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! Clinique des Animaux de rente et des Chevaux de I'Université de Berne, 2 Insitut de Bactériologie
vétérinaire de I'Université de Berne, 3 Institut Galli-Valerio, Lausanne

Evaluation de deux techniques d’ELISA pour
le diagnostic de la paratuberculose hovine

Mireille Meylan’, ]. Nicolet?, A. Oppliger3, A. Burnens?, J. Martig’

Résumé

Lors de I’évaluation de deux méthodes sérolo-
giques pour le diagnostic de la paratuberculose,
on a obtenu pour I'une d’elles (ELISA commer-
cial absorbé des Commonwealth Serum Labora-
tories, Parkville, Australie) dans une population
formée de vingt troupeaux infectés, suspects et
négatifs de la région du Plateau de Diesse une
sensibilité de 50% et une spécificité de 98%.

Un autre ELISA non-absorbé, testé en parallele, a
révélé une sensibilité de 30% et une spécificité
de 91%.

Mots clés: paratuberculose — diagnostic —
ELISA - sensibilité — spécificité

Introduction

La paratuberculose (maladie de Johne) est une infection
chronique de l'intestin des ruminants qui se manifeste
cliniquement par des diarrhées profuses et un amaigris-
sement marqué. Les animaux s’infectent généralement
avant I'age d’'une année, mais la maladie se déclare clini-
quement a 'age adulte, donc apres une période d’'incu-
bation de plusieurs mois a plusieurs années. La paratu-
berculose résiste a tout traitement et conduit invariable-
ment 2 la mort de 'animal atteint. Le germe responsable
est Mycobacterium paratuberculosis, un batonnet aci-
do-résistant (Chiodini et al.,1984).

Le diagnostic est au centre de la problématique de la
paratuberculose. En I'absence d’une thérapie efficace, le
seul moyen de lutter contre la maladie est d’identifier les
animaux infectés et de les éliminer pour éviter qu’ils ne
contaminent ’environnement et les autres animaux, per-
pétuant ainsi 'infection a Uintérieur d’une exploitation.
On ne dispose cependant a I'heure actuelle d’aucune
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Evaluation of two techniques of ELISA for the
diagnosis of bovine paratuberculosis

A sensitivity of 50% and a specificity of 98%
were obtained in the evaluation of a serological
method (commercial absorbed ELISA, Common-
wealth Serum Laboratories, Parkville, Australia)
for the diagnosis of paratuberculosis.The popu-
lation used in the study consisted of 20 infected,
suspect and non-infected herds from the region
of the Plateau de Diesse. ;

Another evaluated non-absorbed ELISA test had a
sensitivity of 30% and a specificity of 91%.

Key words: paratuberculosis - diagnosis —
ELISA — sensitivity — specificity

méthode de diagnostic satisfaisante pour la paratubercu-
lose, particulierement sous sa forme subclinique. Or,
lorsqu’un cas de paratuberculose clinique peut étre dia-
gnostiqué dans une exploitation, c’est généralement
déja 38 2 42% du cheptel qui est infecté de facon subcli-
nique (Kreeger, 1991). Les méthodes actuellement en
usage (mise en évidence de 'immunité humorale ou cel-
lulaire, mise en évidence du germe par frottis ou culture
de matieres fécales) donnent un pourcentage variable de
résultats faux-positifs ou faux-négatifs. En ce qui concer-
ne les méthodes de sérologie, des réactions croisées
suite 2 un contact avec d’autres mycobactéries jouent un
role particulierement important. Cette difficulté peut
étre circonvenue par I'absorption préalable des sérums
avec des extraits mycobactériens, généralement a partir
de M. pblei (Yokomizo et al., 1985). D’autre part, la
méthode la plus fiable, la culture bactériologique de
matieres fécales est extrémement fastidieuse et deman-
de quatre mois d’incubation avant I’obtention d un résul-
tat définitif.
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Il est donc important de connaitre les limites des tests
utilisés pour le diagnostic de la maladie de Johne, afin de
pouvoir interpréter les résultats en conséquence dans
une situation épidémiologique donnée. C’est dans cette
optique que nous avons étudie ’ELISA commercial des
Commonwealth Serum Laboratories (ELISA CSL) ainsi
que celui de I'Institut Galli-Valerio (ELISA GV) dans une
région ou la paratuberculose est endémique.

Animaux, mateériel et méthodes
Organisation du projet

Nous avons examiné 595 vaches et génisses de race ta-
chetée rouge agées de plus de dix-huit mois d’une a trois
fois sur une période d’'une année. Ces animaux prove-
naient de vingt troupeaux (comptant de treize a quatre-
vingt-huit tétes de bétail) de la région du Plateau de Dies-
se,Jura bernois,a I’exception d’une exploitation connue
pour étre infectée dans une autre région du canton de
Berne. Des le début du projet, ces troupeaux ont été
répartis arbitrairement en trois groupes, positifs, sus-
pects et négatifs, selon une anamnese fournie par le vété-
rinaire local.

Apres un échantillonage initial ou toutes les bétes ont été
testées par sérologie uniquement, les animaux des ex-
ploitations positives (deux troupeaux) ont été soumis
simultanément a une analyse sérologique par ELISA et a
une recherche de M. paratuberculosis dans les matieres
fécales, la culture conventionnelle servant de méthode
de référence pour I'évaluation des méthodes sérologi-
ques.Dans les exploitations suspectes (neuf troupeaux),
tous les animaux ont été testés par sérologie, ceux
s’étant avérés positifs a 'ELISA en plus par culture fécale.
Sur la durée de I'étude, toutes les bétes des exploitations
négatives (neuf troupeaux) ont été soumises une fois a la
recherche du germe dans les matieres fécales parallele-
ment a la sérologie afin de comparer les résultats de la
culture avec ceux de I’ELISA dans le cadre de I’évaluation
de la spécificité de la méthode sérologique; lors des au-
tres échantillonages, la surveillance des troupeaux néga-
tifs s’est bornée a une sérologie sur huit animaux adultes,
dans la mesure du possible toujours les mémes.

Prises d’échantillons

Les échantillons de sang et de matiéres fécales ont été
recueillis en trois séries, en novembre 1991, janvier-fé-
vrier et avril-mai 1992.

- Prises de sang: 10 ml de sang ont été récoltés par
ponction, chez les bovins adultes, de la veine a lait
(Vena epigastrica cranialis superficialis), et, chez les
jeunes animaux,de la veine jugulaire.

- Matieres fécales: environ 50 g de feces ont été préle-
vés du rectum avec un gant jetable et transportés dans
des récipients stériles de matiere plastique.
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Sérologie

Nous avons comparé les deux méthodes suivantes:
1.ELISA (CSL) absorbé

Les échantillons de sérum ont été testés a I'Institut de
Bactériologie vétérinaire de 1'Université de Berne (IVB)
par 'ELISA commercial des Commonwealth Serum La-
boratories (CSL), Parkville, Australie, qui comprend une
étape d’absorption des sérums avec M. phlei, selon les
instructions du fabricant. Ce test utilise un antigene pro-
toplasmique de la souche VRI 316/102-2 de M. paratu-
berculosis (Sockett etal.,1992).

La valeur-seuil lors de I'interprétation des résultats est la
moyenne des valeurs des deux contrdles négatifs plus
0,100.

2.ELISA (GV) non-absorbé

Lexamen des sérums a été effectué selon une méthode
développée dans les laboratoires de I'Institut Galli-Vale-
rio.Il s’agit d’un ELISA non-absorbé utilisant comme an-
tigéne la souche de M. paratuberculosis NCTC 8578
cultivée en milieu liquide de Middlebrook 7H9, puis soni-
quée pour en extraire 'antigene selon une méthode mo-
difiée décrite par Milner et al. (1990) et reprise par Bech-
Nielsen et al. (1992). Les microplaques sont incubées
avec les sérums dilués a 1:20 et la présence d’anticorps
contre M. paratuberculosis est mise en évidence parune
réaction de la peroxidase de raifort conjuguée a des IgG
anti-bovins.

Les résultats sont dans un premier temps exprimés en %
de I'extinction moyenne des deux témoins positifs, puis
transposés en unités semi-quantitatives -, +/-,+,++,+++.

Cultures bactériologiques

Les cultures bactériologiques ont été effectuées selon
une méthode standardisée (Whipple et al., 1991) 1égére-
ment modifiée:

Lors de la fabrication du milieu d’Herrold, I'adjonction
d’ceufs frais est remplacée par une suspension commer-
cialisée (EggYolk Suspension Oxoid), et I'on y ajoute un
mélange d’antibiotiques (MB-Check Supplement Roche,
List Nr. 07 2823 3). Les cultures sont incubées a 37° C
durant 18 semaines. Une lecture est effectuée toutes les
quatre semaines. Toute colonie apparaissant apres un
mois sur le milieu contenant de la mycobactine est iden-
tifi€ée comme M. paratuberculosis par repiquage sur mi-
lieu dépourvu de mycobactine et par PCR avec comme
amorce la séquence d’insertion spécifique IS900 (Vary et
al.,1990).

Evaluation des résultats

Pour I’évaluation des performances des deux ELISA,
nous avons comparé leurs résultats avec ceux des
cultures fécales, mais en prenant pour référence une
population différente pour Pestimation de la sensibilité
ou de la spécificité (Sockett etal.,1992).
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Analyse de sensibilité: le «gold standard» auquel on se
réfere pour I'estimation de la sensibilité de ELISA est le
résultat de la culture fécale. La méthode de référence est
spécifique a 100%, par contre sa sensibilité est indifféren-
te, puisqu’on ne considere que la population infectée,
donc positive a la culture fécale, pour le calcul de la
sensibilité.

La formule suivante permet de déterminer la sensibilité
des ELISA étudiés (Martin et al., 1987):

T+ _n ELISA + n ELISA +
D+ n infectés n culture +

(T + =animaux positifs au test; D + = animaux atteints;
n =nombre).

Sensibilité =

Nous avons inclu dans cette analyse tous les animaux
pour lesquels nous disposions de résultats paralleles de
sérologie et de culture fécale, en ne prenant qu’un résul-
tat par béte, et, en cas de résultats discordants dans les
différentes analyses, en partant du principe qu'une béte
qui a réagi positivement, ne serait-ce quune fois, doit
étre considérée comme positive.

Analyse de spécificité: afin de s’assurer que tous les ani-
maux pris en compte pour I'estimation de la spécificité
des méthodes sérologiques étaient en effet exempts
d’une infection a M. paratuberculosis, nous avons exclu
de la population de référence tous les animaux positifs et
suspects, a savoir:

- les animaux positifs a la culture fécale.

- les animaux négatifs a la culture, mais provenant d’ex-
ploitations comprenant des animaux positifs.

- les animaux provenant d’exploitations ayant connu
des probléemes cliniques de paratuberculose confir-
més ou non par culture.

- les troupeaux comprenant des animaux achetés d’ex-
ploitations positives.

- les troupeaux ou la paratuberculose a été mise en
évidence sur la base de méthodes de pathologie.

- les animaux ayant paturé avec des bétes d’exploita-
tions positives.

Apres I'exclusion de tous les animaux correspondant a

ces criteres, il reste 5 troupeaux sur 20 qui peuvent étre

considérés comme non-suspects. De la sorte, dans une
population reconnue, dans une marge de sécurité raison-
nable, comme exempte de paratuberculose, tout résultat
sérologique positif pourra étre assimilé a un résultat
faux-positif. Le calcul de la spécificité se fait selon la
formule suivante (Martin et al., 1987):

e _ n ELISA -
D - n non-infectés

n ELISA -

Spécificité =
p n culture -

Chaque animal est pris en compte une seule fois, méme
sil’on dispose pour certains de deux, voire trois résultats
successifs, auquel cas un seul résultat positif suffit a clas-
serI’animal comme positif.

Résultats

Les résultats des deux ELISA, CSL (Commonwealth Se-
rum Laboratories) et GV (Galli-Valerio), ont été classifiés
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semiquantitativement selon I'ampleur de l'extinction
mesurée (tableau 1).

Pour la suite de I'interprétation, nous avons dichotomisé
les résultats, c’est-a-dire que les valeurs - et +/- ont été
considérées comme négatives, tandis que les valeurs +,
++,+++ formaient le groupe positif.

Tableau 1: Résultats des deux techniques d’ELISA
(CSL et GV) sur l'ensemble des échantillons de sérum.

0=965) .- +/- + ++ o
CSL 925 2 17 15 6
Nombre
GV 746 88 56 34 41
¢S - 9585 021 176 155 062
GV 773 9.1 5,8 3.5 42
- =négatif
+/- = suspect
+  =légerement positif

++ = positif
+++ = fortement positif

Analyse de sensibilité

Nous disposions pour 379 animaux de résultats paralle-
les de sérologie et de culture fécale. Les résultats compa-
ratifs sont donnés dans le tableau 2.

On obtient donc pour les deux méthodes sérologiques
étudiées les valeurs suivantes:

ELISA CSL: sensibilité =50%.

ELISA GV: sensibilité = 30%.

Tableau 2: Comparaison des résultats des deux
techniques d’ELISA (CSL et GV) avec ceux de la
culture fécale.

Méthode n=379 ELISA + ELISA -
Culture + 18 18
oL = — ;
Culture - ~ 5 338
Culture + 11 25
GV
Cature- 37 306
Analyse de spécificité

Apres I'exclusion des animaux suspects, il reste 100 ani-
maux non-suspects, qui sont par définition tous négatifs
a la culture fécale, pour la détermination de la spécificité
des deux méthodes sérologiques. Les résultats sont don-
nés dans le tableau 3.

On obtient ainsi apres calcul de la spécificité les valeurs
suivantes:
ELISA CSL:
ELISAGV:

spécificité = 98%.
spécificité =91%.
En résumé, nous obtenons pour les deux ELISA étudiés

les caractéristiques suivantes:
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ELISA CSL: sensibilité = 50%.
spécificité = 98%.
ELISAGV: sensibilité = 30%.

spécificité = 91%.

Tableau 3: Résultats des deux ELISA pour les groupes
d’animaux définis comme suspects et non-suspects.

Méthode n=595 ELISA + ELISA -
oui 27 468
CSL Suspect
. non 2 98
oui 126 369
GV Suspect
non 9 91
Discussion

L'importance et les retombées économiques de la para-
tuberculose sont mal connues et, de fait, souvent sous-es-
timées en Suisse. Souvent des animaux sont éliminés
suite a des diarrhées chroniques sans que 1’on ait établi
de diagnostic étiologique précis. Le but de notre étude
était donc de valider I'utilisation d’un ELISA pour la Suis-
se,a savoir d’établir des valeurs de sensibilité et de spéci-
ficité applicables dans notre contexte épidémiologique,
de sorte a disposer d'un outil diagnostique dont les ca-
ractéristiques soient connues pour la surveillance de la
maladie dans nos régions.

Puisque c’est surtout le dépistage de la paratuberculose
subclinique qui est d’importance capitale dans la lutte
contre cette maladie, et non le diagnostic de cas clinique-
ment manifestes, c’est dans cette optique que nous
avons étudié 'application de deux méthodes sérologi-
ques. La population de référence utilisée comprenait
donc des animaux cliniquement sains, mais dont une
partie était infectée subcliniquement par M. paratuber-
culosis. .

Nous avons étudié d’une part un ELISA absorbé destiné
au dépistage de la paratuberculose. Il s’agit d'un test

‘Evaluation zweier ELISA-Techniken fir die
Diagnostik der hovinen Paratuberkulose

Bei der Evaluation einer serologischen Methode
zur Diagnose der Paratuberkulose (absorbiertes
ELISA der Commonwealth Serum Laboratories,
Parkville, Australia) konnten in einer gemischten
Population von 20 infizierten, verdichtigen und
negativen Herden eine Sensibilitit von 50% und
eine Spezifitit von 98% ermittelt werden.

Am gleichen Probenmaterial wurde ein nicht ab-
sorbierter ELISA vom Institut Galli-Valerio, Lau-
sanne, gepriift; die Sensibilitit dieses Tests be-
trug 30% und die Spezifitat 91%.
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commercial ayant déja été largement évalué et utilisé en
Australie, ou il a été développé dans les laboratoires des
Commonwealth Serum Laboratories (CSL), et aux USA
(Cox et al., 1991; Collins et al., 1991; Ridge et al., 1991;
Sockett et al., 1992). D’autre part, nous avons procédé,a
partir des mémes échantillons, a I’évaluation d’un autre
ELISA, non-absorbé, mis au point dans les laboratoires de
I'Institut Galli-Valerio a Lausanne.

Le «gold standard» auquel nous avons comparé les résul-
tats de nos méthodes de sérologie pour évaluer leur sen-
sibilité et leur spécificité est une méthode de culture
fécale standardisée, trés proche de celles décrites dans la
littérature (Whipple etal.,1991).

11 est généralement admis que la msie en évidence de
M. paratuberculosis par culture fécale est une méthode
spécifique a 100% et que tout animal positif a la culture
fécale peut étre considéré comme infecté. -

En comparant les résultats des deux méthodes sérologi-
ques avec ceux de la culture fécale, nous avons obtenu
pour 'ELISA CSL des valeurs de sensibilité et de spécifi-
cité de 50% et 98% respectivement, pour I'ELISA CSL aux
valeurs citées dans la littérature:65% et 99,8% (Cox et al.,
1991), 47,3% et 99,0% (Collins et al., 1991), 47,3% et
99,0% (Ridge et al., 1991),43,4% et 95,4% (Sockett et al.,
1992). Les variations constatées sont probablement im-
putables ala méthode de référence par rapport alaquelle
sont calculées la sensibilité et la spécificité. Dans pres-
que tous les cas, il s’agissait dans les publications citées
d’échantillons provenant du «Repository for Paratuber-
culosis Specimens» (Sockett et al., 1992), une «banque»
de matériel (échantillons de sérum et de matiéres fécales
provenant de bétes dont le statut d’infection a été déter-
miné de facon précise) constituée pour servir de réfé-
rence lors de I’évaluation de nouvelles méthodes de dia-
gnostic.

En ce qui concerne la détermination de la sensibilité, la
population du «Repository» comprend, outre des ani-
maux positifs a la culture fécale, des sujets infectés mais
n’excrétant pas le germe, dont le statut d’infection a été
déterminé post mortem par des méthodes histopatholo-
giques et bactériologiques. Ceci explique donc les va-

Valutazione di due metodi diagnostici per la
paratuberculosi bovini

La valutazione di un metodo diagnostico serolo-
gico per la paratuberculosi (commercial absor-
bed ELISA, Commonwealth Serum Laboratories,
Parkville, Australia) ha reso possibile determinare
all'interno di una popolazione di bovini infetti,
sospetti e negativi del Plateau de Diesse una sen-
sibilita del 50% e una specificita pari al 98%.

Un altro non-absorbed ELISA, sperimentato paral-
lelamente, ha rilevato una sensibilita del 30% e
una specificita del 91%.
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leurs de sensibilité un peu plus basses que celle que nous
avons obtenue dans notre population infectée, définie
comme positive 2 la culture fécale.

Pour 'estimation de la spécificité, nous disposons d’une
population de référence constituée d’animaux sélec-
tionnés comme non-infectés selon des criteres tres
stricts. Il s’agit donc d’une population négative représen-
tative du cheptel local, de sorte que la valeur de spécifi-
cité obtenue de 98% est applicable spécifiquement 2 la
population bovine suisse. Nous disposons ainsi pour ce
test sérologique de valeurs spécifiques a la situation épi-
démiologique de la paratuberculose en Suisse, de sorte
qu’on pourra désormais I’appliquer a notre population
bovine en connaissance de cause, de facon a pouvoir
interpréter en conséquence les résultats bruts obtenus
lors d’études de séroprévalence dans nos régions.

La méthode sérologique de I'Institut Galli-Valerio, pré-
sentant une sensibilité de 30% et une spécificité de 91%,
soit des valeurs inférieures a celles de I'ELISA CSL, parait
moins indiquée pour des études de séroprévalence 2
grande échelle.
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