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__RESUME

La fasciolose bovine qui se manifeste maintenant en France le plus souvent sous une forme subcli-
nique, pénalise lourdement les troupeaux atteints. Elle demeure cependant ignorée car sous-dia-
gnostiquée par les vétérinaires.

Aprés un rappel théorique sur les caractéristiques de sensibilité et de spécificité d’un test de diagnostic,
les auteurs décrivent successivement les avantages et inconvénients de I'inspection des foies a I'abat-
toir, des méthodes coprologiques par sédimentation et/ou flottaison, et des méthodes de dosages immu-
nologiques a partir du sang ou du lait.

Les méthodes classiques de coprologie sont indispensables pour le diagnostic des parasitoses diges-
tives en routine, mais peu sensibles et peu précises pour le diagnostic de la fasciolose bovine. Les
méthodes immuno-enzymatiques de type ELISA, permettant de rechercher des anticorps contre la
grande douve tant dans le sang que dans le lait, ont amélioré la capacité de diagnostic du vétérinaire
praticien. Cependant, en I'absence de validation rigoureuse, elles ont été parfois mises en défaut par
manque de sensibilité ou de spécificité. Grace aux outils statistiques modernes, leur seuil de positi-
vité peut étre optimisé. Ces méthodes s'imposent maintenant comme les plus pertinentes pour déter-
miner la prévalence d’une infestation a F. hepatica a partir des analyses des sérums de mélange dans
un groupe ou dans un troupeau entier de bovins de race laitiére ou allaitante.
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— SUMMARY

Bovine fasciolosis which now is expressed most frequently in a subclinical form in France, heavily penal-
izes infected cattle herds, but it is often ignored because under-diagnosed by veterinary surgeons.

After a theoretical recalling on the characteristics of sensitivity and specificity of a diagnosis test, the
authors describe post mortem inspection of livers, coprological methods by sedimentation and/or flota-
tion, and serological methods from blood and milk.

Classical methods of coprology are essential for the routine diagnosis of digestive parasitoses, but
not sensitive and accurate enough for the diagnosis of fasciolosis in cattle. Enzyme-linked immunosor-
bent assays (ELISA) methods for the detection of antibodies against liver fluke as much in the blood
as in the milk improve the diagnosis capacity of the veterinary practitioner. But, in absence of rig-
orous validation, these methods have sometimes failed by lack of sensitivity or specificity.

Modern statistical tools now allow the optimization of the cut-off point of the serological tests. ELISA
tests are the most reliable methods to detect a Fasciola hepatica infestation in a group or a full herd

of beef or dairy cattle.

Key words: Fasciola hepatica, fasciolosis, cattle, diagnosis, meat inspection, coprology, serology, ELISA.

En 2006, une équipe de chercheurs de Zurich publie les résul-
tats d’une étude sur la fasciolose bovine, réalisée a partir de 1331
bovins abattus dans deux abattoirs suisses (Rapsch et al. 2006).
Quatre méthodes de diagnostic (inspection des foies a I'abat-
toir, recherche des ceufs par examen microscopique d’échan-
tillons de bile et de féces, détection sérologique d’anticorps spé-
cifiques par un test ELISA du commerce) ont été utilisées
simultanément pour évaluer la prévalence réelle de la fascio-
lose dans le cheptel national. Lobjectif des auteurs était de
connaitre la méthode offrant la meilleure représentation de cette
parasitose. En appliquant les techniques statistiques bayé-
siennes (chaine de Markov-Monte Carlo), ils concluent que la
prévalence de la fasciolose bovine en Suisse est de 18 % (15,9
a20,3%) au lieu des 11 % estimés antérieurement (Ducommun
etal. 1991). A partir d’'une analyse bibliographique des données
zootechniques et économiques, Schweitzer et al. (2005) estiment
les pertes, en Suisse, & 299<€ par bovin, soit a un total de 52 mil-
lions € par an.

En France, Alzieu & Courouble (2004) rappellent la nécessité
de hiérarchiser, selon leur prévalence et leur gravité, les tré-
matodoses qui affectent les cheptels bovins: fasciolose, dicro-
coeliose et paramphistomose. La fasciolose bovine mérite une
attention particuliére car sa présence est «constante, grave,
banalisée et sous-diagnostiquée». Son impact sur les perfor-
mances zootechniques et économiques reste élevé. A la suite
d’une vaste enquéte épidémiologique effectuée en 2004-2005
dans 1331 troupeaux de races allaitantes, en réalisant le méme
test sérologique sur un ou deux sérums de mélange, la prévalence
individuelle apparente de la fasciolose bovine a été estimée en
moyenne a 42,4% (de 15 a 88% selon les 20 départements
concernés) (Espinasse 2006 ; Meissonnier & Boutet, 2007).

En épidémiologie, chaque test de diagnostic doit étre validé
selon des criteres précis. En raison de I'évolution de la fascio-

lose bovine en France, devenue essentiellement subclinique, les
signes cliniques caractéristiques (anémie, diarrhée, cedeme
déclive) ont disparu et il serait préférable de parler d'infesta-
tion plutdt que de maladie.

Dans cet article, nous avons choisi de considérer les lésions
hépato-biliaires, I'excrétion fécale d’ceufs de grande douve, la
présence d’anticorps spécifiques dans le sang ou dans le lait, pour
retenir parmi ces criteres de diagnostic, celui qui permet d’es-
timer la prévalence réelle de cette infestation.

ASPECTS THEORIQUES

Pour faciliter la compréhension, nous rappelons préalable-
ment comment apprécier la fiabilité des résultats obtenus par
un test de diagnostic dans un effectif de bovins, en prenant
comme exemple les méthodes de diagnostic de I'infestation par
F. hepatica.

Schématiquement, le résultat d’un test s’exprime:

- soit par une variable qualitative binaire, par exemple la pré-
sence ou I'absence de douves vivantes dans le foie a I'inspec-
tion post mortem, d’ceufs de grandes douves dans les feces: le
résultat du test est alors positif ou négatif;

- soit par une variable quantitative ou semi-quantitative conti-
nue, par exemple la concentration d’une enzyme hépatique
dans le sang ou d’une densité optique mesurée au cours d’une
réaction immuno-enzymatique.

Un test est caractérisé par sa sensibilité et sa spécificité dont
I’évaluation implique que le vrai statut d’un sujet soit connu.
Elle n’est possible que si on dispose d’un test de référence (gold
standard des anglo-saxons) ou d’une association de tests, qui per-
mettent de certifier et d’optimiser son utilisation (McKenna &
Dohoo, 2006).
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L_a ser_mblllte _et la specn_‘lmte _sqnt calculées a par_tl_r des quatre Résultat du test Infreést::tc;n In;Esza;tlgn Total
situations [animaux vrais positifs (a) ou faux positifs (b), faux = present SENTE
e S . , . Test positif Vrai positif: a Faux positif: b a+b
négatifs (c) ou vrais négatifs (d)] rencontrées lors de I'applica- — — —
. . . - Test négatif Faux négatif:c  Vrai négatif: d c+d
tion du test, lequel doit permettre de conclure si un bovin est
Total des résultats atc b+d a+tb+c+d

infesté ou non par des grandes douves (tableau 1):

Tableau 1: Résultats possibles d’un test de diagnostic sérologique

- la sensibilité du test, exprimeée par le rapport a/a + ¢, est la pro- (daprés Thrusfield 1986).

babilité d’obtenir un résultat positif, lorsqu’un bovin est réel-

lement infesté (tableau 1); En pratique, il convient de trouver le meilleur compromis entre

- sa spécificité (rapport d/b + d) est la probabilité d’obtenir un
résultat négatif, lorsqu’un bovin est réellement exempt de I'in-
festation;

sensibilité et spécificité qui évoluent en sens inverse. Si la sen-
sibilité est élevée, on prend le risque d’augmenter le nombre des

- sa valeur prédictive positive (rapport a/a + b) est la probabi-
lité que le bovin soit infesté, lorsque le résultat de son test est  faux-negatifs. Ces deux proprietés du test dependent de la defi-
positif; nition par I'opérateur de la meilleure valeur de son seuil de posi-

- sa valeur prédictive négative (rapport d/c + d) est la proba-  tjyité (figure 1).
bilité que le bovin ne soit pas infesté, lorsque le résultat de son
test est négatif.

R Faux positifs
Faux negatifs —

Effet du changement du seuil de positivité sur la sensibilité d'un test de diagnostic

Figure 1: Choix du seuil de positivité d’un test. La figure illustre la répartition bimodale d’une variable (résultats d’un test sérologique par exemple) dans une
population d’animaux (les valeurs de la variable croissent de facon continue le long de I’axe des abscisses). Cette répartition des valeurs permet de distinguer deux
sous-populations, a gauche celle des animaux négatifs, présumés sains (faibles valeurs de la variable) et a droite, celle des animaux positifs présumés atteints (fortes
valeurs de la variable). Le choix du seuil de positivité fixe la valeur de la variable au dessous de laquelle des animaux sont considérés comme de faux négatifs et au
dessus de laquelle des animaux sont considérés comme de faux positifs. Il permet le calcul de la sensibilité et de la spécificité du test (voir texte). Ces deux critéres
dépendent donc du choix du seuil de positivité. Son déplacement vers la gauche augmente la sensibilité du test au détriment de sa spécificité et son déplacement vers
la droite entraine les effets inverses.

La sensibilité et la spécificité dépendent uniquement des qua- - plus le test est sensible, meilleure est la valeur prédictive posi-
lités du test (et de son opérateur), tandis que les valeurs pré- tive,
dictives dépendent aussi de la prévalence de I'infection dans une

population donnée: - plus le test est spécifique, meilleure est la valeur prédictive

négative.
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Le résultat d'un test sérologique de I'infestation par Fasciola hepa-
tica dans un troupeau de bovins, dépend:

- de la sensibilité et la spécificité du test réalisé sur le sérum d’un
animal,

- de la représentativité d’un sérum de mélange, composé de plu-
sieurs sérums individuels,

- du nombre de bovins a prélever, lequel est fonction de la taille
du groupe de bovins qui paturent dans la méme prairie : dans
un tel sous-troupeau, un sérum de mélange est habituellement
réalisé a partir des prélévements de 10 animaux,

- et du nombre de sous-troupeaux a tester, lequel est fonction
du nombre de groupes de bovins qui paturent dans des prai-
ries différentes.

APPLICATION AUX METHODES DE
DETECTION DE FASCIOLA HEPATICA
DANS UN TROUPEAU

Plusieurs sources d’informations sont théoriquement possibles
pour détecter la présence de F. hepatica dans tout ou partie d’'un
troupeau. Nous n’aborderons que les méthodes spécifiques les
plus courantes:

- I'inspection des foies a I'abattoir,
- la recherche des ceufs de grande douve dans les féces,
- I'analyse des anticorps spécifiques dans le sérum sanguin,

- I'analyse des anticorps spécifiques dans le lait.

Inspection des foies a I'abattoir

La cholangite chronique est une inflammation des canaux
biliaires, consécutive a une infestation prolongée ou répétée,
due surtout a I'action mécanique et phlogogéne de trématodes:
soit des grandes douves (Fasciola hepatica) adultes, localisées dans
les canaux biliaires principaux, soit de petites douves
(Dicrocoelium lanceolatum) adultes dans les petits canaux
biliaires (Le Net et al. 2005). Dans de nombreuses régions fran-
caises, les deux infestations coexistent chez les mémes bovins
(Dorchies et al. 1988; Bichet et al. 1998). Comme I’hépato-
mégalie, la fibrose, la nécrose et les abcés hépato-biliaires, ces
lésions ne sont pas pathognomoniques de la fasciolose bovine.
Linspection sanitaire retient le critére de la présence de douves
vivantes ou calcifiées: il dépend de I'observation attentive des
grands canaux biliaires par le préposé d’abattoir, apres deux ou
trois incisions réglementaires de la face ventrale du foie. En cas
de faible infestation (< 10 douves/foie), cette technique se révele
peu efficace pour détecter leur présence. Les faux négatifs
sont donc fréquents comme I'ont observé les auteurs qui ont réa-
lisé la dissection complete des foies (Gimard 2001 ; Mekroud
et al. 2006 ; Rapsch et al. 2006).

P Nombre de
Auteur/Année T —— Sensibilité Spécificité
Gimard (2001) 229 75% 85%*

Merkroud et al. (2006) 175 64,5% ND
Rapsch et al. (2006) 890 250 100%

(55,6-70,6 %)
*15% de foies cholangitiques avec présence de D. lanceolatum
Tableau 2: Sensibilité et spécificité de la méthode d’inspection des foies de bovins

a I'abattoir, calculées par rapport a des méthodes de référence (cf. références biblio-
graphiques).

L'examen post mortem a donc une faible sensibilité, de I'ordre
de 65% (tableau 2), vraisemblablement inférieure si la pré-
valence de l'infestation est faible. De plus, il ne permet pas de
détecter les infestations de moins de 3 mois (période de migra-
tion larvaire dans le parenchyme hépatique).

D’une enquéte réalisée dans un abattoir de la région des Pays
de Loire, sur 3274 bovins adultes abattus, on retiendra que les
foies ont été saisis pour fasciolose chez 3,7 % des bovins de race
Prim’holstein, chez 8,0 % de ceux de race normande et 10,8 %
de ceux de race charolaise: dans 75 % de ces saisies, la présence
de grandes douves vivantes ou calcifiées a été mise en évidence
(Gimard 2001). Une autre enquéte porte sur 4225 foies de brou-
tards males, de races charolaise et limousine, nés en France et
engraissés dans le Nord de I'ltalie: la fréquence élevée des sai-
sies, au cours de I'hiver 2002-03, pour cholangite avec ou sans
présence de douves vivantes, a été de 31% dans la race cha-
rolaise et de 41 % dans la race limousine (Casartelli & Bonfanti,
2005). D’apres un récent sondage aupres d’abattoirs de
Normandie et de Bourgogne, les saisies au motif de la présence
de grandes douves vivantes seraient actuellement en régression
de I'ordre de 1%, voire au dessous (J.P. Berraud, A. Delafosse,
P. Piette, com. personnelles).

Le probleme majeur de cette inspection en abattoir réside dans
I'absence fréquente de transmission des motifs de saisie des foies
aux éleveurs et a leurs vétérinaires sanitaires, dans les zones ou
la fasciolose est encore enzootique. Par exemple, nous avons
constaté dans le Limousin que cette absence de la remontée des
informations par les abattoirs peut conduire a un quasi-oubli de
la fasciolose par les acteurs du terrain.

Le diagnostic coprologique

Au laboratoire d’analyses et au cabinet vétérinaire, le diagnostic
coproscopique reste la démarche indispensable pour identifier
la présence d’ceufs d’helminthes ou d’oocystes de protozoaires
dans les prélevements fécaux des bovins jeunes et adultes.
Comme précédemment, le diagnostic coprologique sera
défaillant pendant la période prépatente (10 a 12 semaines) qui
précédent la maturité et les premiéres excrétions fécales d’ceufs
par les grandes douves.

Les ceufs sont récupérés par sedimentation ou par flottaison grace
aun liquide d’enrichissement, ou bien par sédimentation et flot-
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taison. lls sont ensuite comptés sous microscope a I'aide de la
cellule de McMaster (Thienpont et al. 1979). L'interprétation
des résultats est délicate car elle dépend de la méthode choi-
sie. Happich & Boray (1969) préconisent plutdt la méthode de
sédimentation. Raynaud et al. (1974) comparent les résultats
obtenus par la sédimentation ou par la flottaison des ceufs: la
méthode de flottaison dans I'iodomercurate de Potassium pré-
sente de meilleures qualités de reproductibilité, précision, sen-
sibilité et rapidité, que celle de sédimentation.

Mais, I'iodomercurate de Potassium demeure un liquide trés
toxique qui ne peut plus étre utilisé actuellement. 1l doit étre
remplacé par des solutions potentiellement moins toxiques
comme le sulfate de Zinc a saturation. Courouble (2003), puis
Cringoli et al. (2004) ont évalué I'intérét de I'utilisation de telles
solutions pour la recherche d’ceufs d’un autre trématode,
D. lanceolatum, en augmentant la masse du prélevement fécal.

On doit également tenir compte de I'extréme variation de I'ex-
crétion des ceufs par les grandes douves adultes; celle-ci varie
d’un jour a I'autre chez un méme bovin et chez les bovins infes-
tés d’'un méme groupe (Duwel & Reisenleiter 1990). Quelle que
soit la méthode, la sensibilité de I'analyse coprologique est d’au-
tant plus faible que I'excrétion des ceufs est plus faible (15 ceufs
par gramme, seuil de sensibilité des méthodes courantes).

Par ailleurs, les ceufs de paramphistomes sont habituellement
excrétés en plus grand nombre que ceux de grandes douves, en
moyenne 24 fois plus d’apres une enquéte coprologique récente
dans le département de la Creuse. Ils peuvent donc masquer les
rares ceufs de grandes douves, alors que ces derniers expriment
un plus grand danger pour la santé des bovins. A ce sujet,
Chauvin et Mage (1998) ont rappelé les critéres qui permet-
tent de différencier les ceufs de Fasciola hepatica de ceux de
Paramphistomum daubneyi.

La sensibilité du diagnostic coprologique varie de 33% a 92 %
selon les méthodes, la prévalence et I'intensité de I'infestation
chez les bovins (tableau 3).

Pour I'améliorer, trois stratégies peuvent étre adoptées:

- répéter les analyses a partir d’'un méme prélévement fécal
(Rapsch et al. 2006) ;

- augmenter la masse du préléevement fécal (30 ou 50 g au lieu
de 5 g) (Conceigao et al. 2002; Courouble & Meissonnier,
2005; Salem et al. 2007);

- multiplier des analyses a partir de plusieurs animaux d’un méme
lot (Courouble & Meissonnier, 2005).

Auteurs Nombre de bovins Masse du prélevement fécal Sensibilité Technique
Happich & Boray, 1969 23 39,8-42,3% Sédimentation
Lafay & Mage, 1976 227 50% Flottaison

_ 230 109 33,3% Sédimentation
Conceicao et al. 2002 - -

25 30g 83,3% Sédimentation

Braun et al. 1995 204 68% Sédimentation

Anderson et al. 1999 92 66,7 % Sédimentation

203 10g 69% (57,3%-79,7 %) Sédimentation

Rapsch et al. 2006

256 10gx3

91,9% (87,2-95,2 %) Sedimentation

Tableau 3: Comparaison de la sensibilité des différentes techniques coprologiques. Les méthodes de référence choisies varient selon les auteurs: dénombrement
des douves adultes par dissection des foies a I’abattoir, dénombrement des ceufs par examen microscopique d’échantillons de bile (Braun et al. 1995 ; Rapsch et al.
2006), inclusion de différents nombres d’ceufs dans des féces négatives, traitées par la méme méthode coprologique de sédimentation que les échantillons de méme
poids, provenant d’animaux infestés (Happich & Boray, 1969 ; Conceicao et al. 2002).

Si la quantité d’ceufs de F. hepatica comptés par gramme de feces,
dans un lot de bovins, apparait en relation avec le nombre
moyen de douves adultes identifiés dans les canaux biliaires, en

Eufs dans 2 g de feces Nombre de bovins

155 16
5-10 14
10 - 40 15

> 40 30

Moyenne et écarts des nombres de douves adultes

171,2 (19 — 460)

déduire le degreé d’infestation du foie par les grandes douves est
source d'erreur d'interprétation par défaut, du fait de la large dis-
persion de leur nombre (tableau 4) (Malone & Craig, 1990).

Interprétation de I'excrétion

19,4 (3-107) Variable ; habituellement faible
29,3 (1-242) Modérée ; perte économique possible
60,3 (3 - 160) Perte économique effective

(

Etat clinique

Tableau 4 : Excrétion fécale d’ceufs de grandes douves chez des jeunes veaux sevrés et d’un an (d’aprés Malone & Craig, 1990).
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Pour toutes ces raisons, le diagnostic coprologique est de moins
en moins adapté pour la détection de I'infestation par F. hepa-
tica, notamment dans les zones de faible prévalence, et doit étre
remplacé par le diagnostic sérologique.

Diagnostic sérologique a I'aide d’un produit
antigénique d’excrétion-sécrétion (ES)

Boulard et al. (1985) appliquent une méthode ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) sur des sérums et des laits indivi-
duels de vaches laitieres de quatre troupeaux infestés par
Fasciola hepatica. L'antigene sélectionné est un produit d’ex-
crétion-sécrétion (ES) de grandes douves recueillies en abat-
toir. Leurs premiers résultats constituent un progres considérable:
alors que les analyses coprologiques sont rarement positives, la
fréquence des résultats séropositifs varie de 42 a 100 % dans les
neuf troupeaux signalés a I'abattoir par une seule saisie de foie
pendant les mois antérieurs a I'analyse sérologique; elle est de
69 a 100 % dans les dix-neuf troupeaux signalés pour plusieurs
saisies de foie.

Dans neuf autres troupeaux sans saisie de foie, les auteurs
observent cependant de 0 a 65 % de bovins séropositifs, ce qui
laisse suspecter une plutdt faible valeur prédictive négative du
test sérologique.

Ultérieurement, Boulard et Régnault (1989) montrent que les
réponses sérologiques individuelles chez les bovins expéri-
mentalement infestés par des doses répétées de métacercaires
sont variables, d’'un bovin a l'autre, mais précoces (2 a 4
semaines apres l'infestation expérimentale), et atteignent un
plateau a partir de la 10" semaine aprés l'infestation. Le
seuil de positivité est fixé a 20 % par rapport a un sérum néga-
tif (0%) et un positif (100 %) de référence.

Une analyse plus détaillée des antigenes ES de F. hepatica a été
réalisée par la technique de I'immuno-empreinte (Chauvin et
al. 1995). Elle permet d’évaluer qualitativement I'intensité de
la réaction immunitaire due a chaque antigene. Parmi les 17
antigenes ES, huit induisent des anticorps qui reconnaissent aussi
des antigenes autres que ceux de F. hepatica, chez les moutons
infestés expérimentalement. Il s'agit des protéines de 12, 15, 27,
28,5, 30, 41 et 56 kDa. Les réactions les plus constantes
concernent la protéine de 28,5 kDa contre laquelle les animaux
réagissent spontanément dés le jour de I'ingestion des méta-
cercaires et de maniére beaucoup plus intense, a partir de la 6eme
ou 7¢me semaine apres l'infestation.

Différentes équipes de recherche ont réalisé des tests sérologiques
a l'aide d’antigénes ES, en général, sur des effectifs limités de
bovins infestés expérimentalement ou naturellement par des
grandes douves adultes, excrétrices d’ceufs (tableau 5). Mais,
étalonner les résultats obtenus dans des troupeaux infestés ou
existent des proportions variables de bovins indemnes et infes-
tés, a I'aide de ceux recueillis dans des troupeaux totalement
indemnes ou totalement infestés, est contestée sur le plan
méthodologique (Leeflang et al. 2005).

. e ... Seuil de
Auteur Effectif Sensibilité  Spécificité positivité
Ibarra et al. (1998) 88 96,5% 98,8% 50%
Anderson et al. (1999) 92 86,1% 70% 36%
Bossaert et al. (2000) 225 94% 92% 26%
Salami-Bejestani 98% 95% o
et al. (2005) S (96 —100%) (93 — 98 %) Lk

Tableau 5: Sensibilité et spécificité des tests ELISA utilisant des antigenes ES,
calculées par rapport a des méthodes de référence (cf. références bibliographiques).

Cette méthode révele une excellente sensibilité, mais sa spé-
cificité est limitée par les possibles réactions croisées des anti-
génes ES avec des anticorps induits par des trématodes
(Paramphistomum sp. et Dicrocoelium lanceolatum), autres que F.
hepatica, lorsque le seuil de positivité est faible, sensibilité et sen-
sibilité variant en sens inverse, en fonction du choix du seuil
de positivité (figure 2, Bossaert et al. 2000). Optimiser le test
avec un seuil de positivité de 50 % n’est concevable que s'il est
réalisé chez des animaux indemnes de toute infestation para-
sitaire et expérimentalement infestés par F. hepatica (Ibarra et
al. 1998).

Figure 2: Sensibilité (A) et spécificité ((7J) de la méthode ELISA a différents
seuils de positivité, exprimés par le pourcentage de la densité optique (d’apres
Bossaert et al. 2000). DO = densité optique mesurée par spectrophotométrie.

Diagnostic sérologique a I'aide de I'antigéne 2

Sélection et identification de I'antigéne 2

Biguet et al. (1962) publient une des premieres études sur le dia-
gnostic sérologique de la fasciolose chez I'nomme. lls préparent
un produit antigénique de Fasciola hepatica a partir d’un broyat
de grandes douves adultes, prélevées a I'abattoir, et I'utilisent
comme antigéne dans une réaction d’hémagglutination sur glo-
bules rouges de lapin. Appliqués a des sérums de patients
atteints de fasciolose, les résultats de ce test d’hémagglutination
sont comparés a ceux de I'immuno-électrophorese sur gélose.
Malgré I'excellente sensibilité de ce test, leur produit antigé-
nique provoque des réactions croisées avec des sérums de
patients atteints d’ascaridose, de bilharziose, de paragonimose
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et/ou de clonorchose. L'analyse immuno-électrophorétique du
produit antigénique confirme les parentés antigénique avec les
antigenes hydatiques pour sa fraction 10, avec Schistosoma man-
soni pour sa fraction 11 et avec Taenia saginata et Dicrocoelium
lanceolatum pour sa fraction 12. Seules cing fractions antigé-
niques sont spécifiques de F. hepatica parmi les 15 identifiées dans
I'antigéne standard. Finalement, apres une inoculation expé-
rimentale chez des lapins, ils constatent que la fraction anti-
génique f2 apparait trés tot, (dés la deuxieme semaine apres I'in-
festation) et persiste jusqu’a la quinzieme semaine dans
I'organisme de ce trématode.

Tailliez et Korah (1970a) purifient et identifient I'antigéne f2
par différentes méthodes physico-chimiques et immunolo-
giques: cette protéine spécifique de Fasciola hepatica, n’est
détectée par immunoprécipitation en gel d’agarose dans aucun
des helminthes susceptibles d’infester ’homme, & I'exception
de F. gigantica (Tailliez & Korah, 1970b). Par immunofluores-
cence indirecte, ces auteurs localisent la protéine dans le tissu
subcuticulaire de la grande douve grace & un sérum de lapin anti-
antigéne spécifique.

Application & la fasciolose bovine

Sur la base de ces études, Levieux et al. (1992a, b) développent
une méthode sérologique quantitative pour détecter les anti-
corps anti-protéine 2, témoins spécifiques de I'infestation des
bovins par Fasciola hepatica.

La méthode choisie consiste a mesurer le taux d’anticorps par
une hémagglutination passive sur des globules rouges de
mouton, qui est une méthode manuelle quantitative.
Ultérieurement, I'Institut Pourquier met au point une méthode
ELISA de type «double sandwich » indirect que nous décrivons
briévement, mais conserve I’hémagglutination passive comme
méthode de référence. Pour chaque puit de la plaque ELISA,
I'intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité d’an-
tiglobuline liée a I'enzyme qui, elle-méme, est proportion-
nelle & la quantité d’anticorps présents dans le sérum a tester.
La densité optique (DO) de la coloration est mesurée par un
spectrophotomeétre a la longueur d’'onde de 450 nm. Elle est com-
parée a la DO d’un sérum de référence négatif (sans anticorps)
et de deux sérums de référence positifs P (titrant respectivement
150 et 600 unités hémagglutinantes) (Levieux et al., 1992 a,b).

Pour un échantillon E de sérum a tester, le rapport E/P indique
son pourcentage d’anticorps, exprimé par le rapport: DO cor-
rigée de E/DO corrigée de P59 ynap X 100.

Pourquier et al. (1995) publient les premiers résultats obtenus
par cette méthode sur des sérums de bovins atteints de fascio-
lose clinique, diagnostiquée par coproscopie. Ils recommandent
alors d’appliquer comme seuil de positivité la DO du sérum posi-
tif de référence (100%). Le taux d’anticorps spécifiques de ce
sérum a été étalonné par la méthode d’hémagglutination pas-
sive de Levieux et al. (1992 a, b) et équivaut a 150 unités hémag-
glutinantes (UHA)). Pour doser les anticorps dans le sérum san-

guin d’un échantillon E en comparaison d’un sérum positif P
de référence, ces auteurs proposent I'interprétation qualitative
suivante:

- DO corrigée du sérum E > Pggq unap: infestation forte,

- DO corrigée du sérum E > Py5q ypap: infestation moyenne ou
forte,

- DO corrigée du sérum E < P50 ynap: infestation faible (pré-
valence < 20%) ou nulle.

A partir de 1998, le fabricant diminue le seuil de positivité
de sa méthode d’abord a E/Py59 yua = 50%, puis en 2002 a
E/P150 una = 30% et le sérum Pgog ypa €St supprimé.

En 2002, Reichel publie une nouvelle validation de la méthode
ELISA a partir de sérums de bovins et d’ovins infestés expéri-
mentalement ou naturellement. Il recommande d’abaisser le
seuil de positivité chez les ovins et chez les bovins selon des
méthodes statistiques paramétriques et non paramétriques. En
acceptant de légéres baisses de sensibilité et de spécificité de la
méthode, Molloy et al. (2005) montrent que le seuil de posi-
tivité de 30% est acceptable. Cependant, en appliquant ce
méme seuil, Rapsch et al. (2006) observent que le test est moins
sensible et moins spécifique (tableau 6).

Effectif — PR Bsellilide
Auteur o bt Sensibilité  Spécificité positivité
Reichel (2002) 296 100% 100% 54,3%
98,2% 98,3%
Molloy et al.(2002) 167 (g, ;" 99,05%) (946 99,06%) 30%
Rapsh et al. (2006) 960 RS e 20 30%

(87,2-95,2%) (91,7 - 95,2%)

Tableau 6: Sensibilité et spécificité des tests ELISA utilisant I'antigéne
Pourquier, calculées par rapport a des méthodes de référence (cf. références
bibliographiques).

Meissonnier et al. (2007) ont appliqué le méme seuil de 30%
pour I'interprétation de résultats obtenus a partir des sérums indi-
viduels (SI) de 1040 génisses et vaches allaitantes, élevées dans
le département de la Vendée, et de 80 sérums de mélange (SM),
chacun d’eux résultant du mélange de 13 fractions aliquotes de
sérums individuels (SI) (figure 3). lls ont vérifié I'intérét
d’une expression semi-quantitative des résultats sérologiques tant
sur les sérums individuels que les sérums de mélange.

Les résultats des analyses réalisées sur les sérums de mélange
(SM) ont été validés par rapport a ceux obtenus sur les sérums
individuels correspondants: il existe une corrélation significa-
tive entre la valeur des SM et la fréquence de bovins séropo-
sisitifs dans ces échantillons (R = 0,76 pour les génisses de 2 ans,
R = 0,86 pour les vaches adultes) (Espinasse, 2006). En effet,
la méthode ELISA semi-automatisée offre une précision et une
reproductibilité suffisantes pour une telle interprétation. Les
moyennes E/P des SM négatifs sont de 5,8 et 7,9% chez les
génisses (n = 40) et les vaches allaitantes (n = 40), tandis que
les moyennes E/P des SM positifs sont de 179,5 et 178,4 %.
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Figure 3: Distribution bimodale des réactions sérologiques individuelles de bovins
adultes dans des troupeaux de race allaitante en Vendée (n = 1040) (Espinasse
2006).

La production individuelle d’anticorps spécifiques (de type
IgG1), induite par I'antigene 2 est quasi-indépendante de I'in-
tensité de l'infestation parasitaire (nombre de larves migrantes
ou de douves adultes par bovin). Chaque sérum de bovin
infesté exprime essentiellement trois types de réaction immu-
nitaire (Levieux et al. 1992; Reichel, 2002):

- les valeurs E/P élevées correspondent a des taux d’anticorps
atteints & partir de 6 semaines aprés I'infestation (E/P > 90 %)
et qui se stabilisent en plateau jusqu’a 20 semaines,

- les valeurs E/P sont trés basses lorsque les taux d’anticorps sont
inférieurs au seuil de positivité et proches de la valeur du sérum
négatif de référence (0% < E/P < 30%),

- les valeurs E/P intermédiaires expriment en début d’hiver une
synthese croissante d’anticorps, 2 a 6 semaines apres I'infes-
tation (30% < E/P < 90%).

Le méme seuil de positivité (E/P = 30%) a été utilisé pour inter-
préter les résultats obtenus a raison d’un sérum de mélange par
troupeau, au cours de I'enquéte sérologique réalisée en colla-
boration avec 131 cabinets vétérinaires et 20 laboratoires
d’analyses départementaux pendant I'hiver 2004-05 (Espinasse
2006 ; Meissonnier & Boutet, 2007). La séroprévalence de I'in-
festation par F. hepatica est trés variable parmi les troupeaux
d'une méme clientele et d’une clientéle & une autre, au sein d’'un
méme département. Ceci résulte de la fréquence et de la répar-
tition des gites de limnées infestées dans les prairies ou sur les
parcours, mais aussi des programmes anthelminthiques pluri-
annuels.

Dans les grandes exploitations de bovins, la séroprévalence de
I'infestation, chez les génisses de renouvellement ou les vaches
laitieres ou allaitantes, varie en fonction des lots de pré car leurs
risques d’infestation sont directement liés a la présence de par-
celles humides et de cours d’eau infestées par des limnées
(Galba truncatula) (Blondel 2002; Salaun 2005). En consé-
quence, dans ces grands troupeaux, lorsque la prévalence de I'in-

festation par F. hepatica est présumée faible, les analyses de sérums
de mélange doivent étre réalisées dans chaque groupe de
bovins et non de maniére randomisée sur la totalité du troupeau
comme dans d’autres enquétes sérologiques.

Diagnostic immunologique a partir du lait

Les méthodes sérologiques ont été également utilisées en
France par Boulard et al. (1985), puis par Pourquier et al. (1995)
a partir des laits individuels et des laits de tank, selon des tech-
niques d'analyses et d’interprétation tres comparables a celles
indiquées précédemment pour les sérums sanguins. Boulard et
al. (1985) soulignent le progres de cette démarche dans les éle-
vages laitiers par rapport a I'inspection des foies en abattoirs et
au diagnostic coproscopique, bien que la sensibilité des tests réa-
lisés sur le lactosérum soit un peu inférieure a celle des tests sur
le sérum (Boulard & Régnault, 1989 ; Pourquier et al. 1995).
Cette démarche analytique a été rapidement appliquée en
contrbles de routine par les laboratoires interprofessionnels lai-
tiers, pour dépister les troupeaux laitiers infestés par la grande
douve, et pour informer les éleveurs de la présence de cette infes-
tation dans leur troupeau.

I convient cependant d’étre vigilant sur I'interprétation des
résultats pour deux raisons essentielles. D’une part, la taille
moyenne des troupeaux laitiers a beaucoup augmenté au cours
des derniéres années (notamment par les créations de GAEC)
et la répartition des groupes de bovins (vaches génisses, bovins
a I'engrais) dans les exploitations les soumettent a des risques
parasitaires différents. D’autre part, la prévalence de la fascio-
lose régresse dans les régions laitiéres.

Reichel et al. (2005) attirent I'attention sur le manque de sen-
sibilité des analyses effectuées sur les laits de tank, lorsque la séro-
prévalence de la fasciolose est faible chez les vaches laitiéres.
Cette situation est également constatée par Salaun (2005)
dans le département de la Mayenne: la recherche d’anticorps
anti-f2 réalisée sur des laits de tank est tres souvent négative,
malgré des situations enzootiques de fasciolose dans les troupeaux
laitiers. Le mélange et la dilution des laits individuels diminuent
la valeur prédictive positive des analyses immunologiques. Le
résultat négatif de I'analyse d’un lait de tank ne doit pas étre inter-
prété dans I'absolu, mais en fonction des résultats antérieurs dans
le troupeau. En cas de doute, deux démarches diagnostiques sont
possibles: soit I'analyse d’un ou plusieurs sérums sanguins de
mélange par lot de vaches laitieres randomisées, soit celle d’'un
ou plusieurs lactosérums de mélange issus des mémes vaches.

Discussion: comparaison des différentes
méthodes de diagnostic

Il est important de connaitre les forces et les faiblesses de chaque
méthode de diagnostic utilisées sur le terrain (Thrusfield,
1986). Concernant la détection de F. hepatica par les quatre
méthodes précédentes (tableau 7), les principales erreurs ou
biais possibles (faux-positifs et faux-négatifs) concernent sur-
tout les résultats sérologiques individuels Ceux obtenus a partir
des sérums de mélange pondérent les écarts individuels et
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expriment la réaction sérologique moyenne de I'’échantillon de
bovins soumis au prélévement de sang ou de lait, a condition
que I'échantillon soit homogene et représentatif du troupeau
ou du sous-troupeau (selon la conduite d’élevage).

Il n'existe pas de méthode de référence (gold standard des
anglo-saxons) qui permette d’estimer la prévalence réelle de
cette affection. Des auteurs ont comparé les résultats de diffé-
rentes méthodes de détection (lbarra et al. 1998; Gimard
2001; Blondel, 2002 ; Rapsch et al. 2006, Salem et al. 2007).
Rapsh et al. (2006) ont intégré une démarche statistique baye-
sienne dans I'analyse statistique de leurs données: elle consiste
a confronter, grace a un logiciel informatique, des résultats issus
d’autres méthodes de diagnostic, indépendantes de celle éva-
luée.

Méthodes de Résultats positifs

Les bilans des inspections des foies a I'abattoir donnent des infor-
mations imparfaites, mais restent trés utiles a I'éleveur et a son
vétérinaire sanitaire qui n'y accédent cependant que dans
quelques départements. Le diagnostic coproscopique individuel
doit étre amélioré pour atteindre une sensibilité acceptable. Il
doit étre considéré comme un outil complémentaire, notam-
ment dans les situations pathologiques critiques.

Les études comparées des deux tests ELISA Boulard et Pourquier
ont été publiées d’abord par Reynal et al. (1992), puis par
Gimard (2001), Blondel (2002) et Salem et al. (2007). Elles sou-
lignent les difficultés d’interprétation qualitative des deux
tests pour des raisons différentes, a chaque époque. Dans les
anneées 1990, lorsque la prévalence de la fasciolose était élevée
dans de nombreuses régions d’élevage, les deux tests permet-

Résultats négatifs

COMMUNICATION

détection

Inspection des foies
a I'abattoir.

Coproscopie
(apres sédimentation
ou flottaison).

Immunologie dans
le sérum sanguin.
(Méthode ELISA
Boulard et/ou
Pourquier)

Immunologie
dans le lait.
(Méthode ELISA
Boulard et/ou
Pourquier)

Vrai

Présence détectée de grandes
douves vivantes (F. hepatica)
dans les canaux biliaires avec
ou sans cholangite

Présence d’ceufs de F. hepatica

= Réaction spécifique = seuil
validé de positivité.
*Réaction immunitaire
active et spécifique.
*Réaction immunitaire
active du veau de moins de 6
mois infesté par voie
transplacentaire.

Réaction = seuil validé de
positivité

Faux

Confusion avec des petites
douves vivantes (D. lanceo-
latum) dans les canaux biliaires
avec ou sans cholangite

Absence d’ceufs de F. hepatica
mais confusion avec ceux de
P. daubneyi (erreur possible en
cabinet vétérinaire)

= Réaction < seuil de positivité
trop faible.
= Réaction immunitaire active
non spécifique (réactions
croisées due a d’autres
trématodes).
= Réaction immunitaire active:
- apres traitement adulticide (2
a 6 mois),
- apres la mort naturelle des
grandes douves (2 a 6 mois).
Réaction immunitaire passive
(anticorps d’origine colostrale):
uniquement chez le veau < 6
mois.

Réaction < seuil de positivité

trop élevé.

Réaction non spécifique

- réactions croisées dues a
d’autres trématodes

-lait  «mammiteux» ou
colostrums (riches en IgG)

Vrai

Absence de grandes douves
vivantes ou mortes et absence
de cholangite due a F. hepatica

Absence d’ceufs de F. hepatica
sur plusieurs prélevements
fécaux sur un méme animal,
sur plusieurs bovins du méme
groupe, avec une méthode tres
sensible

e Réaction < seuil validé de
positivité
= Absence de réaction active et
spécifique

e Réaction < seuil validé de
positivité.
= Absence de réaction active et
spécifique.

Faux

Présence non détectée de
douves vivantes. Présence de
douves immatures (< 10 sem.
pi), souvent invisibles
macroscopiquement .

Absence d’ceufs de F. hepatica

sur:

- un seul prélevement fécal,

- un prélévement fécal <30 g

- lecture réduite sur la lame de
McMaster,

- avec liquide de flottaison a
faible densité (< 1,40),

- seuil de sensibilité > 10 ou 15
opg.

Infestation trop récente (pendant

10-12 sem. pi).

= Réaction < seuil de positivité
trop élevé (seuil non validé).

= Bovins infestés mais anergiques
(immuno-dépression).

Délétion du %.

Mauvais étalonnage du lecteur
de DO

= Absence de réaction par
dilution des Ac (faible
prévalence/lait de tank).

* Mauvais étalonnage du lecteur
de DO

Tableau 7 : Principales interprétations possibles dans I’analyse des résultats en fonction des méthodes de détection directe ou indirecte de F. hepatica chez les bovins.
(Semaines pi = semaines apres I'infestation ; opg = nombre d’ceufs par gramme de feces ; DO = densité optique).
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taient d’identifier efficacement les sujets et les cheptels bovins
atteints de fasciolose clinique, surtout en cas de défaillance de
la coproscopie. Aujourd’hui, la fasciolose étant devenue essen-
tiellement subclinique, la prévalence de la fasciolose a diminué
dans les troupeaux de plusieurs départements, mais aussi de plu-
sieurs clients au sein d’'une méme clientele vétérinaire ou d’'un
méme groupement de producteurs.

Concernant le test ELISA Boulard, son faible seuil de positi-
vité (= 15%) et son manque de spécificité, liés a la diversité
des antigenes ES, se sont traduits dans les enquétes sérologiques
par une faible discrimination entre les résultats individuels néga-
tifs et positifs (Chauvin, 1997; Blondel, 2002; Salem et al. 2007)
ou des résultats trop systématiquement positifs. Par ce test,
Gimard (2001) constate la positivité de 40 sérums des bovins
dont les foies sont apparemment sains a I'abattoir, alors que 34
d’entre eux sont négatifs avec le test Pourquier (E/P moyen de
0,7%, valeur trés inférieure au seuil de positivité).

Les études récentes de Reichel (2002, 2005), puis de Molloy et
al. (2005) ont montré que, grace a la haute spécificité de I'an-
tigene f2, le seuil de positivité du test Pourquier pouvait étre
diminué (a E/P = 30%), ce qui lui confére une meilleure sen-
sibilité. En effet, il ressort de I'analyse rétroactive des résultats
sérologiques qualitatifs, obtenus par ce test dans différentes
enquétes sérologiques, que la fréquence de bovins infestés
était sous-estimée lorsqu’elle était fondée sur des résultats des
analyses des sérums individuels ou de mélange (Pourquier et
al.1995; Dulau 1998; Gimard 2001; Blondel 2002). Mais
comme les troupeaux fortement infestés étaient facilement
détectés, les vétérinaires pouvaient entreprendre leurs démarches
thérapeutiques et prophylactiques. Inversement, dans les trou-
peaux ou la prévalence de fasciolose était effective (20 a 30%)
mais non détectée par un seuil élevé et ou les résultats des copro-

scopies étaient négatifs, I'obtention de résultats sérologiques
négatifs ne motivait ni les vétérinaires, ni les éleveurs a traiter
spécifiquement les bovins contre Fasciola hepatica.

Avec laméthode ELISA Pourquier, I'abaissement récent du seuil
de positivité a 30% du sérum positif de référence (au lieu de
100 % et 50 % recommandés dans le passé), offre une meilleure
cohérence des résultats avec ceux de la dissection des foies en
abattoir et des techniques coproscopiques les plus sensibles, qu'ils
aient été obtenus sur les sérums individuels ou sur les sérums
de mélange (Rapsch et al. 2006 ; Salem et al. 2007).

CONCLUSIONS

Cette revue des principales méthodes met en évidence les nom-
breux écueils auxquels le vétérinaire est confronté dans le dépis-
tage de la fasciolose. Dans les zones a risque, il peut maintenant
réaliser un diagnostic sérologique précis dans chaque catégorie
de bovins troupeaux de races allaitantes et laitieres: génisses de
1 a2 ans, vaches taries, vaches gestantes ou en lactation. Les
caractéristiques hydrobiologiques de chaque circuit de paturage
et la climatologie annuelle doivent étre intégrées par le vété-
rinaire dans le choix des moyens de diagnostic. En début de
période de stabulation hivernale, le dépistage réglementaire ou
non de diverses maladies infectieuses (brucellose, rhinotrachéite
infectieuse) lui donne I'opportunité de demander aux labora-
toires d’analyses de rechercher paralléelement les anticorps
anti-F. hepatica: une analyse ELISA de sérum ou de lait de
mélange par catégorie de bovins est maintenant fiable et éco-
nomique. Les autres méthodes évoquées dans cette communi-
cation sont des compléments insuffisants, mais utiles pour
objectiver I'importance réelle de cette parasitose.
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