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Maisons-Alfort, le 5 décembre 2007

AGENCE FRANCAISE
DE SECURITE SANITAIRE
DES ALIMENTS AVIS
de I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
LA DIRECTRICE GENERALE relatif a I'évaluation de la sensibilité diagnostique des tests rapides

réalisés chez les petits ruminants sur un échantillon d'obex

Rappel de la saisine :

Dans un courrier en date du 9 novembre 2007, I’Afssa a saisi le Comité d’experts
spécialisé sur les ESST d'une demande d’avis complémentaire a I’avis de I’Afssa en
date du 15 janvier 2007*, en vue de I'évaluation de la sensibilité diagnostique des tests
rapides réalisés chez les petits ruminants sur un échantillon d'obex.

Examen de la question posée et contexte de la demande:

La demande formulée dans le courrier du 9 novembre 2007 précise :

« Lors du vote en CPCASA (24 avril 2007), la France s’est opposée a la mise en
application de certains points du Réglement européen n°727/2007° en se basant
notamment sur I’avis de I’Afssa en date du 15 janvier 2007 qui estime que les
propositions de la Commission européenne concernant la tremblante classique
engendreraient un risque additionnel par rapport aux mesures actuellement en
vigueur, tant pour la santé publique que pour la santé animale. L’avis de I’Agence
souligne, entre autre, que :

-la sensibilité diagnostique des tests discriminants actuellement utilisés pour
différencier ESB et tremblante n'est pas connue et ne peut pas étre considérée comme
absolue ;

-la trés grande diversité des souches d’EST regroupées sous le terme de tremblante
chez les petits ruminants, et le peu de connaissances acquises sur celles-ci ne
permettent pas d’exclure que certaines d’entre elles puissent présenter un risque pour
la santé humaine. »

Dans ces conditions, le CES ESST a estime que livrer a la consommation humaine des
animaux porteurs de génotypes sensibles sous réserve d'un résultat negatif a un test
rapide (pour les animaux de plus de 18 mois) présente un sur-risque par rapport a la
situation pré-existante. En effet, en raison de la sensibilité diagnostique imparfaite des
tests rapides réalisés sur un échantillon d'obex, des animaux contenant de grandes

! Avis en date du 15 janvier 2007 relatif & I’évolution des mesures de police sanitaire dans les cheptels ovins et
caprins ou un cas de tremblante classique ou atypique a été détecté

2 Réglement (CE) n°727/2007 de la Commission du 26 juin 2007 modifiant les annexes I, 111, VII et X du réglement
999/2001 du Parlement européen et du Conseil fixant les régles pour la prévention, le contrdle et I’éradication de
certaines EST.
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quantités d'agent infectieux dans les organes périphériques lymphoides entreraient dans
la chaine alimentaire humaine.

« Suite a ce vote, la France a introduit un recours en annulation doublé d’une demande
de sursis a I’execution par voie de réferé aupres du greffe du Tribunal de premiere
instance des Communautés européennes.

L’arbitrage du juge du TPI ayant eté favorable a la demande de la France, les
mesures de police sanitaire ciblées ont été suspendues dans I’attente d’un jugement
sur le fond.

Un des arguments forts du dossier francais concerne la capacité des programmes de
dépistage a détecter les animaux infectés dans les troupeaux atteints et s’appuie
notamment sur I”avis de 1’Agence du 13 juin 20073 dans lequel il est dit : « sur la base
des données recueillies en France, il est & présent établi que les tests sur obex ne
détectent qu’environ 50% des animaux infectés dans les troupeaux atteints, les 50%
restant correspondant a des animaux en incubation porteurs d’infectiosité dans leurs
organes lymphoides (...), ce qui aurait abouti, en 2006 en France, a livrer a la
consommation humaine au moins 1000 carcasses (ovins et caprins) porteuses de
quantités importantes d’infectiosité dans leurs tissus lymphoides ».

Afin de renforcer la position francaise, I’Afssa souhaite que le CES ESST fournisse un
avis complémentaire précisant les données disponibles quant a la proportion
d’animaux infectés réellement détectée par les tests réalisés sur un échantillon de

tronc cérébral (obex), dans le contexte des programmes de surveillance actuels. »

Argumentaire :

Le Comité d’experts spécialisé sur les ESST, saisi de cette question, rend I’avis
suivant, validé par voie électronique :

« Dans son avis du 13 juin 2007, le Comité s'était appuyé sur les données francaises
alors en sa possession (cf. détail ci-apres) pour évaluer la sensibilité des tests
diagnostiques réalisés sur un échantillon d'obex. Afin dapprofondir son analyse, le
groupe de travail sur I’épidémiologie des ESST animales a réalisé une revue
bibliographique de I’ensemble des études publiees, dans lesquelles, chez des petits
ruminants, une recherche de PrPres avait éte réalisée a la fois dans le systeme nerveux
central et certains tissus lymphoides périphériques. Cette synthése bibliographique est
joint en annexe du présent avis.

Pour chacune de ces études, la sensibilité diagnostique des tests sur un échantillon
d'encéphale a été estimée (tableau 1 de I’annexe), en divisant le nombre d'animaux
produisant un résultat positif sur un échantillon d'encéphale par le nombre total
d'animaux produisant un résultat positif sur au moins un des tissus testés avec au
moins une des méthodes utilisees dans I'étude.

Cette estimation appelle les commentaires suivants :

% Avis de I’Afssa du 13 juin 2007 relatif & une demande d’avis complémentaire sur les mesures de police sanitaire
dans les cheptels ovins ou caprins dans lesquels un cas de tremblante classique a été détecté.
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- les études mentionnées sont fondées uniquement sur la recherche de la
protéine prion pathologique, dans aucune dentre elles des tests d'inoculation
experimentale ont été effectués pour détecter la présence et la quantité de l'agent
infectieux responsable de la tremblante ;

- en conséquence, des animaux en phase précoce d'infection peuvent ne pas
étre détectés par les tests, y compris par des tests réalisés sur des formations

lymphoides périphériques, alors qu'ils sont porteurs d'infectiosité. Cette période varie
selon les génotypes et les souches. Aussi, la capacité d'un test sur obex a détecter un
animal infecté est-elle trés variable selon le génotype et I'dge des animaux abattus et la
souche de prions ;

- en conclusion, les sensibilités diagnostiques calculées dans le tableau 1 sont
donc sur-estimées puisqu'elles ne prennent pas en compte les animaux infectés qui ne
sont détectés par aucun des tests réalisés.

Il ressort de I'analyse réalisée par le GT que:

- pour les ovins porteurs de génotypes dits “sensibles’ a la tremblante classique
(VRQ/VRQ, ARQ/VRQ, ARQ/ARQ), les tissus lymphoides périphériques
accumulent des quantités importantes de PrPres plusieurs mois avant l'invasion du
systeme nerveux central. Toutefois, chez certains animaux (notamment ceux de
génotype ARR/xxx) des signes cliniques ont été rapportés en I’absence de PrPres
détectée dans les tissus lymphoides. Les rares données disponibles a ce jour, semblent
indiquer qu'une situation similaire a celle des ovins ARR/XXX pourrait étre
rencontrée dans les cas de tremblante atypique.

- aucune des études considérées n’était initialement concue dans le but
d’évaluer la sensibilité diagnostique des tests rapides sur obex. Les données sont
disparates et portent souvent sur des effectifs faibles. L extréme variabilité des modes
d’échantillonnage des groupes d’animaux étudiés (race, distribution des génotypes
PrP, souche d'ESST, cas cliniques/animaux tout venant ou animaux sensibles)
introduit des biais importants pour le calcul d’une sensibilité diagnostique. Ainsi, par
exemple, plusieurs études s'appliquent a des groupes d'ovins cliniqguement atteints
(Langeveld et al.; 2006, Ligios et al., 2006, Jeffrey et al., 2002, Monleon et al., 2005)
ou a des animaux sélectionnés sur la base d'un résultat positif a un test rapide réalisé
sur un échantillon d'obex. Ce mode de recrutement conduit a surestimer la sensibilité
diagnostique des tests sur obex. A l'inverse d'autres études ne portent que sur des
animaux de génotypes sensibles (Langeveld et al., 2006*, Reckzeh et al., 2007) ce qui
favorise la detection précoce de PrPres dans les tissus lymphoides.

Ces réserves étant exprimeées, il apparait que la sensibilité diagnostique des tests
réalisés sur obex peut varier dans ces études de 100% (Jeffrey et al., 2002) a 23,5 %
(Langeveld et al., 2006).

L'étude frangaise (Andréoletti et al., 2005) est celle qui porte sur I'effectif le plus
important (2661 caprins). Au sein des troupeaux atteints de tremblante naturelle
étudiés, aucune sélection des animaux n’a été effectuée sur des critéres cliniques ou
génotypiques (pas de biais évident de recrutement). Sur cette population, la sensibilité

* Dans cet article de Langeveld et al. (2006), des analyses ont été effectuées a la fois sur un panel d'animaux
cliniquement atteints ou sélectionnés sur la base d'un test positif sur obex (sensibilité diagnostique 98,3%) et sur une
cohorte d'animaux VRQ/VRQ dans un troupeau infecté (sensibilité diagnostique 23,5 %).
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des tests rapides sur obex (réalisés dans le cadre du dépistage officiel par les
Laboratoires Vétérinaires Départementaux agrees) était de 47,2% (valeur retenue par le
Comité pour illustrer son avis du 13 juin 2007).

La sensibilité de la détection sur obex est portée a 62,4%, lorsque la détection sur obex

est réalisée par un laboratoire de recherche utilisant les outils de détection les plus
sensibles actuellement disponibles (notamment des tests rapides améliorés avec seuils
de sensibilité optimisés - outils immunohistochimiques).

Conclusions et recommandations :

L'étude réalisée par le GT épidémiologie et I'analyse qu'en fait le Comité confirment
I'imparfaite sensibilité diagnostique des tests rapides réalisés sur un échantillon
d'obex, ceux-ci pouvant ne pas détecter une proportion importante des animaux
infectés dans un troupeau atteint par la tremblante classique (jusqu'a 76,5 %, d'apres
I'article de Langeveld et al., 2006, sensibilité diagnostique de 23,5 %). Ce travail fait
apparaitre la difficulté d’interprétation des données actuellement disponibles dans la
littérature et leur limites.

Le Comité convient parfaitement qu’en fonction des situations (structures génetiques
des troupeaux atteints, souche de prion, mode d’évolution de I’infection au sein du
troupeau), la sensibilité diagnostique des tests sur obex peut étre trés variable. Il n'en
reste pas moins que la valeur (estimée a 50%) retenue dans l'avis du 13 juin 2007, si
elle ne représente qu’un "ordre de grandeur”, demeure parfaitement représentative et,
gu'en conséquence, I’analyse des données issues de la littérature par le GT
épidemiologie ne remet pas en cause les conclusions des avis du 15 janvier 2007 et du
13 juin 2007.

Principales références bibliographigues : cf. annexe

Mots clés : EST, tests rapides, petits ruminants
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ANNEXE
Rapport du groupe de travail sur la comparaison de la sensibilité diagnostique des tests
rapides sur I'obex et I'utilisation des organes lymphoides pour la détection des petits ruminants
infectés par un agent d’'une ESST.

METHODE : I'analyse s’appuie sur des études publiées ou en cours de publication.

Afin d'évaluer la sensibilité diagnostique des tests réalisés sur obex et des tests réalisés sur organes
lymphoides, plusieurs types de données peuvent étre mobilisées :

e Les données issues d'études sur la cinétique de distribution de l'agent infectieux dans
'organisme, et des marqueurs de l'infection. Les résultats sont basés sur des contaminations
naturelles ou expérimentales.

e Les données issues d'études épidémiologiques. Les résultats sont basés sur I'examen de
différents tissus (systeme nerveux central et organes lymphoides) recueillis sur des animaux
éliminés a I'équarrissage dans le cadre des mesures de police sanitaire.

1 - Données de physiopathologie

De nombreux éléments du schéma de dissémination de I'agent infectieux des ESST dans l'organisme
sont a présent établis. Ce schéma de dissémination est fortement dépendant du modéle animal (modele
rongeur ou héte naturel), de l'isolat (tremblante classique, atypique, ESB, nv-MCJ, ou CWD), de la dose
de linoculum, et de la voie dinoculation utilisée (voie orale, intrapéritonéale, sous-cutanée ou
intracérébrale), ainsi que de certaines caractéristiques de I'héte (génotype PRP en particulier chez les
ovins). Cependant, plusieurs phases caractéristigues semblent communes aux différentes entités
pathologiques et espéces cibles. Les observations réalisées sur des ovins naturellement infectés
(Andreoletti et al., 2000, Ersdal et al., 2003, Heggebo et al., 2003, Heggebo et al., 2002, Heggebo et al.,
2000, van Keulen et al., 1996, van Keulen et al., 1999, van Keulen et al., 2002 ), ou des patients atteints
de v-MCJ (Bruce et al., 2001), ainsi que les résultats obtenus sur divers modéles expérimentaux rongeurs
(Beekes & McBride, 2000, Kimberlin & Walker, 1989 , Maignien et al., 1999), bovins (Terry et al., 2003,
Wells et al., 1994 , Wells et al., 2005), ovins (Bellworthy et al., 2005, Ersdal et al., 2005, Jeffrey et al.,
2001) ou chez les cervidés sauvages (Sigurdson et al., 1999) permettent de distinguer :

1. une phase de lympho-invasion, qui ne semble pas indispensable a l'infection mais la favorise.
Cette phase se caractérise par une contamination précoce des structures lymphoides du tube
digestif (GALT, Gut Associated Lymphoid Tissue) puis des nceuds lymphatiques associés et
conduit progressivement a l'accumulation de PrPres dans toutes les formations lymphoides
secondaires,

2. une phase de neuro-invasion au cours de laquelle de la PrPres va s‘accumuler d'abord dans les
neurones du systéme nerveux autonome périphériqgue associé au tube digestif (ENS, Enteric
Nervous System), puis dans ceux du systéeme nerveux central.

3. une phase de dissémination centrifuge, a partir du systéme nerveux central, vers des structures
périphériques telles que le tissu musculaire.

La dissémination dans le systéme sanguin, retrouvée dans les modéles expérimentaux murins (Brown et
al., 1998, Diringer, 1984 ) ou ovins (Houston et al., 2002, Houston et al., 2000) semble pouvoir avoir lieu
précocement dans la phase préclinique de la maladie (van Keulen et al., 2002).

Chez les ovins, plus spécifiqguement, les données les plus intéressantes sont fournies par I'abattage
séquentiel a différents ages de groupes d'animaux naturellement contaminés issus de troupeaux
fortement infectés. Chez des agneaux VRQ/VRQ, de la PrPres est mise en évidence par
immunohistochimie (IHC) dans les plaques de Peyer iléales, le nceud lymphatique iléal et les amygdales
de maniére inconstante dés I'age de 2 mois et de maniere systématique dans la plupart des organes
lymphoides a 3-4 mois d’age (Andreoletti et al., 2000, van Keulen et al., 2002). Dans ces deux études les
premiers dépbts de PrPres dans I'ENS étaient mis en évidence chez les agneaux abattus a 9 et 10 mois.
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A cet age le systtme nerveux central (noyau dorsal du nerf vague et colonne
intermédiolatérale de la moelle épiniere thoracique) fournit des résultats inconstants. L’atteinte
du systéme nerveux central n’est bien établie qu'a partir de 14 a 17 mois. A partir des mémes
animaux, la détection par Western Blot de la PrPres dans I'encéphale est plus tardive que par
IHC et ne fournit des résultats positifs qu'a partir de I'age de 17 mois alors qu'il n'y pas de
différence pour le nceud lymphatique rétropharyngien (Langeveld et al., 2006). Signalons que
dans ces études les durées d'incubation sont relativement courtes, les signes cliniques
apparaissant a I'age de 18 mois dans I'étude d’Andréoletti et al. (2000) et 26 mois dans celle
de Van Keulen et al. (2002). Des résultats semblables sont obtenus lors d’inoculation orale avec de la
tremblante classique (Ersdal et al., 2005). Dans cette étude, des agneaux ARQ/VRQ et VRQ/VRQ de
race Rygja et 4gés de 46 a 61 jours sont inoculés par voie orale avec 15 ml d’'un homogénat a 30% de 5
grammes d’encéphale d'ovins VRQ/VRQ ou ARQ/VRQ positifs. Chez un agneau ARQ/VRQ sacrifié 157
jours post-inoculation, une accumulation de PrPres est mise en évidence par IHC dans le nceud
lymphatique rétropharyngien, les plaques de Peyer iléales et le nceud lymphatique iléal, alors que
'encéphale reste négatif. Chez les animaux VRQ/VRQ sacrifiés a 322 jours post inoculation,
I'accumulation de PrPres dans I'obex est trés réduite alors que les organes lymphoides sont fortement
positifs Autour de 440 jours post inoculation, une accumulation de PrPres de plus en plus marquée et
étendue est observée dans les segments thoraciques de la moelle épiniere, mais reste modérée dans
I'encéphale.
En matiére d’ESB, lors d’inoculation orale d’ovins Rommey ARQ/ARQ avec 5 grammes d’encéphale de
bovin atteint d’ESB, la mise en évidence de PrPres dans le tissu lymphoide est moins précoce
(inconstante a 4 mois et marquée a partir de 16 et 22 mois) mais précede I'atteinte du systéme nerveux
central (inconstante a 16 mois et marquée a 22 mois) (Jeffrey et al., 2001 ; Bellworthy et al., 2005). Sur
ces méme ovins, l'utilisation de bio-essais sur souris Rlll permet de mettre en évidence de l'infectiosité a
partir des plaques de Peyer iléales et de la rate respectivement dés 4 et 10 mois post-inoculation
(Bellworthy et al., 2005).

Ce schéma connait cependant des exceptions. Un certains nombre d’études rapportent I'absence de
détection de PrPres dans les organes lymphoides d’ovins hétérozygotes ARR/VRQ cliniguement atteints
ou en phase d’incubation (Jeffrey et al., 2002, Langeveld et al., 2006, van Keulen et al., 1996, Ersdal et
al., 2005). Cependant, dans la majorité des cas, de la PrPres est retrouvée dans 'ENS associé a l'iléon
de ces animaux. Des observations similaires sont rapportées chez des ovins de génotype pleinement
sensible ARQ/VRQ ARQ/ARQ (Jeffrey et al., 2002, Ligios et al., 2006 , Monleon et al., 2005 , Vascellari
et al., 2005).

Un phénomene semblable pourrait exister chez les animaux atteints de tremblante atypique (ou Nor98),
guel que soit leur génotype. A ce stade, la PrPres n'a jamais été mise en évidence dans les organes
lymphoides des animaux atteints, mais les données disponibles sont trop peu nhombreuses pour conclure
(Benestad et al., 2003 , Simmons et al., 2007).

En résumé, il semble donc que l'existence d'une réplication lymphoide primaire dépende a la fois de la
souche de prion et du fond génétique de I'héte.

2 - Données épidémiologiques

Peu d’études ont été menées dans le but d’évaluer la sensibilité diagnostique de différents tissus dont le
systéeme nerveux central et les organes lymphoides. D’autres résultats peuvent cependant étre mobilisés
et concernent la distribution de la PrPres dans les différents organes chez des ovins éliminés a I'abattoir
dans le cadre des mesures de police sanitaire. Dans beaucoup d'études, le calcul de la sensibilité
diagnostique des différents tissus n’est pas possible en raison de la structure du schéma d’étude ou de
données publiées incomplétes. Dans d'autres cas, I'échantillon d’animaux positifs est trop faible pour que
la comparaison des résultats, en termes statistiques, soit pertinente.

Les résultats apparaissent contradictoires, certaines études concluant a une sensibilité diagnostique

supérieure des analyses réalisées sur organes lymphoides par rapport a I'obex, d’autres concluant a une
sensibilité équivalente, voire inférieure.
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Dans une étude portant sur 62 cas cliniques ou en phase préclinigue avancée
(Langeveld et al., 2006), l'analyse par Western-Blot ou IHC du nceud lymphatique
rétropharyngien fournissait un résultat positif chez tous les animaux de génotype ARQ/VRQ
(32/32), VRQ/VRQ (6/6) ou ARH/VRQ (7/7). Cing (par WB) et 6 (par IHC) des 7 animaux
ARQ/ARQ et seulement 1 (par WB) et 2 (par IHC) des 9 animaux ARR/VRQ étaient détectés a
partir de ce tissu. Un seul animal ARQ/VRQ, agé de 65 mois et en phase préclinique présentait
de la PrPres dans le nceud lymphatique rétropharyngien en Il'absence de positivité de
I'encéphale. La sensibilité du diagnostic sur le nceud lymphatique rétropharyngien dans cette étude était
de 87,1 % (IC 95% = 75.8 - 94.16) par IHC et de 83.9 % (IC 95% = 70.5 - 90.8) par WB. Celle de
diagnostic sur I'obex était de 98,3 % ((IC 95% = 91.3 — 100.0). Dans cette étude, le défaut de sensibilité
du diagnostic sur le nceud lymphatique rétropharyngien est expliqué par les animaux infectés de génotype
ARR/VRQ dont on sait qu’ils accumulent peu de PrPres dans le systéme lymphoide.
Dans la méme étude, sur une cohorte de 18 ovins de génotype VRQ/VRQ, agés de 2 a 26 mois, la
sensibilité diagnostique des tests sur encéphale n'est que de 47% (8 animaux positifs sur 17 infectés) par
IHC et de 23,5 % (4 positifs sur 17 infectés) par WB.

En Sardaigne (Ligios et al., 2006), les investigations par IHC ou Western-Blot (test Prionics AG
modifi€) a partir de I'obex, des amygdales et du nceud lymphatique rétropharyngien de 1050 ovins
asymptomatiques issus de 8 troupeaux infectés, a permis de détecter 69 cas positifs, dont 60 ARQ/ARQ,
7 ARQ/AHQ et 1 AHQ/AHQ. L'obex fournissait un résultat positif par les deux méthodes sur 60 de ces
animaux. Dans 18 cas, I'amygdale et le nceud lymphatique rétropharyngien étaient négatifs alors que
I'obex était faiblement positif. Calculée sur les 69 cas détectés, la sensibilité diagnostique a partir de
I'obex était de 86.9 % (IC95% = 76.68 — 93.86) et celle a partir du tissu lymphoide de 73.4 % (1IC95% =
61.94 — 83.75).

A linverse dans une étude allemande (Reckzeh et al., 2007), I'analyse par IHC sur grand nombre
de structures nerveuses et lymphoides périphériques a permis de détecter 13 cas supplémentaires (13/53
= 24.5%) par rapport aux résultats fournis par les test rapides (ELISA TeSeE Biorad) réalisés sur I'obex.
Ces 13 ovins étaient agés de 1 an a plus de 4 ans et de génotype ARQ/ARQ ou AHQ/AHQ. Aucun tissu
ne permettait de détecter la totalité de ces animaux infectés : au mieux, 9 des ces 13 animaux étaient
positifs a partir de 'amygdale ou du nceud lymphatique rétropharyngien. Seul les résultats combinés du
nceud lymphatique mésentérique et de Il'amygdale (ou du nceud lymphatique rétropharyngien)
fournissaient un résultat positif sur les 13 animaux. La sensibilité du diagnostic a partir des différents
organes ne peut étre calculée car les 40 cas détectés par les tests rapides n’ont pas fait I'objet d’autres
analyses.

De méme, dans 2 troupeaux Suffolk, sur 80 ovins éliminés a I'équarrissage (Caplazi et al., 2004),
13 étaient positifs par IHC a partir du nceud lymphatique mésentérique, de I'amygdale et du nceud
lymphatique rétropharyngien. L'analyse de I'encéphale ne permettait d’en détecter que 10. L’analyse des
organes lymphoides a donc permis de détecter 23% de cas supplémentaires par rapport a I'analyse de
I'encéphale (3/13). Les autres organes lymphoides présentaient une sensibilité diagnostique équivalente.
Dans une autre étude, menée en Norvege sur un troupeau de 49 ovins de race Rygia (Ersdal et al.,
2003), I'analyse par IHC de I'obex et du nceud lymphatique rétropharyngien prélevés sur des animaux en
phase préclinique lors de I'abattage total a permis de détecter 17 cas positifs. Pour 3 de ces animaux, l'un
agé de 15 mois et les deux autres de 2 ans, I'analyse de I'encéphale donnait un résultat négatif. L’analyse
des organes lymphoides a donc permis de détecter 17% de cas supplémentaires par rapport a I'analyse
de I'encéphale (3/17).

Les investigations menées lors de I'abattage total de 2 troupeaux infectés en Italie (Vascellari et
al., 2005) a permis de détecter 32 animaux positifs de plus de 18 mois, de génotype ARQ/AHQ,
ARQ/ARQ, ARQ/VRQ et VRQ/VRQ. L'obex fournissait un résultat positif sur 24 d’entre eux par Western
Blot (Prionics Check) et sur 28 par IHC. De la PrPres était mise en évidence dans I'amygdale et/ou le
nceud lymphatique rétropharyngien dans 29 sur 32 des cas.
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Dans ces différentes études, les échantillons d’animaux positifs analysés sont petits et ne
permettent pas d'établir avec précision la sensibilité relative du diagnostic sur le systéme
lymphoide par rapport a celui réalisé sur I'obex.

Aprés la confirmation de 4 cas cliniques, les 222 ovins de race Latxa d'une troupeau du

Pays basque Espagnol (Gomez et al., 2007), ont fait I'objet d’'une recherche de PrPres par 4

tests rapides différents (Biorad Platelia, Enfer TSE Kit, Prionics Check LIA et Prionics Check

WB) a partir de I'obex, du ganglion trigéminal (noyau du nerf cranien V, appartenant au SNC)

des amygdales, de la 3° paupiére et du nceud lymphatique rétropharyngien. Au total, 18 cas positifs ont

été détectés a partir de I'obex. Sur 32 ovins négatifs a partir de 'obex et sélectionnés aléatoirement, 8

autres, soit 25%, se sont révélés positifs a partir des autres tissus prélevés. Tous les animaux positifs a

partir de I'obex (n=18) étaient positifs a partir de 'amygdale (17 positifs sur 17 testés), mais dans une

moindre mesure a partir de la 3° paupiére (6 positifs sur 10 testés) ou du noeud lymphatique

rétropharyngien (5 positifs sur 9 testés). Notons que sur un total de 26 animaux détectés positifs, le

diagnostic porté a partir de I'amygdale avait la meilleure sensibilité (24 positifs sur 25 testés). De plus 6

ovins donnaient des résultats négatifs par l'utilisation des 4 tests rapides a partir de tous les tissus
analysés et n’étaient détectables que par IHC.

L’étude la plus compléte, en cours de publication, porte sur les caprins (Andreoletti et al., 2005).
Dans cette étude, I'encéphale, I'iléon, les amygdales et le nceud lymphatique iléal ont été prélevés sur
2658 chevres de plus de 6 mois issues de 11 élevages abattus en totalité. Les échantillons ont été traités
par IHC et ELISA (Biorad Sheep and Goat). La positivité d’'un animal a été définie par I'obtention d’'un
résultat positif sur au moins un des organes testés par I'une ou l'autre des deux techniques. Sur un total
de 181 caprins ainsi détectés positifs, 68 étaient négatifs a partir de I'obex par IHC et ELISA. Dans cette
étude, I'analyse sur obex n'a donc permis de ne détecter que 62.4% des animaux positifs (113/181). Sur
'ensemble des organes testés, les résultats obtenus par ELISA et IHC étaient trés comparables. La
meilleure sensibilité diagnostique était obtenue lorsque le nceud lymphatique iléal (NLI) ou I'amygdale
étaient utilisés : sensibilité de I'HC sur amygdale 93.1% [88.3-96.4] ; de I'ELISA sur amygdale 94.9 %
[90.6 — 97.7]; de I'HC sur NLI: 93.0 % [88.1 — 96.3] et de I'ELISA sur NLI 95.0 % [90.7 — 97.7]. En
revanche I'analyse sur obex, que ce soit par IHC ou ELISA, ne présentait qu’une faible sensibilité : 58.4 %
par IHC [IC95% = 50.7- 65.8] et 57.8 % [IC95% = 50.1- 65.3] par ELISA. Aucun animal ne présentait de
PrPres uniguement dans I'encéphale. L'analyse réalisée a la fois sur 'amygdale et le noeud lymphatique
iléale conduisait a une sensibilité de 100 %. Notons par ailleurs que parmi les animaux détectés positifs et
issus de 8 troupeaux dont le cas index était atteint par de la tremblante classique, 165 chévres ont fait
I'objet d’'un test rapide a partir d’'un prélevement d’obex par les Laboratoires Vétérinaires Départementaux
dans le cadre des mesures officielles de police sanitaire (60 ELISA Sheep and Goat et TeSe Biorad, et 68
WB Check Prionics, 37 LIA Check Prionics). Les résultats indiquent que 87 (52.73 %) ont été considérées
comme négatives. Dans ce cadre, la sensibilité des tests rapides sur obex était de 47.27 % [intervalle de
confiance exact a 95 % : 33.46 - 55.12].

Eléments de synthése :

- Les données de plus en plus précises sur la pathogénie de la tremblante classique indiquent
clairement un envahissement du systéme lymphoide plus précoce que du systéme nerveux central.

- Cependant, ce schéma de dissémination est dépendant du génotype des ovins, et la présence de
PrPres est inconstante dans le systéme lymphoide des animaux hétérozygotes ARR. De méme un certain
nombre d'études mettent en évidence la présence de PrPres dans l'encéphale en l'absence de
dissémination dans les organes lymphoides, méme chez des ovins de génotype pleinement sensible.
L’hypothése d'un effet dose, ou des particularités de certains isolats d’agent infectieux sont avancées
pour expliquer ces observations, sans étre clairement confirmées.

- Il n'existe que relativement peu d’études a grande échelle permettant d’estimer précisément la
proportion d’animaux infectés détectables uniquement dans le systéme lymphoide. Les études actuelles
sont contradictoires, certaines trouvant autant ou plus d’animaux positifs par le systeme lymphoide,
d’autres, moins nombreuses, en trouvant moins. Pour les études trouvant plus d’animaux positifs par
I'analyse du systeme lymphoide, la proportion d’animaux positifs détectés uniquement a partir du systeme
lymphoide va de 17 a 37% d’animaux supplémentaires par rapport a I'analyse de I'obex. Cependant des
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études a grande échelle dont le schéma d’étude serait spécifiqguement dédié a la comparaison
de la sensibilité diagnostique du systéeme nerveux central et du systeme lymphoide demeurent
nécessaires pour préciser ce parametre.
- Cependant, la plupart des résultats actuels indiquent que la réalisation d’un diagnostic
sur le systéme nerveux central seul ou a I'inverse sur le systéme lymphoide seul conduit a une
sous-estimation du nombre d’animaux réellement infectés. De méme Il'analyse d'un seul
organe lymphoide conduit a une sous-estimation du nombre d’animaux infectés, variable selon
I'organe lymphoide utilisé. En revanche, I'analyse réalisée sur un mélange du systéme nerveux
central (obex) et d'un organe lymphoide (préférentiellement l'amygdale, le nceud lymphatique
rétropharyngien, ou le nceud lymphatique iléal) réduirait fortement ce biais. Enfin, il faut noter que certains
ovins infectés pourraient n'étre détectés lors de phase précoce de la maladie que par une analyse du
systeme nerveux périphérique (ENS) pour ce qui concerne certains génotypes résistants.
- La comparaison des différentes techniques diagnostique (IHC, ELISA, Western-Blot) n'est pas
I'objet de la présente note de synthese. Cependant, les différents résultats exposés ici semblent indiquer
que, lors d'atteinte subclinique, I''HC présente une sensibilité diagnostique supérieure a celles des autres
méthodes (Western Blot en particulier) a partir du systeme nerveux central ou du systeme lymphoide.
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Tableau 1 : description semi-synthetique des études épidémiologiques citées

Référence/Sensibilité
Diagnostique obex (%)

Animaux

Prélevements

Technique

Résultats

Gomez et al., 2007

69,2

1 troupeau 222 ovins
Race : Latxa

Infection naturelle

Encéphale, AMYG,
PAUP, NLRP, TG

Sur 222 ovins :
Biorad Platelia,
Enfer TSE Kkit,
Prionics Check LIA,
Prionics Check WB
Sur 50 ovins : IHC

26 cas pos. (dont 4 clinigues)
Obex : 18 pos. tests rapides
AMYG : 24 pos. / 25 testés
NLRP 7 pos. / 15 testés

PAUP 8 pos. / 17 testés
TG : 9 pos. / 24 testés

6 pos. par IHC et nég. par tests rapides

Langeveld et al., 2006

98,3

23,5

68 ovins

origines et races diverses
Cas cliniques ou pré cliniques
Infection naturelle

18 ovins VRQ/VRQ dans un
troupeau infecté (age 2 a 26
mois)

Encéphale, NLRP

Encéphale NLRP

Prionics Check WB
IHC

Prionics Check WB
IHC

62 pos. Nég. a partir NLRP
Obex : 61 pos. 2/7 (WB) et 1/7 (IHC) ARQ/ARQ

NLRP : 54 pos. (IHC) 52 pos. (WB)  8/9 (WB) et 7/9 (IHC) ARR/VRQ

NLRP: 17 pos; (IHC), 15 pos (WB)
Encéphale: 8 pos (IHC), 4 pos (WB)

Ligios et al., 2006

86,9

8 troupeaux, 1050 ovins
Race : Sarda
Infection naturelle

49 cas cliniques
Race : Sarda
Infection naturelle

Encéphale, AMYG,
NLRP

Encéphale, AMYG,
NLRP, PP iléales,
rate

Prionics Check WB
IHC

69 pos. subcliniques
Obex : 60 pos
Lymphoide : 51 pos.
ENS : 12 pos. / 12 testés IHC

Résultats identiques IHC et WB

17 ARQ/ARQ et 1 AHQ/ARQ pos. obex et
nég. lymphoide

9 ARQ/ARQ pos. lymphoide et nég. obex

49 pos. cliniques 3 ARQ/ARQ pos. obex et nég. lymphoide
Obex : 49 pos.

lymphoide : 46 pos.

ENS : 49 pos. (IHC)

Ersdal et al., 2003 1 troupeau 49 ovins Encéphale, NLRP IHC, histologie 17 pos subclinigues.
Race : Rygja Obex : 14 pos. NLRP : 17 pos.
82 Infection naturelle 3 cas pos. NLRP et nég. sur obex : 15 mois (n=1) et 2 ans (n=2)
Caplazi et al., 2004 2 troupeaux 80 ovins Encéphale, iléon, IHC 13 pos. (4 clinigues et 9 subcliniques)
Race : Suffolk NLM, PAUP, AMYG, Obex : 10 pos. / 13 testés
77 rate, NLRP AMYG : 12 pos. / 12 testés PAUP : 12 pos. / 13 testés
Infection naturelle NLRP : 13 pos. / 13 testés Rate : 9 pos. / 9 testés
Vascellari et al., 2005 2 troupeaux 2068 ovins Encéphale, NLRP, Prionics Check WB 32 pos. subclinigues
Race : Massese, AMYG, PAUP, rate IHC Obex : 28 pos. IHC 24 pos. WB
87 5 620 prélevés AMYG : 29 pos. IHC NLRP : 29 pos. IHC
’ Infection naturelle PAUP : 18 pos. IHC Rate : 21 pos. WB
Reckzeh et al., 2007 1 troupeau 603 ovins Encéphale, Biorad TSE Sur les 169, 40 pos. obex
Race : Blackhead-Merino iléon, AMYG, PAUP, | IHC 13 pos. subclinigues parmi les 129 neg. obex
75 5 169 ovins génotype sensible NLRP, NLM, rate... NLRP : 9 pos. AMYG : 9 pos.
’ prélevés sur 129 ovins nég. Rate : 8 pos. PP iléales : 8 pos.
Infection naturelle sur obex NLM : 7 pos. PAUP : 2 pos.
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Tableau 1 : suite.

Référence/ Sensibilité
Diagnostique obex (%)

Animaux

Prélevements

Technique

Résultats

Jeffrey et al., 2002

100

4 troupeaux

159 ovins prélevés
race : Shetland
infection naturelle

29 cas cliniques
Infection naturelle

Encéphale, AMYG,
NLRP, NLM, iléon,
rate

Prionic Check WB (modifi€)
IHC
histologie

5 pos. obex subcliniqgues
3 ARR/VRQ pos. obex et nég. lymphoide (2 de 6 ans et 1 de 4 ans)

IHC :5pos./5 WB:2pos./5 Histologie : 4 pos./ 5

29 pos. cliniques
2 ARQ/VRQ pos. obex et nég lymphoide

Andreoletti et al., 2005

62,4

11 élevages, 2661 caprins
race : Saanen et Alpine
Infection naturelle

Encéphale, AMYG,
NLM, iléon

Biorad Sheep and Goats
IHC

181 pos. (dont 33 cliniques)
Obex : 113 pos. / 181 testés
AMYG : 171 pos. / 180 testés

NLM : 174 pos. / 180 testés
lléon : 143 pos. / 174 testés

Monleon et al., 2005

91,2

34 ovins dont 26 cas clinique,
8 subcliniques

Race : Rasa Aragonesa
Infection naturelle

Encéphale, AMYG,
NLRP

Prionics Check LIA,
Prionics Check WB
IHC

34 animaux pos. sur au moiins un tissu

Obex : 31 pos. IHC; 30 pos. LIA ; 29 pos. WB.
AMYG : 32 pos. IHC; 31 pos. LIA ; 30 pos. WB.
NLRP : 32 pos. IHC; 29 pos. LIA ; 30 pos. WB

IHC = immunohistochimie, WB = Western-Blot, PP = plaques de Peyer, AMYG = amygdale , PAUP = 3° paupiére, NLRP = nceud lymphatique rétropharyngien ou mandibulaire, NLM = nceud lymphatique
mésentérique, ENS = Enteric Nervous System : systéme nerveux associée au tube digestif , CNS : systeme nerveux central, pos = positif, nég = négatif.
Pour chaque étude, la sensibilité diagnostique des tests réalisés sur obex a été estimée en divisant le nombre d'animaux produisant un résultat positif sur un

échantillon d'obex par le nombre total d'animaux produisant un résultat positifs sur au moins un tissu avec au moins une méthode.
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Tableau 2 : description semi synthétique des principales études de physiopathologie citées

Référence

Animaux, nature infection et schéma d’étude

Prélévements et technique

Résultats

Heggebo et al., 2000

11 agneaux 6-8 semaines d'age
2 VRQ/VRQ, 6 ARQ/VRQ, 3 ARR/ARQ

Inoculation orale (15 ml homogénat 30 % de 5g de cerveau ARQ/VRQ
ou VRQ/VRQ clinique)

Abattage séquentiel a 1, 5 et 11 semaines post inoculation

lléon (PP et ENS)

IHC (pas de différence entre
PrPres et PrPc)

Présence de PrP augmentée a 5 et 11 semaines post-inoculation
dans 'ENS et les PP iléales

Augmentation plus faible pour agneaux ARR/ARQ

Pas de détail sur les effectifs positifs & chaque point.

Jeffrey et al., 2001
Bellworthy et al, 2005

60 agneaux race Rommey, 6 mois
20 ARQ/ARQ, 20 ARR/ARQ, 20 ARR/ARR

Inoculation orale (homogénat 5 g a 10 % de cerveau bovin BSE)

Abattage séquentiel a 4, 10, 16, 22 mois post inoculation et stade
clinigue (20-36 mois)

Encéphale, moelle épiniére,
AMYG, NLRP, NLM, rate

IHC
Histologie

4 et 10 mois post inoculation :
NLRP : 2 pos./8
Autres tissus lymphoide : nég. 8 /8
Obex : nég. 8/8
16 mois post inoculation
NLRP, AMYG, NLM, rate : 2 pos. / 4.
Obex : nég. 4 /4
22 mois post inoculation
NLRP, AMYG, NLM, rate : 3 pos. /5
Obex : 3 pos. /5
Stade clinique
NLRP, AMYG, NLM, rate : 3 pos. / 3
Obex : 3 pos. /3

Absence de PrPres a 24 mois chez les agneaux ARR/ARQ et
ARR/ARR

Langeveld et al., 2006

18 agneaux VRQ/VRQ croisés Texel
Infection naturelle

Abattage séquentiel a 2, 3, 4, 5, 10, 13, 14 mois d’'age et stade cliniques
(26 mois)

Encéphale, NLRP

Prionics Check WB
IHCTa

2 mois d'age
NLRP : faiblement pos. en IHC, nég. en WB
Obex : nég. IHC et WB
3 —5 mois d’age
NLRP fortement pos. IHC et WB
Obex : nég. IHC et WB
10 — 14 mois d’'age
NLRP fortement pos. ICH et WB
Obex : faiblement pos. IHC, nég WB
17 mois et stade clinique (26 mois)
NLRP fortement pos. IHC et WB
Obex : fortement pos. IHC et WB
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Référence Animaux, nature infection et schéma d’étude Prélévements et technique Résultats
Heggebo et al., 2002 8 ovins Suffolk 20 — 24 mois d’age Encéphale, AMYG, PAUP, Cas clinigues

Heggebo et al., 2003

4 ARQ/ARQ cliniques euthanasiés a 23 — 24 mois.
2 ARQ/ARQ précliniques euthanasiés a 20 mois.
1 ARQ/ARR et 1 ARR/ARR sans signes euthanasiés a 20 mois.

Infection naturelle

NLRP, NLM, rate, iléon...

Histologie
IHC

Obex : fortement pos. IHC et histologie
Tous autres tissus : IHC fortement pos.
ENS : fortement positif
Cas précliniques
Obex : modérément pos. IHC et histologie
Tous autres tissus : IHC fortement pos.
ENS : IHC fortement positif

Tous tissus nég. chez ARR/ARQ et ARR/ARR

Andreoletti et al., 2000

56 agneaux Romanov
16 ARR/ARR
16 ARR/VRQ
24 VRQ/VRQ

Infection naturelle
Abattage séquentiel a 2, 3, 4, 5, 6 et 9 mois d’age

Encéphale, AMYG, PAUP,
rate, NLM, duodénum,
jéjunum, iléon, NLRP...

IHC

2 mois d'age
PP iléales et NLM iléal pos. (1/4)
CNS : négatif
3-4 mois d'age
Tous tissus lymphoides sauf PAUP : pos. (3/4)
CNS : négatif
5 mois et plus
Tous tissus lymphoides : pos. (4/4)
CNS : nég.
9 mois
ENS iléon et jéjunum : pos. (4/4)
Obex et noyau dorsal nerf vague : faiblement pos. (1/4)

Tous tissus négatifs chez ARR/ARR et ARR/VRQ

van Keulen et al., 1996
van Keulen et al., 1999

55 cas cliniques 2 a 5 ans
Races diverses
Infection naturelle

Encéphale, AMYG, PAUP,
rate, NLM, duodénum,
jéjunum, iléon, NLRP...

IHC
Histologie

54 pos. / 55 a partir AMYG, NLM, NLRP, rate
ENS : pos. en IHC 55/55

1 ARR/VRQ pos. obex et nég. lymphoide

van Keulen et al., 2002

18 agneaux VRQ/VRQ
Infection naturelle

Abattage séquentiel a 1, 2, 3, 4, 5, 10, 14, 17, 21 mois d'age et stade
clinigue (26 mois)

Encéphale, AMYG, PAUP,
rate, NLM, duodénum,
jéjunum, iléon, NLRP...

IHC

1 mois d’age

Tous tissus nég. (2/2)

2 — 3 mois d'age
NLRP, AMYG, PP iléales et NLM iléal pos. (3/4)
CNS : nég.

4 — 5 mois d'age et plus
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Tous tissus lymphoides pos. (4/4)
CNS : nég
10 mois d’'age
ENS iléal et jéjunal : pos (2/2)
Noyau dorsal nerf vague : pos (1/2)
Moelle épiniere : pos T8-T10 (1/2)
14 mois et plus
ENS : pos. sur tout le tube digestif
Moelle épiniere pos. T5-L1
Obex : pos.

Stade clinique
Positivité généralisée a tous les organes testés.

IHC = immunohistochimie, WB = Western-Blot, PP = plaques de Peyer, AMYG = amygdale , PAUP = 3° paupiére, NLRP = nceud lymphatique rétropharyngien ou mandibulaire, NLM = noeud
lymphatiqgue mésentérique, ENS = Enteric Nervous System : systéme nerveux associée au tube digestif , CNS : systeme nerveux central, pos = positif, nég = négatif.




