolites, des titres en anticorps antirabiques trés faibles, sept et
28 jours aprés vaccination.

4.3.7 Vaccins utilisés

4.3.7.1 Différence entre vaccins antirabiques

L’influence d’un effet vaccin sur la réponse en anticorps est illustrée par une étude comparant les
effets de deux vaccins monovalents adjuvés (Rabisin® et Nobivac® Rage) administrés en
primovaccination a deux groupes de chiens de laboratoire (15 chiens par groupe). Les résultats
(Tableau 2) indiquent que les titres en anticorps ainsi que leur cinétique sur quatre mois présentent
des différences significatives entre les deux vaccins (Minke et al. 2009). Plusieurs autres études
relévent des différences entre les titres obtenus selon les vaccins monovalents utilisés (Berndtsson
et al. 2011, Kennedy et al. 2007, Mansfield et al. 2004) et soulignent que cet effet vaccin n’existe
plus aprés un rappel vaccinal (Mansfield et al. 2004).
Tableau 2 Evolution dans le temps de la proportion de chiens primovaccinés avec deux vaccins

monovalents différents (15 chiens par vaccin) présentant un titre en anticorps antirabiques égal ou
supérieur a 0,5 Ul/mL (d’aprés Minke et al. (2009))

JO (vaccination) J14 J28 J56 J84 J112 J120
Vaccin
Rabisin® 0 93 93 87 67 60 40
Vaccin
Nobivac® Rage 0 100 67 0 0 ! !

Ces résultats sont confirmés par I'étude de Berndtsson et al. (2011) réalisée sur un effectif de 6 789
chiens vaccinés dans le cadre des échanges internationaux, dont 1 766 primovaccinés, qui indique
que le vaccin Rabisin® permet de réduire le risque d’obtenir un résultat inférieur a 0,5 Ul/mL d’un
facteur de 0,2 en comparaison du vaccin Nobivac® Rage.
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4.3.7.2 Différence entre vaccins monovalents et multivalents

Plusieurs études ont comparé les titres en anticorps antirabiques obtenus chez des chiens
primovaccinés et des chiens ayant recu des injections de rappel en fonction de la formulation
vaccinale (vaccin monovalent ou multivalents) (Cliquet et al. 2003, Tasioudi ef al. 2018). |l en ressort
que, chez les chiens primovaccinés, les vaccins multivalents induisent significativement moins
fréquemment un titre considéré comme protecteur que les vaccins monovalents (Figure 6); la
différence n’est pas statistiquement significative chez les chiens ayant recu des injections de rappel.

a) Chiens primovaccinés
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Figure 6 Influence du type de vaccin (mono ou multivalent) sur la proportion d’animaux présentant
un titre inférieur ou supérieur a 0,5 Ul/mL chez (a) des chiens primovaccinés et (b) des chiens
plurivaccinés (Cliquet et al. 2003)

4.3.8 Délai entre la derniére injection vaccinale et la prise de sang

Chez les chiens primovaccinés, les titres en anticorps atteignent leur pic environ un mois apres la
vaccination et chutent ensuite en quelques semaines a quelques mois. Dans I'étude de Cliquet et
al. (2003), le pourcentage de chiens primovaccinés possédant des titres inférieurs a 0,5 Ul/mL est
de 7,8 % deux mois apres la vaccination, de 19 % deux a quatre mois aprés, de 25 % quatre a six
mois aprés et de 22 % au-dela de six mois (Cliquet et al. 2003). Ces données sont confirmées par
d’autres auteurs dans d’autres pays (Mansfield et al. 2004, Sage et al. 1993).

En revanche, pour les chiens vaccinés plusieurs fois contre la rage, les titres en anticorps
neutralisants sont indépendants du délai aprés la derniére vaccination et demeurent supérieurs a
0,5 Ul/mL, tant que le protocole vaccinal est respecté (Berndtsson et al. 2011, Cliquet et al. 2003).

4.4 Réponse immunitaire sur des populations de chiots

441 Etudes expérimentales

Méme si les chiots nouveau-nés sontimmunologiquement compétents, ils regoivent, via le colostrum
et le lait lors de I'allaitement maternel, des anticorps (immunité passive ou immunité maternelle) qui
leur offrent une protection de quelques semaines (Chappuis 1998). L'immunité maternelle diminue
assez rapidement et a partir d’environ trois mois, la vaccination du chiot est considérée comme
efficace pour stimuler le systéeme immunitaire propre de I'animal.
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Dés 1985, Précausta et al. ont montré que des chiots de laboratoire, issus de méres non vaccinées,
et eux-mémes vaccinés a l'aide du vaccin Rabisin® a I'age d’un mois, produisaient des anticorps
antirabiques a des titres aussi élevés que des chiens vaccinés a I'age de sept mois (Précausta et
al. 1985).

Dans une autre étude, réalisée sur quatre chiots de laboratoire nés de méres vaccinées contre la
rage, les chiots ont été vaccinés a I'age de 14 jours (Chappuis 1998) puis soumis, a 'dge de quatre
mois, a une épreuve virulente par inoculation d’'une souche de virus rabique tuant 'ensemble des
chiens contréles non vaccinés. Les quatre chiots avaient des anticorps maternels le jour de leur
vaccination et ces titres en anticorps ont ensuite chuté, devenant tous inférieurs a 0,5 Ul/mL a partir
de cinq semaines aprés la vaccination (J49). Les chiots ont néanmoins tous résisté a I'épreuve
virulente. Ces résultats montrent 'aptitude de ces chiots a développer une immunité protectrice
(sans doute liée au développement d’'une réponse cellulaire) aprés vaccination, sans pour autant
montrer une séroconversion détectable.

Ces données suggérent que des chiots peuvent étre aptes a développer une immunité protectrice
s’ils sont vaccinés contre la rage avant 'age de trois mois, qu’ils soient nés ou non d’'une mére
vaccinée.

Depuis, d’autres travaux ont été publiés sur I'immunité humorale conférée par la vaccination
antirabique a des chiots 4gés de moins de trois mois dans des conditions de « terrain ».

4.4.2 Etude en conditions de « terrain »

En 1990, une étude a été réalisée au Nigéria chez des chiots nés de méres vaccinées (avec un
vaccin a virus atténués) ou non, et vaccinés eux-mémes a différents ages (quatre, six, huit, dix ou
12 semaines) a I'aide du méme vaccin. Tous les chiots issus de méres non vaccinées ont bien
répondu a la vaccination, et les chiots issus de meres vaccinées ont présenté une séroconversion a
partir de 10 semaines (Aghomo, Oduye et Rupprecht 1990). En 1999, une étude réalisée en Tunisie
a montré que des chiots tout venant de moins de trois mois et vaccinés (a I'aide d’un vaccin a virus
inactivé) présentaient une séroconversion méme s’ils étaient issus de meres vaccinées et méme si
I'amplitude de cette réponse un mois aprés vaccination était plus faible que celle de chiots issus de
méres non vaccinées (Seghaier et al. 1999).

En 2017, une étude, conduite au Sri Lanka sur des chiens vaccinés (avec le vaccin Nobivac® Rage)
entre 'adge de six semaines et trois mois, a montré des taux de séroconversion similaires entre le
groupe de chiots issus de méres vaccinées contre la rage et celui de chiots issus de méres non
vaccinées (Pimburage et al. 2017).

Une étude américaine récente (Wallace et al. 2017) a analysé la réponse humorale dans une cohorte
de plus de 8 000 jeunes chiens vaccinés aux Etats-Unis (les noms des vaccins ne sont pas
mentionnés) a moins d’un an d’age (classés en trois groupes d’age : moins de 12 semaines, 12 a
16 semaines, plus de 16 semaines. Cette étude constitue la seule, a la connaissance des experts,
a analyser la réponse immunitaire de chiots avec des délais aussi courts aprés la vaccination. Les
résultats sont les suivants :

e les chiots de moins de 12 semaines répondent a la vaccination de la méme maniére que
ceux vaccinés entre 12 et 16 semaines (taux de séroconversion et valeurs des titres en
anticorps ; test Anova avec valeur de p>0.05). En revanche les chiots de plus de
16 semaines répondent significativement mieux a la vaccination (p<0.07). Le Tableau 3
synthétise les résultats de cette étude ;

o quel que soit I'dge du chiot, une réponse a la vaccination antirabique est obtenue chez
environ 14 % des animaux trois jours apres la vaccination. Cette donnée est cependant a
prendre avec précaution car trés peu d’animaux ont été testés dans ce délai aprés
vaccination. En revanche, quatre a sept jours apres la vaccination, environ 86 % (Intervalle
de confiance — IC - entre 64 % et 100 % au seuil de 95 %) des animaux possédent des titres
supérieurs a 0,5 Ul/mL ;
quel que soit 'age des chiots au moment de la vaccination (moins de 12 semaines a plus de
16 semaines), les titres inférieurs a 0,5 Ul/mL sont associés au délai entre la vaccination et
le titrage en anticorps. Dans cette étude, la meilleure fenétre pour obtenir un titre supérieur
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a 0,5 Ul/mL (3,7 % de résultats en dessous de 0,5 Ul/mL, IC entre 2,9 % et 4,6 % au seuil
de 95 %) se situe entre huit et 30 jours post-vaccination (Figure 7), les titres devenant
inférieurs a 0,5 Ul/mL 160 jours aprés la vaccination.

Tableau 3 Comparaison des taux de séroconversion chez des chiots primovaccinés a différents
ages (d’aprés Wallace et al. (2017))

Pourcentage et (nombre d’animaux) en fonction des titres en anticorps antirabiques et par classes d’age
Age au moment Moyenne
dela <0,5 Ul/imL 20,5 Ul/mL 0,5-2,62 Ul/mL 22,62 Ul/mL | géométrique
vaccination des titres
. 16,6 % 83.4 % 41,4 % 421 %
<12 semaines (48) (242) (120) (122) 1,22
. 15,5 % 84,5 % 42,9 % 417 %
12-16 semaines (346) (1892) (959) (933) 1,21
. 10,4 % 89,6 % 35,8 % 53,8 %
> 16 semaines (570) (4913) (1965) (2948) 164
1001
¥ 90.
- 80
701
Proportion de 60
chiens
dontle titre est ol
<0,5 Ul/mL (%) 401
30 ] VR
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Figure 7 Pourcentages de chiots primovaccinés présentant des titres en anticorps
antirabiques inférieurs a 0,5 Ul/mL (trois groupes de chiots confondus) en fonction du
temps écoulé entre la vaccination et la prise de sang (d’aprés Wallace et al. (2017))

Une autre étude, réalisée en Afrique du Sud sur des chiots tout venant, vaccinés a 'aide du vaccin
Rabisin®, a montré également qu’ils étaient capables de répondre trés jeunes a la vaccination. Tous
les chiots (n=19) vaccinés ont présenté une séroconversion 30 jours plus tard avec des titres trés
supérieurs a 0,5 Ul/mL. Un total de 17 d’entre eux était issu de huit méres dont les titres en anticorps
étaient tous inférieurs a 0,5 Ul/mL au moment de la vaccination des chiots (Morters et al. 2015)
(cf. tableau en Annexe 4).

En résumé, les différentes études montrent que les chiots peuvent présenter une réponse
immunitaire a la vaccination antirabique dés I'dge de quatre semaines, en conditions expérimentales
et de terrain. Chez des chiots issus de meéres vaccinées, 'amplitude de la réponse sérologique peut
étre similaire ou inférieure a celle des chiots issus de méres non vaccinées. Expérimentalement,
une réponse immunitaire similaire a été observée chez des chiots de quatre semaines et des chiens
agés de sept mois. En revanche, en conditions de terrain, une étude rapporte une moins bonne
réponse chez les chiots de moins de 16 semaines par rapport aux animaux de plus de 16 semaines
(Wallace et al. 2017). Dans cette étude, a la différence des données disponibles sur des chiens de
tous ages, la meilleure fenétre pour observer un titre supérieur a 0,5 Ul/mL se situe entre huit et
30 jours aprés vaccination.
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4.5 Conclusion

La vaccination contre la rage, administrée par voie parentérale, induit une réponse humorale avec
production sérique d'anticorps neutralisants contre la rage. Chez les chiens primovaccinés, le pic
d'anticorps antirabiques neutralisants est généralement atteint environ un mois aprés l'injection.
Cette réponse humorale est influencée par plusieurs facteurs, notamment une variabilité individuelle
importante et le vaccin utilisé.

En revanche, la production d’anticorps ne semble pas influencée par I'age chez des chiots. Chez
les animaux primovaccinés, I'observation d’un titre faible en anticorps antirabique est généralement
associée au délai entre la vaccination et la réalisation du titrage (trop précoce ou trop tardif par
rapport a la date de vaccination). Compte tenu de ces données sur I'dge des chiots (Cliquet et al.
2001, Seghaier et al. 1999) et sur leur capacité a répondre a la vaccination antirabique, 'OMS
recommande depuis peu la vaccination de tous les chiots, quel que soit leur age, et
indépendamment des instructions des producteurs de vaccins, lors des campagnes de vaccination
de masse des chiens dans les pays ou la rage canine est enzootique (en particulier en Afrique et en
Asie) (OMS 2013, 2018). Cette recommandation vise notamment a conférer une immunité
protectrice le plus tét possible aux chiots, qui sont en contact permanent avec les enfants.
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5 Analyse des résultats de titrages des anticorps
antirabiques réalisés sur les lots d’animaux
controlés par la BNEVP

L’objectif de cette analyse était, en réponse a la saisine, de rechercher une éventuelle relation entre
les titres sérologiques et I'dge des animaux a partir des données fournies par la BNEVP.

5.1 Contexte

La BNEVP fait appel a plusieurs laboratoires frangais pour la réalisation de titrages des anticorps
antirabiques sur des carnivores domestiques (chiens et chats) afin de connaitre le statut
immunologique des animaux vis-a-vis de la rage. Ces laboratoires sont approuvés chaque année
par la Commission européenne pour les analyses sérologiques antirabiques de carnivores
domestiques vaccinés destinés a des mouvements non commerciaux entre pays membres ou a
partir de certains pays vers I'UE. La technique d’analyse utilisée dans ces laboratoires est le test
FAVN. Les laboratoires envoient a la BNEVP un rapport détaillé présentant les résultats des
analyses.

L’analyse présentée dans ce rapport a porté sur les résultats sérologiques de 17 lots de chiots et
chatons controlés par la BNEVP entre 2008 et 2018, un lot correspondant a un dossier suite a une
inspection judiciaire. Pour les besoins de la saisine, la BNEVP a communiqué a I'Anses un tableau
synthétisant [I'historique des résultats de sérologie avec les informations disponibles pour
l'interprétation des données : lots d’animaux, espéce animale, identification, race, sexe, date de
naissance, date de la premiére injection vaccinale, date de la seconde injection, nom du vaccin, date
du départ de I'animal, pays d’origine, &ge de I'animal selon un expert, 4ge de I'animal indiqué sur le
certificat d’'accompagnement, conformité de I'dge de I'animal par rapport aux données de I'expert,
date du prélévement sanguin et titre en anticorps par rapport au titre de 0,5 Ul/mL.

Selon la réglementation, les animaux doivent étre valablement vaccinés contre la rage (cf. § 2.2),
donc un animal arrivant sur le territoire frangais doit avoir au minimum 15 semaines d’age. La BNEVP
a indiqué que, lors des contréles, et selon les cas, un expert vérifiait 'dge des chiens (par examen
dentaire, poids et morphologie) a leur arrivée en France (en général quelques jours aprés leur
arrivée). Il est donc possible d’estimer pour chaque lot le pourcentage d’animaux plus jeunes que
celui consigné sur les documents d’accompagnement des animaux, ainsi que le pourcentage
d’animaux conformes en age, en se basant sur l'avis de I'expert. Le cas échéant, une deuxiéme
estimation de I'dge est réalisée environ un mois aprés la premiére, afin de suivre I'évolution et
d’infirmer ou confirmer la premiére estimation (des dents d’adulte doivent commencer a apparaitre).
Dans certaines contre-expertises, des examens radiographiques dentaires sont également réalisés.

La Figure 8 résume les différentes étapes dans le temps afin de mieux situer les analyses réalisées
dans la suite du rapport. Les indications de dates, en italique, sont les seules a étre fiables, a savoir
la date de départ et les dates des deux expertises. Par conséquent, le GT souligne le niveau
d’incertitude élevé associé aux données disponibles, en particulier sur 'age des chiots, la réalité de
la vaccination antirabique et la date de cette vaccination.

Expertise 1 ; |
examendlinigue, | giartises
détem M&a’t?qra" delige, “exomen clinigue,
prsedecong ) dbtermination de /b6

3 semaines
minimum

MNaissance Vaccination?
Date?? Date 7?7

Figure 8 Schéma chronologique du dispositif réglementaire et de I'inspection judiciaire (en italique
sur fond strié sont indiquées les données fiables)

12 semaines minimum
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5.2 Description des données
5.2.1 Animaux

Un total de 946 animaux a été considére, incluant 937 chiens (99 %) et neuf chats (1 %), 535 males
(57 %) et 411 femelles (43 %). Seulement 645 (68 %) de ces animaux (639 chiens et six chats) ont
un résultat sérologique. Les analyses ont donc porté sur cet échantillon de 645 animaux pour
lesquels un résultat sérologique était disponible.

Les animaux se répartissent en 17 lots dont les effectifs ayant un résultat sérologique vont de neuf
a 89 chiens, les six chats se répartissant dans trois lots (deux chats par lot).

Pour les animaux de moins de 15 semaines, I'age estimé lors de I'expertise est en général de deux
a deux mois et demi (huit a dix semaines), mais il peut aller jusqu’a sept a neuf semaines, voire
quatre semaines.

D’aprés les documents fournis, les animaux proviennent principalement de Slovaquie (n=417, 44 %)
et de Hongrie (n=378, 40 %), le reste se répartissant entre Irlande (7 %), Belgique (6,5 %), Bulgarie
(1 %), puis Pays-Bas (1 %) et République tchéque (0,5 %).

Les animaux ayant fait I'objet d’'un titrage sérologique proviennent des pays suivants : Hongrie
(n=292, 45,3 %), Slovaquie (n=234, 36,3 %), Belgique (8,5 %), Irlande (7,3 %), Bulgarie (0,8 %),
Pays Bas (1,2 %) et République tchéque (0,6 %).

D’aprés les documents fournis, une majorité importante de chiens sont primovaccinés (602 chiens)

ce qui représente 94 % de la population totale des chiens pour lesquels une sérologie a été réalisée
(639 chiens).

5.2.2 Vaccins utilisés

D’aprés les documents fournis, le vaccin Rabisin® a été administré a 522 chiens en
primovaccination, ce qui représente 87 % des animaux primovaccinés. Les autres chiens ont été
vaccinés avec le vaccin Nobivac® Rage (n=47, 8 %), le vaccin Biocan® R (5,3 %) et le vaccin
Vanguard® R (un animal). Pour les 6 % (n=37) de chiens vaccinés deux fois, deux cas se
présentent : 22 chiens ont été vaccinés a I'aide du vaccin Rabicell®, puis Rabisin®. Quinze autres
chiens ont fait I'objet de deux injections de primovaccination avec le vaccin Rabisin® a trois
semaines d’intervalle.

Les six chats sont tous primovaccinés avec le vaccin Rabisin®.

5.2.3 Titres en anticorps antirabiques

Sur un total de 645 animaux (639 chiens et six chats) pour lesquels un titrage a été réalisé,
329 d’entre eux (51 %) ont produit une réponse immunitaire supérieure ou égale a 0,5 Ul/mL.

Les six chats ont produit des titres en anticorps élevés (supérieurs a 7,92 Ul/mL).

Pour les 639 chiots, la médiane se situe a 0,5 Ul/mL, avec le premier quartile a 0,13 et le troisieme
quartile a 3,46 Ul/mL (Figure 9). Sur les 49 % de chiots présentant un titre inférieur a 0,5 Ul/mL, la
moitié est proche de 0 Ul/mL, 'autre se situe entre 0,1 et 0,5 Ul/mL. Il est a noter que, concernant
les 37 chiens plurivaccinés (les 10 chiens du lot 6, cing chiens du lot 9 et 22 chiens du lot 17),
21 d’entre eux ont des titres inférieurs a 0,5 Ul/mL (57 %).
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Figure 9 Distribution des titres en anticorps antirabiques (Ul/mL) chez 639 chiots (données BNEVP)

"Certaines valeurs 0,13 UI/mL et 0,17 Ul/mL sont inférieures ou égales a 0,13 Ul/mL et a 0,17 Ul/mL. Les titres
a 7,92 Ul/mL et 10,45 Ul/mL sont en fait supérieurs ou égaux a ces valeurs.

5.3 Analyse des données

Des analyses univariées et multivariées ont été réalisées en considérant un seuil de significativité
statistique de 5 %. L’évaluation de I'association entre I'obtention des titres en anticorps supérieurs
ou inférieurs a 0,5 Ul/mL et 'ensemble des variables a été réalisée par régressions logistiques. Plus
spécifiguement, les analyses ont été réalisées en ajustant des modéles mixtes a effet aléatoire, afin
de prendre en compte la variabilité due au lot. Les variables explicatives étudiées, sur la base des
données fournies, sont : le délai entre la vaccination et le contréle (jours), la taille du chien (petit,
moyen, grand, trés grand), le(s) vaccin(s) utilisé(s) (Rabisin®, Biocan® R, Novibac® Rage, et, pour
les animaux plurivaccinés, Rabicell®-Rabisin®, Rabisin®-Rabisin®), le laboratoire qui a fait les
analyses (départements 31, 54, 62, 72), et le pays d’origine pays d'origine (Belgique, Bulgarie,
Irlande, Hongrie, Pays-Bas, Slovaquie, République tchéque).

5.3.1 Analyses univariées

5.3.1.1 Sur I’ensemble des animaux
Les analyses univariées conduisent aux résultats suivants :

* les proportions d’'animaux dont les titres en anticorps antirabiques sont supérieurs a
0,5 Ul/mL sont faibles (51 % des animaux), avec I'ensemble des vaccins, ce qui ne
correspond pas aux données de la littérature (Berndtsson et al. 2011, Cliquet et al. 2003,
Mansfield et al. 2004, Wallace et al. 2017) ;

» aucun effet sexe n’est observé (il N’y a pas de différence significative entre les 48 % de méles
et 53 % de femelles présentant des titres supérieurs a 0,5 Ul/mL), comme rapporté dans la
littérature (Berndtsson et al. 2011, Kennedy et al. 2007, Mansfield et al. 2004, Wallace et al.
2017) (cf. §4.3.2) ;

* aucun effet taille n’est observé a la différence de certaines études (Berndtsson et al. 2011,
Kennedy et al. 2007, Mansfield et al. 2004) (cf. § 4.3.3) ;

* le vaccin Rabisin® fournit un pourcentage de titres supérieurs a 0,5 Ul/mL statistiquement
supérieur aux pourcentages fournis par les vaccins Nobivac® Rage et Biocan® R, en
cohérence avec les données de la littérature ;
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* Iimpact du temps écoulé aprés la vaccination des chiots sur la valeur des titres, largement
décrit dans la littérature (Cliquet et al. 2003, Wallace et al. 2017) (cf. § 4.3.8), n’a pas été
constaté dans cette population de chiots primovaccinés.

5.3.1.2 Par lots d’animaux

Dans un méme dossier (ce qui correspond a un lot), il peut y avoir plusieurs arrivages d’animaux,
de provenances différentes, et donc plusieurs pays d'origine. Aprés une enquéte pouvant durer de
plusieurs semaines a plusieurs mois, la BNEVP intervient auprés des parties en cause. Tous les
chiens présents le jour de I'inspection sont examinés, mais seuls les chiots provenant d’autres pays
membres de I'UE, livrés le jour de l'inspection ou quelques jours a quelques semaines avant, sont
inclus dans un lot. La Figure 10 présente la distribution des titres sérologiques pour les 17 lots de la
BNEVP.
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Figure 10 Distribution des titres en anticorps antirabiques pour les lots 1 a 17 (sont représentées les
médianes des titres, les quartiles et valeurs extrémes) (données BNEVP)"

"Certaines valeurs 0,13 Ul/mL et 0,17 Ul/mL des lots 1, 4 et 10 sont inférieures ou égales a 0,13 Ul/mL et
a 0,17 Ul/mL. Les titres a 7,92 Ul/mL et 10,45 Ul/mL sont en fait supérieurs ou égaux a ces valeurs.

Les points suivants ressortent des analyses univariées réalisées par lots d’animaux :

¢ une grande hétérogénéité des titres en anticorps est observée entre les chiots d’'un méme lot.
Elle se retrouve également entre les lots, dans lesquels la proportion de titres supérieurs a 0,5
Ul/mL fluctue de 0 % (deux lots) a 100 % (un lot) ;

e pour les chiots, des non conformités liees a I'age (I'expert ayant estimé que les chiots avaient
moins de 15 semaines) ont été observées dans tous les lots. Les données globales des
experts sur les estimations d’age révélent que les chiots non conformes ont généralement 10
a 12 semaines au moment de la prise de sang ;

¢ ['analyse des non conformités en age et des résultats sérologiques montre que la réponse
immunitaire n’est pas liée a 'dge déclaré des chiots.
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5.3.2 Analyse multivariée

Des modéles intégrant toutes les combinaisons possibles parmi les variables explicatives
précédemment citées (cf. introduction du § 5.3) ont été construits et comparés afin d’expliquer les
valeurs des titres en anticorps antirabiques. L’age du chien n’a pas pu étre considéré compte-tenu
de la non harmonisation du format de ces données dans les fichiers fournis. Le modéle sélectionné
qui expliquait le mieux les données intégrait 'ensemble des variables présentées. Toutefois, les
données analysées n’ayant pas été collectées a des fins d’analyse statistique, elles sont de fait trés
hétérogénes. Il en résulte un manque d’ajustement des modéles aux données qui n’a pas permis
d’obtenir des résultats exploitables.

5.4 Discussion

Dans ce travail, les données et résultats sérologiques de 17 dossiers judiciaires (ou lots) fournis par
la BNEVP al’Anses-Nancy ont été analysés et interprétés. Il s’agit de lots de carnivores domestiques
provenant de certains Etats membres et destinés aux échanges ou importations vers la France. La
BNEVP souhaiterait savoir si la sérologie, réalisée sur la base d’'un échantillonnage de chiens au
sein de chaque lot, est un outil qui pourrait permettre de déterminer si le protocole vaccinal de ce lot
a respecté la réglementation (primovaccination a partir de 'dge de 12 semaines et délai de 21 jours
minimum entre la vaccination et le départ respectés).

Difféerents paramétres ont été étudiés sur la population globale des chiots analysés et sur les
différents lots, afin de dégager des tendances qui permettraient de pouvoir répondre aux
préoccupations de la BNEVP. Il convient de rappeler que les interprétations sont assez limitées et
certainement biaisées du fait de peu de données fiables dans les dossiers, en 'occurrence I'age réel
des animaux, et surtout la date de vaccination. Toutes les études réalisées dans le domaine de la
sérologie rage sur des animaux primovaccinés soulignent que le facteur déterminant pour interpréter
les titres en anticorps de ces animaux est la prise en compte du délai entre la prise de sang et la
vaccination. Un résultat de sérologie ne peut étre interprété qu’a partir de données fiables (animal
effectivement vacciné, connaissance de la date de la primo-vaccination, donc du délai entre la
vaccination et la prise de sang, cf. § 4.2)

5.4.1 Interprétation des titres en anticorps antirabiques séroneutralisants

En ce qui concerne I'interprétation des titrages des anticorps antirabiques dans les lots de la BNEVP,
le Tableau 4 présente la répartition des titres obtenus, mise en perspective de l'interprétation de ces
titres présentée dans la partie bibliographique. Des titres en anticorps neutralisants non nuls mais
inférieurs a 0,10 Ul/mL peuvent soit correspondre a un bruit de fond, comme il est possible de le
rencontrer avec tout sérum, y compris des sérums d’animaux naifs non vaccinés, soit correspondre
a des traces d’anticorps en limite de détectabilité observables chez des sujets trop récemment
vaccinés (en tout début de réponse a la vaccination lorsque les taux n’atteignent pas encore
0,10 Ul/mL), ou trop anciennement vaccinés chez lesquels ils ont progressivement décliné (Aubert
1993, Ganiére et al. 1989).
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Tableau 4 Répartition des titres en anticorps antirabiques et significations possibles

Valeurs de titres en
anticorps antirabiques < 0,10 Ul/mL 0,10 - 0,49 Ul/imL 20,5 UlImL
(UlimL)
Pourcentage de chiots
pour I'ensemble des lots 26 % 23 % 51%
(n=639)
Lots concernés
(n total=17) 15 lots 14 lots 15 lots

Pourcenta_ge’de chiots 1.7 %3100 % 3%a90 % 10 % a 100 %

dans les différents lots ’
Non vacciné
ou Vacciné mais plus d’anticorps
Vacciné mais plus d’anticorps décelables (phase descendante)
décelables (phase descendante) ou Vacciné et date de prise de

Signification biologique | OY Vacciné mais pas encore sang permettant la détection
Vacciné mais pas encore d’anticorps décelable (phase des anticorps
d'anticorps décelable (phase ascendante) MAIS ne signifie pas respect
ascendante) Oou du protocole vaccinal*
ou Immunodéprimé ou faible
Immunodéprimé ou faible répondeur
répondeur

*Le fait qu’un chiot présente un titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL ne permet pas de déduire ou de
prédire qu’il a été vacciné a I'age de 12 semaines minimum, ni qu’il a été soumis a une attente de
21 jours minimum avant son départ. Plusieurs cas de figure sont en effet envisageables :
o le chiot a effectivement été valablement vacciné ;
o il peut avoir été vacciné a 12 semaines minimum, mais la période de 21 jours a pu
étre raccourcie ;
o il peut avoir été vacciné a moins de 12 semaines, et avoir respecté les 21 jours ;
o il a été vacciné a moins de 12 semaines, et le délai de 21 jours minimum n’a pas été
respecte.

5.4.2 Population de chiens étudiés

Les résultats globaux montrent que 51 % des animaux ont produit une réponse immunitaire
supérieure ou égale a 0,5 Ul/mL, avec une variabilité des titres individuels importante. Ce résultat
est trés inférieur aux données de la littérature qui rapportent des pourcentages de I'ordre de 85 %,
y compris chez des chiots 4gés de moins de 12 semaines (Berndtsson et al. 2011, Cliquet et al.
2003, Mansfield et al. 2004, Wallace et al. 2017) (cf. § 4.4). Ces résultats se rapprochent de ceux
de Klevar et al. (2015) et Kaila, Marjoniemi et Nokireki (2019), sur des chiens introduits en Norvége
et en Finlande, respectivement (principalement depuis la Roumanie et la Russie). Les 51 %
d’animaux présentant des titres supérieurs a 0,5 Ul/mL sont répartis dans 15 des 17 lots. On peut
considérer qu’ils ont été vaccinés et que la date de la prise de sang a été compatible avec la mise
en évidence d’anticorps antirabiques. Cependant, ce résultat ne signifie pas que le délai minimal de
21 jours entre vaccination et titrage en anticorps a été respecté.

Parmi les 49 % d’animaux ayant présenté des titres inférieurs a 0,5 Ul/mL :

e prés de la moitié (répartis dans 15 lots) ont des titres proches de 0 Ul/mL (inférieur a
0,1 Ul/mL) et n’ont probablement pas été vaccinés, ou ils I'ont été le jour du départ ;
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e ['autre moitié présente des titres en anticorps compris entre 0,1 et 0,5 Ul/mL suggérant que
ces animaux ont été vaccinés. Il est important de noter que dans tous les lots testés (sauf
dans le lot 7 [dont tous les animaux, a une exception prés, ont des titres supérieurs a
0,5 Ul/mL] et les lots 2 et 6 [entierement dépourvus d’anticorps]), des titres en anticorps entre
0,1 et 0,5 Ul/mL ont été détectés en proportions plus ou moins importantes.

Aucun lot n’est complétement conforme réglementairement pour 'age des chiens au moment de son
inspection. Les données analysées ont montré que la conformité d’age a elle seule ne peut pas
expliquer un résultat sérologique. Inversement, un titre en anticorps, qu'’il soit supérieur ou inférieur
a 0,5 Ul/mL, ne permet pas de définir si un animal est conforme ou non en age. Ce constat est
valable aussi pour un groupe d’animaux. Les chiens des lots 7 et 9 présentent tous des titres
supérieurs a 0,5 Ul/mL (sauf un chien) et, pour ces lots, respectivement 78 % et 74 % des animaux
n’étaient pas conformes en age. Par exemple, les animaux des lots 10 et 17 présentent des
pourcentages faibles de titres supérieurs a 0,5 Ul/mL parmi les chiens conformes en &age
(respectivement 8 et 17 %).

L’interprétation des résultats de titrages au niveau d’un groupe d’animaux (17 lots ici) se heurte a
d’importantes limites :
e les dates de vaccination annoncées dans les documents ne sont pas fiables,
e les animaux d’'un méme lot n'ont pas tous le méme historique sur les documents, et peuvent
provenir de différents pays,
e des différences parfois importantes entre la date de I'inspection, et donc de prélevement, et
la date de départ sont constatées dans la quasi-totalité des lots,
e les données analysées n'ont pas été collectées a des fins d’analyse statistique et sont de fait
tres hétérogeénes. Il en résulte un manque d’ajustement du modéle aux données.

La grande hétérogénéité des titres observés pour un méme pays, retrouvée sur plusieurs lots,
montre qu’aucun pays ne peut étre particulierement visé par des contréles. A titre d’exemple, le lot
présentant le plus de titres supérieurs a 0,5 Ul/mL, et les deux lots dont les animaux sont entiérement
dépourvus d’anticorps proviennent du méme pays.

Les autres analyses, y compris celle des titres en anticorps en fonction des délais entre les dates
de vaccination et de prise de sang et/ou entre dates de départ (dont on peut supposer qu’elle pourrait
correspondre approximativement a une date de vaccination) et de prise de sang, ne permettent pas
de dégager de tendance utilisable pour répondre a la saisine.

5.5 Conclusion

Les questionnements de la saisine se référent a des lots, qui correspondent a des dossiers
judiciaires et non a des groupes d’animaux réunis en fonction de critéres scientifiques ou
méthodologiques définis, ou a des animaux tirés au sort au sein d’'une population. Les lots de la
saisine ne sont pas homogénes, de taille variable et avec des animaux en provenance de différents
pays. Par ailleurs, les lots comportent des animaux conformes et non conformes en &ge (d’aprés les
estimations des experts).

L’étude des 17 dossiers de carnivores domestiques théoriquement vaccinés contre la rage, en
provenance de certains Etats membres et introduits en France, suggére une couverture vaccinale
globalement insuffisante, avec une grande hétérogénéité selon les lots. Aucun lot n’est en outre
conforme pour I'age des chiens.

Les non conformités (non-respect de I’age minimal a la vaccination et/ou non-respect de la
période d’attente minimale de 21 jours aprés la vaccination) ne sont pas déductibles des
résultats de sérologie, sauf lorsque, dans un lot, la totalité des animaux testés posséde des
titres proches de 0 Ul/mL (inférieurs a 0,1 Ul/mL). Le non-respect du délai de 21 jours peut
expliquer I'obtention de titres inférieurs a 0,5 Ul/mL, mais sans que ce soit la seule cause possible.
Les résultats de sérologie ne permettent pas, qui plus est sur de tels lots non homogénes dont les
dates ne sont pas fiables (date de naissance et de vaccination en particulier), d’objectiver I'origine
de la fraude, sauf s'il s’agit de détecter si des lots entiers de chiens sont complétement dépourvus
d’anticorps.

V finale page 44 / 72 mars 2020



Anses o rapport d’expertise collective complété Saisine 2018-SA-0035 Titrage anticorps antirabiques

Ainsi, un titre en anticorps, quel qu’il soit :
¢ ne permet pas de prédire qu’un animal est conforme ou non en age,
e ne permet pas de prédire que la vaccination a été réalisée a I’age minimal de
12 semaines et que le délai minimal de 21 jours entre la vaccination et la prise de sang
a été respecté.
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6 Réponse aux questions

6.1 Réponse a la question de la saisine

La saisine interroge en premier lieu sur la possibilité de « disposer d’un protocole permettant, sur la
base des résultats d’analyse, de déterminer la conformité ou non du statut des animaux composant
le lot expédié au regard de la vaccination antirabique et permettant de déterminer si le protocole
vaccinal reglementaire (primo-vaccination a 12 semaines et délai de 21 jours) est respecté ».

Concernant la pertinence de réaliser un tel protocole, les experts soulignent les points suivants,
développés dans les précédentes parties du rapport :

e La réglementation européenne prévoit que chaque chiot soumis a des échanges
commerciaux intracommunautaires ait fait I'objet d’'une vaccination antirabique répondant
aux exigences de validité énoncées a I'annexe Ill du réglement (UE) n° 576/2013 (cf. § 2.2).

+« En revanche, contrairement aux importations depuis des pays tiers dans lesquels le risque
rabique n’est pas maitris€, ces exigences n’incluent pas un titrage des anticorps antirabiques
(cf. § 2.2). Dans le cadre de la présente saisine, ce titrage est demandé par les enquéteurs
francgais a leur initiative afin de vérifier si les exigences de validité de la vaccination ont été
respectées ou non.

e Un titrage des anticorps antirabiques, lorsqu’il est exigé dans le cadre des échanges avec
des pays tiers, est effectué au moins 30 jours aprés la vaccination, et vise a vérifier que
I'animal est valablement protégé (titre supérieur ou égal a 0,5 Ul/mL) contre la rage. En effet,
un animal présentant un titre supérieur ou égal 0,5 Ul/mL a une probabilité trés élevée de
survivre a une infection rabique ultérieure (cf. § 4.2). En pratique, dans ce cadre, lorsqu’un
animal présente un titre inférieur a 0,5 Ul/mL, une nouvelle vaccination antirabique est
réalisée, qui conduit trés généralement a une augmentation du titre au-dela de 0,5 Ul/mL
comme le rapporte la littérature (cf. § 4.2).

o De l'analyse bibliographique, il ressort qu’un titrage en anticorps antirabiques ne peut étre
interprété qu’a partir de données fiables concernant I'animal testé, i.e. la date de vaccination
et le délai entre cette vaccination et la prise de sang. Or, dans le cadre des contrbles de
chiots et chatons objets de la saisine, il existe un manque de fiabilité des données présentées
sur les documents accompagnant les animaux.

o |l existe, en outre, pour un vaccin donné€, une variabilité liée, d’'une part, a la méthode de
titrage par séroneutralisation (le titre calculé pouvant varier d’'un laboratoire a l'autre) et,
d’autre part, a la réponse de chaque individu a la vaccination antirabique (cf. § 4.3).

e Un titre en anticorps antirabiques, quel qu’il soit, ne permet pas de conclure sur 'dge d’'un
animal. En particulier les chiots trés jeunes (a partir de quatre semaines) peuvent répondre
a la vaccination antirabique.

e Un titre inférieur a 0,5 Ul/mL n’exclut pas la réalisation effective d’'une primovaccination
antirabique, de méme qu’un titre proche de 0,5 Ul/mL (qu’il soit plus faible ou plus élevé)
n’'implique pas que le délai requis entre la vaccination et le mouvement de 'animal ait été
respecte.

¢ Un titre en anticorps antirabique, quel qu’il soit, ne permet pas de prédire que la vaccination
a bien été réalisée a partir de 'age de 12 semaines et que le délai de 21 jours minimum entre
la vaccination et le mouvement de I'animal vers la France a été respecté.

En conclusion, le titrage des anticorps antirabiques ne constitue pas un indicateur pertinent pour
montrer le non-respect de la réglementation relative a la vaccination antirabique dans le cadre
d’échanges commerciaux intracommunautaires de carnivores domestiques introduits en France.

Par conséquent, les experts considérent qu’aucun protocole d’échantillonnage des chiots ne
permettrait, sur la base du titrage des anticorps antirabiques, de déterminer si le protocole vaccinal
réglementaire (primo-vaccination a partir de 'dge de 12 semaines et délai de 21 jours minimum) a
été, ou non, respecté.
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6.2 Réponse a la question complémentaire de la DGAL - BNEVP
6.2.1 Préambule

Suite a I'envoi a la DGAL - BNEVP du rapport du GT de mars 2019 et de I'avis du 25 avril 2019, le
demandeur a posé une question complémentaire portant « sur la possibilité ou non de déterminer,
en fonction du pourcentage de chiots dans un lot contrélé dont les titres sont < 0,5 Ul/mL, une
probabilité de présence d’une anomalie dont la recherche de ['origine, possiblement variée et
présentée dans le rapport, reviendra a la BNEVP (ex : 35 % de titres < 0,5 Ul/mL : probabilité X qu’il
y ait une anomalie ; 40% de titres < 0.5 Ul/mL : probabilité Y qu’il y ait une anomalie ; 50 % de titres
< 0,5 Ul/mL : probabilité Z qu'il y ait une anomalie quant au respect des procédures de la vaccination
[injection vaccinale]) » (cf. § 1.3). Cette question se base sur le fait que les données de la littérature
rapportent des pourcentages de titres = 0,5 Ul/mL de l'ordre de 85 %, y compris chez des chiots
(cf. § 4.4 et 5.4.2). La BNEVP considére donc que, dans la mesure ou les chiots introduits en France
sont censés étre vaccinés depuis au moins trois semaines, de tels pourcentages devraient étre
retrouvés dans les lots contrélés.

Il convient de rappeler que le titrage des anticorps antirabiques n’est pas imposé par la
réglementation dans le cadre de lintroduction de chiens en France depuis des pays de I'Union
européenne (cf. § 2.2). De plus, les experts soulignent que cette démarche ne permet pas de
déterminer la conformité en age des chiots contrblés. En effet, comme indiqué dans le § 5.4.1, un
titre en anticorps = 0,5 Ul/mL ne permet pas de déduire qu’un chiot, ou un lot de chiots, a été vacciné
a I'age de 12 semaines minimum, ni qu’il a été soumis a une attente de 21 jours minimum avant son
départ. A titre d’exemple, dans les lots de la BNEVP analysés dans le présent rapport, les chiens
des lots 7 et 9 présentent tous des titres = 0,5 Ul/mL (sauf un chien) et, pour ces lots, respectivement
78 % et 74 % des animaux n’étaient pas conformes en age (cf. § 5.4.2). Les experts s’interrogent
donc sur la pertinence de ne prendre en compte que les titres en anticorps antirabiques dans le
cadre de cette question complémentaire.

Pour répondre a la question complémentaire posée, il convient de (1) connaitre la proportion de
chiens ayant un titre en anticorps antirabiques = 0,5 Ul/mL dans les populations de chiens supposés
valablement vaccinés contre la rage, et (2) considérer la possibilité de déterminer la concordance
théorique d’un lot de chiots contrblés avec ces populations, a I'aide de tests statistiques sur les
résultats sérologiques des chiots du lot.

6.2.2 Estimation de la proportion de chiens présentant des titres sérologiques = 0,5 Ul/mL au
sein de populations de chiens vaccinés

En se basant sur les 17 lots de la BNEVP analysés, les experts ont constaté une grande
hétérogénéité des titres en anticorps entre les chiots d’'un méme lot. Elle se retrouve également
entre les lots, dans lesquels la proportion de titres = 0,5 Ul/mL fluctue de 0 % (deux lots) a 100 %
(un lot) (cf. § 5.3.1.2.). Il convient de noter que la taille des lots (neuf a 154 animaux) et la proportion
d’animaux testés dans chaque lot (28 a 100 %, et réalisée sans protocole d’échantillonnage) sont
trés variables. Par conséquent, le pourcentage de titres = 0,5 Ul/mL obtenu sur les animaux testés
ne correspond pas nécessairement au pourcentage sur le lot entier. Les résultats de I'analyse de
ces 17 lots ne permettent pas de donner des prédictions ni des probabilités dans la mesure ou les
données sur ces lots (&ge, commémoratifs...) sont déclarées par les exportateurs, certaines sont
inexactes, et elles n’ont rien d’aléatoire (cf. § 5). lls ne peuvent donc pas étre utilisés pour répondre
a cette question complémentaire.

Il convient donc de voir si des études rapportant des pourcentages de titres en anticorps antirabiques
permettent d’établir des fourchettes de valeurs.
6.2.2.1 Recherche d’études d’intérét dans la littérature
o FEtudes expérimentales

Dans la littérature (cf. § 4.3 et 4.4), certaines études (Chappuis 1998, Minke et al. 2009, Précausta
et al. 1985) ont été réalisées sur des chiens de laboratoire, trés homogénes (race, alimentation,
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mode de vie...) et réputés étre de meilleurs répondeurs (Aubert 1992). Ces caractéristiques, trop
eloignées de celles des lots contrblés par la BNEVP, ont donc conduit a ne pas retenir ces études.

e Ftudes de « terrain »

Les publications relatives a des populations de chiens en Asie et en Afrique (Aghomo, Oduye et
Rupprecht 1990, Morters et al. 2015, Pimburage et al. 2017, Seghaier et al. 1999) n'ont pas été
retenues, car ces populations sont trop éloignées de celles de chiens européens.

Les travaux publiés sur la réponse immunitaire humorale en Europe et aux Etats-Unis concernent
des études rétrospectives portant sur des cohortes de chiens « tout venants » : il s’agit de chiens de
propriétaires, de tous ages, de toutes races, en bonne santé, bien entretenus et probablement
soumis a beaucoup moins de facteurs de stress que des chiots transportés a travers I'Europe. Ces
chiens ont été vaccinés une ou plusieurs fois, avec des vaccins mono- ou plurivalents, et ont fait
I'objet d’un titrage en anticorps antirabiques, le délai entre les dates de vaccination et de titrage étant
connu. Parmi ces études, huit ont été dans un premier temps sélectionnées comme possiblement
d’intérét pour obtenir une fourchette de pourcentages de titres = 0,5 Ul/mL. Elles sont présentées
dans le tableau en annexe 6. Quatre de ces études ont été exclues car elles n’apportaient pas de
données sur les chiens primovaccinés, a la différence des quatre études finalement retenues :
Berndtsson et al. (2011), Cliquet et al. (2003), Tasioudi et al. (2018) et Wallace et al. (2017).

6.2.2.2 Proportion moyenne et écart-type de chiens ayant un titre 2 0,5 Ul/mL dans les
études retenues dans la littérature

Pour les quatre études retenues, ont été calculés la proportion moyenne et I'écart-type du nombre
d’animaux ayant un résultat sérologique = 0,5 Ul/mL parmi les chiens primovaccinés (Berndtsson et
al. 2011, Cliquet et al. 2003, Tasioudi et al. 2018) ou, en I'absence d’information sur le processus
vaccinal, parmi les chiens vaccinés d’age compris entre 12 et 16 semaines (Wallace et al. 2017)
(cf. tableau 5 et annexe 6).

Tableau 5 Proportion moyenne et écart-type d’animaux ayant un titre en anticorps

antirabiques 2 0,5 Ul/mL dans les quatre études retenues (chiens primovaccinés ou agés de 12 a
16 semaines)

Proportion s el L
Nombre de Borne inférieure | Borne supérieure
C Nombre total de . moyenne de ”" ”
Publication chiens chiens avec un chiens avec un de l'intervalle de | de l'intervalle de
titre 2 0.5 Ul/mL . confiance a95% | confiance a 95%
titre = 0.5 Ul/mL
Berndisson et al. 1766 1519 86,0 % 84.4 % 87,6 %
(2011)
Cliquet et al. 0 0 0
(2003) 1351 1162 86,0 % 84,1 % 87,9 %
Tasioudi et al. 0 0 0
(2018) 546 459 84,0 % 80,9 % 87.1%
Wallace et al. 0 0 0
(2017) 1892 1608 85,0 % 83,4 % 86,6 %

L’approche développée par (Rubin 1987) a été appliquée pour estimer la proportion moyenne
d’animaux ayant des titres = 0,5 Ul/mL (et écart-type) sur les quatre études sélectionnées.

Ainsi, dans la population de chiens telle que caractérisée dans les quatre publications retenues, la
proportion moyenne (+ écart type) de chiens vaccinés contre la rage et présentant des titres en
anticorps antirabiques supérieurs ou égaux a0,5Ul/mL est de 853+ 1,5% (intervalle de
confiance : 82,3 - 88,2 %).
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6.2.3 Réponse a la question complémentaire

En théorie, il est possible de déterminer, par une méthode statistique (test binomial), le nombre
minimum de chiots d'un lot testé dans sa totalité devant présenter un titre supérieur ou égal
0,5 UlI/mL pour que ce lot soit considéré concordant avec les populations de chiens issues de la
littérature.

Toutefois, pour pouvoir faire une interprétation statistique, il faudrait que le lot analysé ait les mémes
caractéristiques en termes d’hétérogénéité que les populations issues de la littérature, et soient
comparables en termes d’état sanitaire et d’influence de facteurs de stress.

Les caractéristiques des lots de chiots contrélés par la BNEVP différent des populations de chiens
des quatre études retenues. En effet, ces lots contrélés incluent des chiots, qui présentent
frequemment un état général plus ou moins altéré, sont non ou mal sevrés, éventuellement
parasités, parfois malades, et stressés par des transports longs et récents (pour leur introduction en
France, voire pour le transport de I'élevage a l'opérateur dans le pays d’origine). Les experts
soulignent que I'état sanitaire des chiots est un élément majeur dans la mesure ou, quelle que soit
la pratique vaccinale, une altération de I'état sanitaire peut entrainer une difficulté d’interprétation
des titrages. La réponse vaccinale peut étre altérée a un niveau variable et non quantifiable. En
outre, les modalités de constitution d’'un lot n’auront pas d’influence sur ce facteur sanitaire. De plus,
de méme que la date de naissance, la date effective de la vaccination, lorsqu’elle a été réalisée, est
incertaine. Ces facteurs contribuent a une réponse vaccinale possiblement moindre (cf. § 4.3.6), a
un niveau difficilement quantifiable.

En outre, dans les 17 lots de la BNEVP analysés, il existe réguliérement des grappes de chiots d’'une
méme race et d'une méme origine (exemples : fratrie, méme élevage, élevages différents mais
soumis a de mémes pratiques, efc.), ce qui conduit a des répétitions qui influencent les résultats du
test statistique, et ce d’autant plus que les lots sont de petite taille. Cela se retrouvera sans doute
dans les lots controlés.

De plus, il existe un niveau d’incertitude élevé sur les caractéristiques du lot contrélé du fait de la
falsification de certains documents : en effet, certains chiots ne proviennent pas du pays d’origine
mentionné sur les documents officiels les accompagnant. En outre, un méme opérateur expéditeur
pourra avoir des chiots de différentes origines (différents éleveurs, particuliers), de différents ages,
et obtenus a des moments différents.

Par conséquent, les populations étudiées dans la littérature et les populations de chiots controlées
par la BNEVP ne sont pas comparables, de méme que leurs pourcentages respectifs de titres en
anticorps antirabiques. Il n’est donc pas possible de déterminer, en fonction du pourcentage de
chiots dans un lot contrélé dont les titres sont inférieurs a 0,5 Ul/mL, une probabilité de présence
d’'une anomalie, liée ou non a la pratique vaccinale.

Les experts notent que, dans I'’hypothése ou une comparaison aurait été envisageable (chiots non
stressés, tous en bonne santé, pas de fratrie, ni méme éleveur dans le lot...), des résultats
concordants n’auraient pas permis d’exclure une pratique frauduleuse (tels des chiots non vaccinés
ou vaccinés sans respecter 'dge minimal de 12 semaines et/ou le délai de 21 jours avant
introduction, cf. § 6.2.4.2).
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7 Incertitudes

Dans le cadre de la présente saisine, les incertitudes, regroupées dans le Tableau 6, sont

principalement associées :

e aladétermination de I'dge des chiots : cette estimation ne peut étre réalisée que sur la base
d’indices concordants (aspect général et denture principalement) et sera fournie dans une
fourchette variable en fonction de I'age présumé de 'animal. La grande variabilité entre races
et entre individus d’'une méme race porte sur la plupart des critéres. La dentition est le critére
pour lequel la variabilité est la plus faible, mais la tranche d’dge correspondant au
changement de dentition ne se superpose que trés partiellement a la tranche d'age
considérée dans le cadre de contrdles de I'adge de chiots importés en France (i.e. moins de

15 semaines) ;

e a linterprétation des titres en anticorps antirabiques, liée essentiellement au manque de
fiabilité de la date de vaccination, donc du délai entre vaccination et titrage des anticorps
antirabiques, ainsi qu’a I'état sanitaire des animaux.

Il convient de souligner que ces incertitudes n’impactent pas la réponse aux questions. En
effet, méme si elles étaient levées, elles ne remettraient pas en cause la non pertinence du titre en
anticorps antirabiques en tant qu’indicateur pour le protocole visant a montrer que les chiots importés
ne sont pas correctement vaccinés contre la rage.

Tableau 6 : Sources et types d’incertitudes

Etapes du raisonnement

Incertitudes importantes identifiées par les experts

Age des animaux contrélés

o Variabilité entre races et individus quant a I'évolution des parametres
physiologiques et anatomiques, denture

o Estimation de I'dge possible seulement dans une fourchette d’age plus
ou moins large

Vaccination antirabique des animaux
contrélés

e Manqgue de données sur la vaccination : date de réalisation, vaccin
utilisé, conservation du vaccin, réalisation pratique...

Titrage des anticorps antirabiques

o Délai réel entre vaccination et titrage

¢ Reproductibilité de la méthode de titrage

o Interprétation du titrage compte tenu des incertitudes liées a la date de
vaccination et au délai entre vaccination et titrage, ainsi qu'a I'état
sanitaire des animaux

e Peu d’études récentes sur des chiens < 12 semaines et sur la réponse
sérologique de I'animal vacciné jeune (< 12 semaines)

V finale

page 50 /72 mars 2020



Anses o rapport d’expertise collective complété Saisine 2018-SA-0035 Titrage anticorps antirabiques

8 Conclusions du groupe de travail

Dans le cadre d’échanges commerciaux intracommunautaires de carnivores domestiques en
provenance d’autres Etats membres de I'UE vers la France, des lots de chiots (et quelques chatons)
sont introduits chaque année en France. Dans le cadre de contrbles de ces lots par rapport a la
vaccination antirabique, la BNEVP soupgonne un non-respect récurrent de la réglementation : des
animaux n’auraient pas I'dge requis de 15 semaines minimum et le protocole de vaccination
antirabique ne serait pas respecté (vaccination a 'dge de 12 semaines minimum, puis délai de 21
jours minimum aprés vaccination et avant importation) en dépit des attestations figurant sur les
documents d’accompagnement des animaux (passeports).

Les données bibliographiques et I'analyse des données de 17 lots contrdlés par la BNEVP ont
conduit les experts a conclure que le titrage des anticorps antirabiques ne constituait pas un
indicateur pertinent pour (i) servir de base a I'élaboration d’un protocole destiné a montrer le non-
respect de la réglementation et (ii) déterminer, en fonction du pourcentage de chiots dans un lot
controlé dont les titres sont inférieurs a 0,5 Ul/mL, une probabilité de présence d’'une anomalie, liée
ou non a la pratique vaccinale.

Les experts soulignent les points d’attention suivants :

o ['estimation de 'dge d’un chiot peut étre réalisée, basée principalement sur I'aspect général
et la denture. Elle donne une fourchette d’age plus ou moins large selon l'individu. Si elle ne
permet pas d’attester formellement qu’un chiot est 4gé ou non de 15 semaines, elle conduit
cependant a identifier d’emblée des animaux beaucoup plus jeunes. Le cas échéant, une
deuxiéme expertise de I'dge environ deux a quatre semaines aprés la premiére (intervalle
modulable en fonction de la premiere expertise), lorsqu’elle est possible, peut permettre
d’affiner cette estimation de I'age et confirmer que I'animal était trop jeune au moment de
son importation ;

Malgré le caractére approximatif de cette estimation, ce critére mériterait d’étre davantage
pris en compte pour évaluer le respect ou non de la réglementation de la vaccination
antirabique ;

e le GT rappelle 'importance du respect des dispositions de I'arrété du 3 avril 2014 (Annexe |,
chapitre 1V, Soins aux animaux) imposant un contréle de I'état sanitaire des animaux a leur
réception dans l'établissement et son suivi, notamment durant la période d’isolement
réglementaire. Il convient en outre de rappeler I'obligation de déclarer a la DDecPP toute
suspicion de rage en cas de constatation de signes susceptibles d’étre rapportés a cette
maladie (art. R223-25 du Code rural et de la péche maritime) et, en cas de déceés de 'animal,
une recherche de virus rabique devra étre réalisée par un laboratoire agréé pour le diagnostic
de la rage ;

e |a santé et, plus largement, le bien-étre des chiots importés, devraient également étre pris
en compte, notamment s’il s’agit d’animaux jugés trop jeunes. A ce titre, le reglement
(CE) n°1/2005 relatif a la protection animale prévoit que les chiots et chatons ne peuvent étre
transportés qu’a partir de I'age de huit semaines (sauf s’ils sont accompagnés de leur mére),
et que tous les animaux soient aptes au transport.

Date de validation du rapport d’expertise collective complété : 03 03 2020
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Directive 92/65/CEE du Conseil du 13 juillet 1992 définissant les conditions de police sanitaire
régissant les échanges et les importations dans la Communauté d'animaux, de spermes, d'ovules
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90/425/CEE.

https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXT0000007057 12&categorieLien=
id
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Annexe 1 : Lettre de saisine

. : COURRIER ARRIVE
k¢
2018 -SA- 0035 >, 28 FEV. 2018
Libertd & Bgalisé o Fraternité
. REPUELIQUE FRANGAISE DIRECTION GENERALE
MINISTERE DE L’AGRICULTURE ET DE I’ ALIMENTATION
Direction Générale de ’Alimentation
Brigade nationale d’enquétes vétérinaires ’
et phytosanitaires Monsieur le Directeur Général ‘
de PAgence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
251 rue de Vaugirard ) de l'environnement et du travail
75352 Paris cedex 15
FRANCE

27-31 avenue du Général Leclerc - BP 19
94701 MAISONS - ALFORT CEDEX

Paris, le 2 3 FEV- 2013

Dossier suivi par Karine Guillaume et Franck Verger
MEél ; bnevp.dgal@agriculture.gouv.fr
Tél. : +33 (0)1 56 29 15 80

Raéférence :KG/MM/C036/18

Objet : Saisine relative a la problématique RAGE.

Conformement a-Farticle L. 261-2 du code rural et de la péche maritime, j'ai I'honneur de- solliciter
l'avis de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de 'environnement et du travail
concernant la problématique de la gestion de la rage.

La demande concerne l'interprétation des résultats des titrages sériques

La réglementation relative aux mouvements commerciaux de carnivores domestiques en prove-
nance d'autres Etats membres de I'Union européenne vers la France précise que la vaccination
des chiots doit se faire a I'age de 12 semaines et qu’ un délai de trois semaines {21 jours) doit éire
respecté, aprés l'injection pour que la vaccination soit considérée comme valable.

Selon l'article 6 de la Directive 90/425, l'autorité compétente peut, sur les lieux de destination des
animaux, vérifier par sondage et de nature rion discriminatoire le respect des exigences réglemen-
taires. Il est donc possible de procéder a des prélévements d'échantilions. -

La Brigade Nationale d’'Enquétes Vétérinaires et Phytosanitaires (BNEVP) dresse |g, constat que
de nombreux mouvements commerciaux de carnivores domestiques en provenance d'Etats
membres de ['Union européenne vers la France, sont réalisés sans respecter la réglementation eu-
ropéenne concernant la vaccination antirabique.

La BNEVP, & partir des éléments recuelllis lors d' enquétes judiciaires olt des échantillons ont été
prélevés, observe fréquemment 30 a 70 % des animaux présentant un titrage antirabique inférieur
a 0,5 U.l/mk

Des &léments d'enquétes ont d'ailleurs été é&tudiés en collaboration avec le Laboratoire de
I'ANSES a Nancy (Mme CLIQUET)

Je souhaiterais disposer d’un protogole permettant, sur |a base des résultats d’analyse, de déter-
miner la conformité ou non du statut des animaux composant le lot expédié au regard de la vacci-
nation antirabique, et permettant de déterminer si le protocole vaccinal réglementaire (prime-vac-
cination & 12 semaines et délai de 21 jours) est respecte.

Si un tel protocole était possible, il conviendrait de connattre :
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- Le nombre minimum d'animaux constituant un lot et le pourcentage de chiens a prélever dans un
lot pour une meilleure interprétation des titrages sériques.

- A partir de quel pourcentage de chiots pour lesquels le titrage est inférieur & 0,5 1.U/ml, il est pos-
sible de conclure au non respect du protocole vaccinal.

En général, les titrages sont réalisés 22 a 25 jours aprés la vaccination, sur des chiots réputés va-
lablement vaccinés au sens de la réglementation, & savoir, primo-vaccination a I'age de 12 se-
maines minimum et mouvement apres un délai de 21 jours minimum. Or, I'apparence juvénile de
ces animaux ameéne les enquéteurs a estimer que leur age est inférieur a celui déclaré, et qu'ils
ont donc été vaccinés a moins de 12 semaines.

Le vaccin utilisé est trés souvent monovalent (RABISIN de Mérial).
Je souhaiterais savoir si le protocole serait valable quel que soit le type de vaccin employé.

Délai justifié

Je souhaiterais pouvoir disposer de votre avis dans un délai de trois mois a compter de la
date de réception de ce courrier et que le LNR sérologie et rage soit associé au groupe d'expert.

Destinataire pour la réponse mail

-bnevp.dgal@agriculture.gouv.fr

Mes services se tiennent a votre disposition pour vous apporter toute information
complémentaire.

Je vous remercie de bien vouloir m’accuser réception de la présente demande.
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Annexe 2 : Modifications anatomiques et physiologiques du chien en
croissance

1 Aspects anatomiques
1.1 Aspect général de I'animal

Démarche, tonus musculaire et conformation générale : jusqu’a 'age d’une semaine, le chiot
rampe, puis il commence a se déplacer avec une démarche peu assurée jusqu’'a I'dge de trois
semaines, mais parfois jusqu’a I'dge de sept a huit semaines. Ses formes, notamment sa téte, sont
en général arrondies. Ensuite, le tonus musculaire se développe et la démarche s’affirme, lui
donnant une allure de jeune chien au fil des semaines. La morphologie évolue progressivement vers
celle d’'un chien adulte. Selon la taille définitive de I'animal, le format adulte sera atteint plus ou moins
vite : vers I'age de neuf mois a un an chez les petites races, entre un et un an et demi chez les races
moyennes, autour de deux ans chez les grandes races et entre deux et trois ans chez les races
géantes.

Aspect de Ila robe : le premier poil du chiot est trés fin et soyeux. Vers cing ou six mois et jusqu’a
un an, il tombe (premiére mue) et sera remplacé (plus ou moins rapidement, le plus souvent a I'age
d’'un an) par le poil définitif.

CEil : son développement est terminé vers I'age de 6 semaines (Anne (2013) citant Clerc). Ainsi, la
séparation des paupiéres a lieu vers I'age de deux semaines, de méme que le développement du
cristallin et de la cornée. L’évolution de la rétine peut se poursuivre jusqu’a I'dge de six semaines
apres la naissance chez le jeune. Par la suite, chez le chien adulte, I'ceil peut devenir opalescent
avec I'age. La cataracte sénile débute vers 7 ou 8 ans chez le chien, mais |a aussi, la fourchette est
trés variable selon les races et les individus. En outre, certaines races prédisposées peuvent
développer des cataractes chez des animaux plus jeunes, avec une importante variabilité.

Descente testiculaire : généralement, les deux testicules doivent étre dans le scrotum de fagon
physiologique a I'dge de deux mois.

Par conséquent, I'aspect de la robe, le développement de I'ceil et la descente testiculaire ne
constituent pas des critéres d’'intérét pour estimer 'age d’un chiot de deux a quatre mois.

1.2 Ossification

Chez les Mammiféres, la croissance est limitée dans le temps, de sorte que la croissance des os
s’arréte a un stade qui varie selon trois principaux facteurs : I'espéce, I'os considéré et I'épiphyse ou
le centre d’ossification. Méme si différents auteurs (Barone 1999, Curgy 1965, Habermehl 1975,
Kealy, McAllister et Graham 2011, Lesbre 1897, Schmid 1972, Silver 1969) ne mentionnent pas les
races utilisées pour leurs référentiels, tous proposent les mémes chronologies de soudures
eépiphysaires. Ainsi, les phalanges sont les os les plus précocement soudés apres la naissance
(entre quatre et sept mois), de méme que le centre acétabulaire du coxal (entre cing et six mois).
Les os métacarpiens et métatarsiens se soudent entre cing et dix mois. Les os longs sont, quant a
eux, un peu plus tardifs (entre sept et 18 mois). Les derniers a s’ossifier sont la tubérosité ischiatique,
la créte iliaque (sauf exception, Evans et De Lahunta (2013)), la tubérosité supra-glénoidale et les
centres vertébraux (Tableau 7).
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Tableau 7 Tranches d’age pour I’épiphysation des principaux os du squelette selon
différents auteurs

dige chien d'aprés le squelette

Barone Lesbre Curgy Silver Schmidt  Habermehl Kealy
1976 1897 1965 1969 1972 1975 2011
épiphyses des centres vertébraux  1,5-2 ans 1,5-2 ans 20-24 mois
lame et corps 3-6 mois
coxal (centre acétabulaire) 6 mois G mois 5.5-6mois 6 mois 6 mois 5 mois
scapula (cenfre coracoidien)  5-8 mois 6.25 mois 6-T mois 3-5 mois
humérus dist.  7-8 mois 7-8 mois 6.25 mois 8-9 mois 6-8 mois 5-8 mois 6-8 mois
phalange 2 (moyenne) prox.  6-7 mois H-T mois 6. 75 mois 7 mois 6 mois 4-5 mois 6 mois
phalange 1 (proximale) prox G-7 mois -1 mois 6.75 mois f mois 6 mois 4-H mois G mois
métacarpe dist.  6-7 mois 7-10 mois 7.75 mois & mois 6 moais 5-T mois 6 mois
métatarse dist.  6-7 mois 7-10 mois 8.6 mois 10 mois 6 moais 5-T mois 6 mois
calcanéum prox  6-7 mois 6-16 mois presq 8 mois 13-16 mois 1.25an 3-T mois 3-8 mois
ulna prox.  7-8 mois 7-11 mois 9.25 mois 9-10 mois 1.25 an 5-8 mois 6-10 mois
tibia dist.  9-10 mois 8-16 mois 10.75 mois 13-16 mois 1.25 an 5-8M15 mois = 6-12 mois
radius prox.  9-10 mois 9-12 mois 11.75 mois 11-12 mois 6-8 mois 5-8 mois 6-10 mois
radus dist.  10-12 mois 11.75 mais 11-12 mois 1.5 an 6-9 mois 8-12 mois
uina dist.  9-12 mois 9-15 mois 11.75 mois 11-12 mois 1.25an 6-8 mois 8-12 mois
Fémur grand troch. 8-13 mois
Fémur petit troch. 8-11 mois
fémur prox.  9-12 mois | 12 (9-18) mois 11.75 mois 15an 1.5 an 9-10 mois 6-10 mois
fémur dist.  9-12 mois 12 (10-18) mois 11.75 mois 1.5an 1.5 an -8 mois 7-11 mois
fibula dist. 11 (8-15) mois 11.75 mois 15 mois 5-8 mois 7-12 mois
fibula prox 12 (10-18) mois 12.75 mois 15-18 mois 6-10 mois 8-12 mois
humérus prox.  12-15 mois 12-15 mois 14.75 mais 15 mois 1an 1013 mois  10-13 mois
Tuberosité tibigle 6-8 mois
tibia prox. 10-12 mois 12 (9-18) mois  (10.25)14.75 mois 1,5an 1.5 an B8-12 mois
fubérosité ischiatigue 10-12 mois 20-24 mois 18-24 mois 2 ans 8-10 mois
créte iliaque  18-24 mois 20-24 mois 18-24 mois 12-24 mois
tub. Supraglén.-scapula 1,5-2 ans
tuber scapulas 4-T mois
symphyse peienne 5 ans

Dans le contexte de la saisine, I'évaluation des soudures épiphysaires, par examen radiographique,
manque de précision avec des fourchettes de plusieurs mois. De plus, aucun os ne se soude avant
'age de quatre mois. Un chiot de deux mois et un chiot de quatre mois sont ainsi au méme stade
d’épiphysation osseuse. Par conséquent, le stade d’ossification n’est pas un critére d’intérét pour
estimer I'’age d’un chiot entre deux et quatre mois.

1.3 Rapports isotopiques (os, dent ou poil) de 3'°*N permettant de spécifier la proximité ou
non du sevrage

Les isotopes stables du carbone et de I'azote renseignent sur le type d'alimentation d'un humain
(Figure 11). Il semble qu'avec un préleévement de poil, entre un mois et cing mois, on puisse calibrer
I'age. En effet, le sommet du poil a été mis en place a un moment ou I'animal téte, et a donc une
signature isotopique d'alimentation lactée, alors que la base du follicule pileux (mise en place
ultérieurement) s'en éloigne progressivement apres le sevrage, au fur et a mesure de sa croissance.
En calibrant ce processus avec des chiots connus (grand et petit format, poil court et poil long), cette
technique pourrait s’avérer intéressante, mais il n'y a pas d'étude sur le sujet a ce jour.
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Figure 11 Evolution des compositions isotopiques en azote (5'°N) dans tous les tissus de
couples meéres-enfants (Homme) durant la période d’allaitement et de sevrage (Herrscher
2013)

Si cette méthode était expérimentée et validée chez le chien, elle pourrait venir compléter les
méthodes ci-dessus et contribuer a estimer I'age chez le chiot entre deux et quatre mois.

2 Aspects physiologiques
2.1 Maturation de la fonctionnalité des organes

e Lerein

Par manque de maturité du rein, une protéinurie et une glucosurie sont présentes chez le chiot, mais
elles disparaissent avec le développement de la fonction rénale. La filtration glomérulaire passe de
21 % a la naissance a 53 % vers I'age de huit semaines (Casseleux 2007). Bovee, Jezyk et Segal
(1984) affirment retrouver cette protéinurie dans 98 % des échantillons avec des quantités variées.
Les protéines peuvent étre présentes sous forme de traces ou de maniére plus importante. Leur
présence est plus fréquente chez le chiot nouveau-né. La glucosurie a déja été décrite par d’autres
auteurs comme étant un phénomeéne physiologique chez le chiot de moins de 8 semaines. Elle est
due a 'immaturité de la fonction tubulaire rénale (Casseleux 2007). Horster et Valtin (1971) montrent
I'évolution progressive des paramétres de la fonction rénale jusqu’a 'age de 10 semaines, age
auquel ils atteignent les valeurs des paramétres adultes.

e Le foie

Center, Hornbuckle et Hoskins (1995) rapportent que la plupart des fonctions métaboliques du foie
sont inopérantes a la naissance. En effet, les activités du foie sont trés limitées, notamment le
métabolisme du glycogéne et des acides biliaires, mais aussi les biotransformations et la
détoxification. Ainsi, les concentrations sanguines d’albumine, de globuline et de facteurs de
coagulation sont tres faibles par rapport a celles des adultes. Elles n’atteignent leur valeur définitive
que vers I'age de huit semaines (Poffenbarger et al. 1990).
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2.2 Evolution des constantes biologiques
e Pression artérielle

La pression artérielle chez le chiot est plus faible que chez I'adulte (Poffenbarger et al. 1990,
Detweiler et al. 1970). Chez le chiot 4gé d’une a quatre semaines, les valeurs usuelles fluctuent
entre 30 et 70 millimétres de mercure. La pression sanguine varie en fonction de nombreux facteurs
comme la glycémie, la température du chiot, I'activité. Elle augmente progressivement avec 'age
pour atteindre les valeurs usuelles de I'adulte a partir de 'dge de six semaines. Toutefois, chez
certains chiots, ces valeurs ne sont atteintes que beaucoup plus tard, a I'age de plusieurs mois
(Poffenbarger et al. 1990).

e Température corporelle

Le chiot n’a pas la capacité de réguler sa température corporelle a la naissance. Cette immaturité
est directement liée a celle de I'’hypothalamus (Casseleux 2007). De plus, les phénoménes cardio-
vasculaires réflexes (vasoconstriction et frissonnement) ne sont pas présents chez le chiot avant
I'age de six jours (Poffenbarger et al. 1990).

La température rectale du chiot nouveau-né varie entre 35,6°C et 36,1°C, puis elle augmente pour
atteindre la valeur de 37,8°C vers I'age d’'une semaine, et reste constante jusqu’a quatre semaines
(Casseleux 2007, Poffenbarger et al. 1990). Catteau (2014) a également établi une courbe
d’évolution de la température avec I'age du chiot, avec une évolution lente de 37°C a 38,5°C entre
'age de deux semaines et de huit semaines (Figure 12).

Figure 12 Evolution de la température rectale de la naissance au sevrage (n=437) (Catteau
2014)

39,0

370 1

160 1

35,0 1

340 1

Température rectale (°C)

33,0 1
32,0 1

310 +
oI 114 22 )24 )26 )28 )30 132 J34 )36 )38 )40 Ja2 Ja4 Ja6 J48 )50 J52 )54 156
Age (jours)

Dans I'étude de Catteau (2014), la race n’influence pas la température en période néonatale (jusqu’a
trois semaines), mais elle a une influence entre trois et huit semaines d’age. Catteau conclut qu’il
est important de souligner que, dés la naissance, la température est une valeur individuelle et qu’il
n’y a pas de lien significatif entre les températures corporelles de chiots de la méme portée
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e Profil hématologique
o  Lignée blanche

Les valeurs usuelles des leucocytes chez le chien adulte en bonne santé vont de 6,0 a 13,0.103 par
mm?3. Les valeurs trouvées dans I'étude de Casseleux (2007) vont de 9,8 £ 1,9.10%a 17,1 £4,8.1)03
par mm? (sur neuf a 16 chiots de la naissance a huit semaines). A la naissance, le chiot peut étre
considéré en leucocytose. C’est a ce moment que la valeur des leucocytes est maximale. Elle chute
ensuite pendant les trois premiéres semaines, puis augmente pour atteindre a nouveau des valeurs
correspondant a une leucocytose chez I'adulte. Cette baisse des leucocytes pourrait étre di au
stress de la croissance rapide du chiot qui agirait sur la moelle (Earl, Melveger et Wilson 1973).
L’étude de Brenten et al. (2016), portant sur le suivi de paramétres hématologiques et biochimiques
chez 24 Labradors et 25 Schnauzers nains entre huit et 52 semaines d’age, rapporte une baisse du
taux de leucocytes, avec des fluctuations dans le temps.

o  Lignée rouge

Hématocrite : chez le chien adulte en bonne santé, les valeurs usuelles s’étalent de 38 a 57 %.
L’étude de Casseleux (2007) montre que tous les hématocrites des chiots 4gés de moins de huit
semaines sont inférieurs aux valeurs usuelles de I'adulte, variant entre 46,5 + 6,1 % (a la naissance)
et 25,8 + 2,2 % (minimum a cing semaines). Dans une autre étude portant sur 68 chiots sains, suivis
de quatre jours a 12 semaines d’age, et 30 chiens adultes il n’a pas été observé de relation linéaire
entre ’hématocrite et 'age des animaux (O'Brien et al. 2014). Brenten et al. (2016) notent une
augmentation de I'’hématocrite, de 29,9 % a I'dge de huit semaines a 35,8 % (34,1 a 37,7) a 16
semaines et a 43,9 % a 52 semaines.

Hémoglobine : sa concentration chez le chien adulte en bonne santé est comprise entre 13,2 et 19,2
g/dL. Selon Casseleux (2007), la concentration en hémoglobine chez les chiots 4gés de moins
de huit semaines est comprise entre 15,3 £ 2,0 (a la naissance) et 8,5 + 1,1g/dL (a I'dAge de cing
semaines). A la naissance, elle est maximale puis elle chute pendant cinqg semaines avant
d’augmenter lentement jusqu’a I'dge de huit semaines (10,3 + 0,8 g/dL) dans cette étude. O'Brien et
al. (2014) n’ont pas trouvé de relation linéaire entre 'hémoglobine et 'Age des animaux. Brenten et
al. (2016) rapportent une augmentation de ’lhémoglobine au cours du temps.

Hématies

- Comptage : les valeurs usuelles chez le chien adulte en bonne santé s’échelonnent de 5,6 a
8,5.108 hématies/mm3. Les valeurs moyennes trouvées chez les chiots par Casseleux (2007)
sont inférieures a celles de I'adulte, variant entre 5,2.10%/mm?3 + 0,6.108/mm?3 (a la naissance) et
3,7.10%/mm?3 = 0,3.108/mm?3 (a I'age de trois semaines). L’évolution montre une baisse du
nombre d’hématies jusqu’a trois a quatre semaines puis ce paramétre augmente
progressivement jusqu’a huit semaines. Toutefois, méme a huit semaines, la valeur est bien
inférieure aux valeurs usuelles chez I'adulte. Cette augmentation se poursuit au cours du temps,
allant de 4,6.108/mm? (4,44-4,78) a I'age de huit semaines a 5,48 (5,21-5,79) a 16 semaines et
a 6,46.108/mm3 (6,03-6,98) a I'age de 52 semaines, selon Brenten et al. (2016).

Volume globulaire moyen (VGM) : chez le chien adulte en bonne santé, ce volume varie entre
62 et 71 fL (femtolitre, 10-'5 L). Dans I'étude de Casseleux (2007), le VGM est supérieur aux
valeurs usuelles tolérées chez I'adulte pendant les trois premiéres semaines de vie du chiot,
puis il diminue progressivement jusqu’a six a huit semaines pour atteindre des valeurs
avoisinant les valeurs usuelles de I'adulte fluctuant entre 89 + 4 et 66 + 3 fL.

- Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) : chez le chien adulte en bonne santé,
ce facteur est compris entre 19 et 25 pg (10-'2 g). Chez le chiot, les valeurs s’échelonnent de 29
+ 1,4 (4 la naissance) a 21 + 1,2 pg (a I'age de sept a huit semaines). A la naissance, la teneur
en hémoglobine est maximale, puis elle chute progressivement pendant les huit premiéres
semaines de vie. La TCMH augmente ensuite progressivement jusqu’a 22,4 pg (21,9-22,8) a
16 semaines et a 23,3 pg (22,8-23,8) a 'age de 52 semaines, selon I'étude de Brenten et al.
(2016).

- Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) : chez le chien adulte sain, cette
valeur fluctue entre 32 et 66 g/dL. Chez le chiot, les valeurs trouvées par Casseleux (2007)
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varient entre 32 + 2,0 et 35 + 2,9 g/dL. Ainsi, les hématies du chiot sont normalement
concentrées en hémoglobine.

On peut noter que, chez le chiot, le volume globulaire moyen et la teneur en hémoglobine plus élevés
que chez I'adulte compensent le nombre plus faible d’hématies.

Il est intéressant de remarquer que le minimum de I'hématocrite est plus tardif que celui du comptage
des globules rouges. Ce phénoméne est di aux variations du volume des hématies. En effet, le
volume des hématies diminuant jusqu’a six a huit semaines, 'augmentation du nombre des hématies
ne la compense pas. Ainsi, le volume total des cellules sanguines, et donc ’hématocrite, continue
de diminuer.

Réticulocytes : chez le chien adulte en bonne santé, les réticulocytes représentent moins de 2 %
des hématies. Les valeurs trouvées chez les chiots par Casseleux (2007) s’échelonnent entre 4 + 2
et 14 £ 7 %. Ces valeurs, supérieures a celles de I'adulte, traduisent un renouvellement rapide des
hématies. Dans I'étude de Brenten et al. (2016), le nombre de plaquettes varie au cours du temps,
augmentant entre huit et 12 semaines d’age, puis diminuant jusqu’a 52 semaines.

e Profils biochimique et électrolytique

L’activité de la créatine kinase (CK) plasmatique chez le chien adulte en bonne santé doit étre
inférieure a 150 UI/L. Les valeurs trouvées chez le chiot de moins de huit semaines sont toutes
supérieures a la valeur maximale chez 'adulte. Elles varient de 2 099 + 1 466 et 292 + 31 Ul/L
(Casseleux 2007). L’activité de la CK est la plus élevée au moment de la naissance, puis elle chute
a des valeurs avoisinant les 300 Ul/l a 'age de sept semaines. Selon Casseleux, ce phénoméne
pourrait étre la conséquence du traumatisme de la mise-bas et notamment le passage de la filiére
pelvienne. Ce phénoméne provoquerait des Iésions musculaires passant inapergues cliniquement,
mais qui seraient révélées par une augmentation du taux des CK. Des valeurs similaires de CK sont
rapportées dans I'étude de Rosset et al. (2012) chez des chiots Beagles et Barzoi.

Dans I'étude d’O'Brien et al. (2014), il n’a pas été trouvé de relation linéaire entre I'age et plusieurs
électrolytes et paramétres biochimiques (potassium, magnésium, chlore, calcium ionisé, glucose et
urée), ni de changement significatif des valeurs de pH au cours du temps. Brenten et al. (2016) ont
suivi plusieurs parameétres (protéines totales, albumine, phosphatases alcalines, transaminases,
urée, créatinine, cholestérol total, triglycérides, glutamate déshydrogénase, calcium, phosphate).
Selon les paramétres, des augmentations, diminutions ou fluctuations sont observées entre huit et
52 semaines d’age. Il convient de noter que, pour la période d’age comprise entre huit et
16 semaines, les variations sont souvent faibles d’un point de vue biologique, avec des écarts-types
se chevauchant a plusieurs reprises.

o Sevrage alimentaire

Le sevrage se déroule sur une période d’environ trois a quatre semaines et se termine vers 'age de
sept a huit semaines. A deux mois, 'animal est sevré. Le sevrage a comme conséquence
physiologique de modifier la qualité des sécrétions digestives afin d’adapter le tube digestif a la
digestion des nouveaux aliments apportés. Les modifications observées seront dépendantes de la
date du sevrage et de la rapidité ou de la progressivité de celui-ci.

e Comportement

Le jeune chiot est naturellement joueur et explore son environnement. Son comportement va évoluer
avec l'age, cette évolution étant trés dépendante de I'environnement social auquel I'animal est
soumis, notamment la présence d’autres chiens et les comportements d’apprentissage ou non des
humains avec lui.
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Annexe 3 : Variabilité de la croissance pondérale du chien selon la race

Chez le chien, la croissance pondérale varie considérablement en fonction de la race (Figure 13).
Le taux de croissance (pourcentage du poids adulte) est également trés différent entre une grande
et une petite race. Ainsi, a '&ge de sept semaines, un Dogue Allemand ou un Terre-Neuve a atteint
a peine 10 % de son poids adulte, alors qu’un Yorkshire ou un Corgi aura dépassé les 20 % (Figure
14). La difficulté de I'utilisation des courbes moyennes du taux de croissance provient du fait qu’outre
le facteur racial, ce taux peut étre influencé par de nombreux facteurs, y compris a un stade précoce :
poids des parents, parité et poids de la mére, durée de gestation, type de mise bas, sexe du chiot,
taille de la portée, poids de naissance, taux de croissance entre 0 et 2 jours, efc. (Lecarpentier et
Martinez 2017). A partir du sevrage, la valeur du poids vif peut en outre varier fortement en fonction
de l'alimentation.

&000
S000
4000

3000

Poids {grammes)

2000

1000

a 10 20 0 40 50 60 10
Age (jours)

Figure 13 Courbes de croissance pondérale médiane de I’ensemble de I’espéce canine et de
différentes races (n = 4 159 chiots) (d’aprés Lecarpentier et Martinez (2017))

(Vert = espéce canine en général, Rouge = chien de petit format ; Jaune = format moyen ; Bleu = grand format
; Violet = format géant)
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Figure 14 Taux de croissance (en pourcentage du poids adulte) chez sept races de chiens
(d’aprés Fiszdon et Kowalczyk (2009))

Pour une race donnée, la variabilité du poids est loin d’étre négligeable. Ainsi, pour une race
moyenne a grande comme le Basset Hound, le poids de 4 kg est atteint en moyenne peu avant 50
jours, avec des variations importantes, certains individus I'atteignent vers 40 jours, d’autres vers 60
jours (Figure 15a). Pour les chiens de petite race comme le Yorkshire, cette différence peut étre
encore plus marquée. Le poids de 600 g est atteint en moyenne vers 27 jours, avec des variations
pouvant aller de 18 & 47 jours selon les individus (Figure 15b).
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Figure 15 Courbes de croissance pour deux races canines de la naissance a 60 jours

(d’aprés Lecarpentier et Martinez (2017))

a- Basset Hound (n=354), Equation de la courbe médiane : y = 1,1196x2 + 18,259x + 452 4
b- Yorkshire Terrier (n=138), Equation de la courbe médiane : y = -0,082x2 + 21,042x + 111,76
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Annexe 4 : Titres en anticorps antirabiques neutralisants de chiots

vaccinés en Afrique du Sud (d’aprés Morters et al. (2015))

mars 2020

Chien (Ms:en:;e, Age lors de la it 40 | Tirea 10 ferr.lg:atlrlisae;jlfai?;:tes
F - femelle) (Isemaines) (Ul/mL) (Ul/mL) (mere?U?/erﬁLc):hlots)

1 F 810 0,06 11,3 0,06
2 M 810 0,06 20 0,06
3 F 78 453 0,18
4 M 67 226 0,06
5 M 67 453 0,06
6 F 78 16,0 0,06
7 M 56 64,0 0,06
8 F 46 453 0,06
9 F 57 320 0,06
10 F 57 64,0 0,06
1 M 5.7 5,7 0,06
12 M 46 453 0,18
13 F 46 90,5 0,18
14 F 5 226 0,06
15 F 5 8,0 0,06
16 F 5 5,7 0,06
17 F 10 jours 5,7 0,09
18 F 68 320

19 F 10-12 226
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Annexe 5 Suivi des modifications du rapport

Paragraphe Description de la modification

Chapitre 4, §4.3.6 « De nombreux facteurs propres a l'individu peuvent
également entrainer une réponse immunitaire faible
malgré une vaccination correcte : stress, parasitisme,
carence alimentaire ou malnutrition, défaillance du
systéme immunitaire » est complété par « affections
intercurrentes, (...) (Dionigi et al. 1976, Haddad et al.
1987, Kruth et Ellis 1998, Mojzisova et al. 2007, Sykes
2010). Par exemple, Mojzisova et al. (2007) ont observé,
chez des chiots infestés par Toxocara canis, Toxascaris
leonina et Trichuris vulpis, parasites cosmopolites, des
titres en anticorps antirabiques trés faibles, sept et

28 jours aprés vaccination. »

Chapitre 5, § 5.2.1 « Les animaux se répartissent en 17 lots dont les effectifs
vont de neuf a 89 chiens » est complété en « Les
animaux se répartissent en 17 lots dont les effectifs ayant
un résultat sérologique vont de neuf & 89 chiens »

Chapitre 6 Modification du titre « réponse a la question » en
« réponse aux questions »

Ajout du paragraphe 6.2 Réponse a la question
complémentaire

Chapitre 7 Dans le texte et le tableau 6, ajout de « a I'état sanitaire

des animaux » a « interprétation du titrage compte tenu

des incertitudes liées a la date de vaccination et au délai
entre vaccination et titrage »

Chapitre 8 Ajout a « Les données bibliographiques et 'analyse des
données de 17 lots contrélés par la BNEVP ont conduit
les experts a conclure que le titrage des anticorps
antirabiques ne constituait pas un indicateur pertinent
pour servir de base a I'élaboration d’un protocole destiné
a montrer le non-respect de la reglementation » de « et
(ii) déterminer, en fonction du pourcentage de chiots
dans un lot controlé dont les titres sont inférieurs a 0,5
Ul/mL, une probabilité de présence d’une anomalie, liée
ou non a la pratique vaccinale. »

Annexe 5 Suppression de I'annexe 5 du premier rapport - résultats
détaillés des titrages en anticorps antirabiques sur les
lots d’animaux contrélés par la BNEVP, pour des raisons
de confidentialité des données

Annexe 6 Ajout de I'annexe 6 en lien avec la réponse a la question
complémentaire
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Annexe 6 Question complémentaire

¢ Publications présélectionnées pour répondre a la question complémentaire

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail,

14 rue Pierre et Marie Curie, 94701 Maisons-Alfort Cedex

Téléphone : + 33 (0)1 49 77 13 50 - www.anses.fr

Délai derniére
Nombre de . vaccination - . . .. | Agedeschiensala
f Nombre de chiens . s Primo- vs plurivaccinés : T Frn & O 71
chiens tout p . Vaccins prise de sang . 0/ 4 vaccination : % titres ;
A présentant un titre —y : I Test n chiens (% titres 2 0,5 Echantillonnage
venant (année(s) > 0,5 UlmL (%) utilisés pour titrage : % UmL) 20,5Ul/mL (n
d’étude) - ? titres 2 0,5 Ul/mL chiens)
(n chiens)
120 - 150 jours : . _
Primovaccination : 1766 .
0, . 0,
Berndtsson 6789 6241 (92 %) 2vaccins | 23 01%6)  EAuN test | (86 %) <6mois:90% Aucune sélection
et al. (2011) (2005) 151 -180 jours : 2 vaccinations : 5023 (94 %) >6 mois:91a9% %
90 % (1613) : °
Primovaccinés : Pas de corrélation
Plusieurs 2 mois : 92 % . Primovaccination : 1351 entre age chiens
Cliquet et al. 17693 16392 (93 %) vaccins. mono- entre 2 et4 mois: | FAVN test (86%) ' analysés (tous les Aucune sélection
(2003) (1993 - 2002) ° N 81 % et RFFIT o0 o chiens > 12 semaines)
et plurivalents ; R, 2 vaccinations : 974 (91 %) .
436 mois:75% et les titres en
> 6 mois : 78 % anticorps
28 jours fournit de Chiens analysés entre Deux vaccins
K;n?;gg;)et (120;0823) 6 vaccins meilleures FAVN test 1-7 ans : titres plus sélectionnés pour les
: réponses élevés statistiques
14035 Oui pour
(1999 - 2002, de 13457 (96 %) Chiens analysés de modélisation, peu
Mansfield et APHA) 28 jours fournit de moins de 6 mois d'animaux écartés
al. 2004) 3 vaccins meilleures FAVN test (Biobest) et chiens de (16073 chiens et
' 852 réponses plus de un an : titres chats sur 16383);
(2001, de 808 (95 %) moins élevés deux cohortes (APHA
Biobest) et Biobest)
]
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Délai derniére
::vf:)i’::;‘:oﬁ Nombre de chiens Vaceins V;Zg'zztg;"’)' Primo- vs plurivaccinés : | Age des chiens a la
a présentant un titre gy prise % Test n chiens (% titres 2 0,5 vaccination : % titres Echantillonnage
venant (année(s) > 0,5 UL (%) utilisés pour titrage : % UlmL) > 0.5 UL
d’étude) - ° titres 2 0,5 Ul/mL -
(n chiens)
Oui, choix des chiens
2 semaines - 2 vaccinés avec un des
o o . . . .
Rota Nodari 21001 94 OA (ch!ens Italie) ‘ mois * % de titres Chiens analysgs_ de 4 vaccins .Ies plus
87 % (chiens 4 vaccins FAVN test plus de un an : titres vendus ; deux
etal. (2015) (2006 - 2012) . . 20,5 Ul/mL plus N .
importés) cleves plus élevés cohortes (ltalie,
20119 ; importation,
882)
<3mois: 69 % Se!ecﬂon de 662
Pri L chiens sur 3861
N . o rimovaccination : 546 (84 conformes . )
Tasioudi et 662 0 5vaccins, plus | Temps médian: 5 0 a4 0 (chiens de moins de
al. (2018) (2008 - 2015) 573 (817 %) uelques autres | semaines FAWtest | %) 3-6mois :81% 1 an au moment de
' quela 2 vaccinations : 116 (99 %) | 6 -9 mois : 93 % | "
. an eur derniére
9-12 mois: 92 % L
vaccination)
<3 jours: 0 - 13%
4-7 jours: 75 - 92% Sélection de 8011
Vaccins 84 30 jours Primovaccination : <12 sem : 83% (242) chiens sur 162739
Wallace et 8011 o L (meilleur temps : <12 sem : 83% (242) 12-16 sem : 85 % (chiens de moins d"1
al.(2017) | (2006 -2010) 7047 (88 %) CO";'SEFSS‘A'{SGS 12-18jours) : 90~ | TAVYNTES | 1o 16 sem: 85% (1892) | (1892) an sans passé
97% >16 sem: 90 % (4913) >16 sem: 90 % (4913) | vaccinal) ; 3 classes
>90 jours: 40 - d’age des chiens
94%
Pour les primo : a
Zanoni et al. 10999 (1997 - . partir de 120 jours: A
(2010) 2009) 4 vaccins 77% conformes - RFFIT Aucune sélection
7-12 mois: 70%
E——— ]
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o Détermination des intervalles de confiance (IC) pour les quatre publications retenues

Pour chaque étude sélectionnée, l'intervalle de confiance associé a la proportion de chiens a été
calculé a partir d’'une loi binomiale avec un risque alpha égal a 5%.

Sur les quatre études retenues, I'approche développée par Rubin (1987) a été appliquée pour
estimer la proportion moyenne et I'écart-type d’animaux ayant un résultat sérologique = 0,5 Ul/mL
parmi les chiens tout venants, primovaccinés (Berndtsson et al. 2011, Cliquet et al. 2003, Tasioudi
et al. 2018) ou, en l'absence d’information sur le processus vaccinal, d’age compris entre 12 et
16 semaines (Wallace et al. 2017).

La proportion moyenne (P) est :

_ 1 m
=P

avec m le nombre d’études.
L’écart-type est obtenu par :

1
o= ai2+(1+E>B

avec o7 la variance intra-étude et B la variance inter-étude, telles que :

1 m
2 _ 2
% mzi=10-l
1 m —
m— 1Zi=1( ' )

Chiens primovaccinés
Ecartala :
. Nb205 |, Ecart-type . IC95% | IC 95%
Référence Total UlimL % (2 0.5 Ul/mL) moyenne (=  variance) Variance inf sup
globale
Berndtsson et al.
(2011) 1766 1519 86,00% 0,0030 0,0083 0,000068 | 84,4% 87,6%
Cliquet et al. (2003) )1351 1162 86,00% 0,0030 0,0094 0,000089 | 84,1% 87,9%
Tasioudi et al. (2018) 546 459 84,00% 0,0056 0,0157 0,000246 | 80,9% 87,1%
Wallace et al. (2017) 1892 1608 85,00% 0,0042 0,0082 0,000067 | 83,4% 86,6%
N (nb
études 4
retenues)
Moyenne 0,853
SE? 0,000118
B 0,005328
SE 0,082
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