CoLLECTION FicHES TECHNIQUES






Sommaire

Introduction 4
Fichel

Quels critéres d’alerte ? Quelles maladies rechercher ? 5
Fichelll

Principes de la démarche diagnostique 6
Fiche lll

Recueil des commémoratifs et des éléments cliniques 7
Fiche IV

Choix des techniques diagnostiques. Intéréts et limites 9
FicheV

Une boite de prélévements standardisée 11
Fiche VI

Arbres diagnostiques décisionnels proposés 12
Fiche VI

Exploitation des premiers résultats obtenus a la suite d’'une mise en place pilote de la démarche diagnostique,

en Midi-Pyrénées 16

INSTITUT DE L’ELEVAGE - DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL DES AVORTEMENTS CHEZ LES PETITS RUMINANTS 3



En filieres de ruminants, les avortements consti-
tuent un sujet de préoccupation majeur en raison
de leur incidence économique et sanitaire. Ils font
en outre I'objet d’une surveillance événementielle,
historiquement en relation avec le risque zoono-
tique d’une exposition a la brucellose et plus
récemment élargie dans 10 départements pilotes,
a la fiévre Q. Dans un contexte épidémiologique
évolutif (situation assainie depuis 2003 en matiére
de brucellose), une approche globale des avorte-
ments, de leur diagnostic et de leurs enjeux
semble nécessaire. Il s’agit notamment de struc-
turer et d’harmoniser ’analyse étiologique des
avortements en intégrant une dimension collec-
tive et avec un double objectif d’amélioration des
taux d’élucidation et de proposition de mesures de
maftrise adaptées. De la résulte un travail de
concertation et d’échanges entre ’ensemble des
parties prenantes (Etat, chercheurs, vétérinaires,
groupements de défense sanitaire, laboratoires
de référence et laboratoires d’analyse). Initié
autour de la brucellose et de la fiévre Q, celui-ci se
poursuit au travers de ’élaboration de démarches
de diagnostics différentiels.

De premiéres propositions ont été élaborées par
un groupe national animé par UInstitut de ’Elevage
et ’Ecole Vétérinaire de Toulouse au sein de PUMT
Matftrise de la Santé des Troupeaux de Petits
Ruminants. Elles ont concerné dans une premiére
approche les maladies dites de « premiére inten-
tion ». La démarche ainsi définie a été confrontée
a la réalité du terrain au travers d’une étude pilotée
par la FRGDS Midi-Pyrénées et financée par le
Conseil Régional et la Caisse Régionale de
Solidarité Santé Animale.

Ce document présente la démarche adoptée et les premiers ensei-
gnements du terrain, un an aprés le début de sa mise en ceuvre.
Il s’agit la de résultats préliminaires qu’il conviendra de conforter
pour pouvoir faire évoluer la procédure diagnostique.

Définition de ’avortement (Article 2 de l'arrété du 10 octobre 2013):
Art. 2. — Au sens du présent arrété, on entend par « avortement » : avortement infectieux avec expulsion d’un feetus
ou d’un animal mort-né ou succombant dans les douze heures suivant la naissance, a ’exclusion des avortements d’ori-

gine manifestement accidentelle.

1 Groupe de travail Avortements Petits ruminants :
- Animation : Institut de ['Elevage / ENVT au sein de 'UMT Santé des Petits Ruminants
- Partenariat national : GDS France, SNGTV, Races de France, ADILVA

- Partenariat régional et départemental : FRGDS Poitou-Charentes et Midi-Pyrénées, GDS 04, GDS 12, GDS 41, GDS 64, GDS Limousin - FRGTV Midi-Pyrénées - Laboratoires d'analyses 05, 58, 64, 79

- Appui scientifique et technique : Anses Niort, Alfort, Sophia Antipolis et ENVT
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Seuls les avortements en séries sont pris en
compte dans la démarche de diagnostic différen-
tiel. Deux cas sont envisagés (tableau 1):

e des avortements rapprochés, survenant sur un
pas de temps réduit. Ce type de situation pourrait
vraisemblablement étre observé en cas de réin-
troduction de la brucellose, avec une évolution a
priori d’allure épizootique (flambées d’avorte-
ments probables pouvant affecter jusqu'a 50 a
90 % des femelles gravides).

e des avortements espacés. Ce peut étre le cas
lorsque les maladies abortives circulent de
maniére enzootique et/ou affectent plusieurs lots
de mises-bas ('étalement des mises-bas étant lui-
méme dépendant des systémes de production).

Le seuil retenu pour des avortements rapprochés
est celui adopté sur un plan réglementaire pour
la surveillance événementielle de la fievre Q et de
la brucellose.

Brucellose

(Arrété du 10 octobre 2013 ;
article 10, alinéa | -e)

Fiévre Q

(Dispositif pilote : NS
DGAL/SDSPA/N2012-8188 du
11 Septembre 2012)

3 avortements minimum en
7 jours ou moins

Avortements répétés :

Mise en ceuvre

d’un diagnostic différentiel
pour un diagnostic de groupe

Avortements rapprochés : seuil
ci-dessus

Avortements espacés : seuil par
lots de reproduction sur la
période de mise-bas (fixée a

3 mois) :

¢ ¢ 250 femelles : 4 % d’avorte-

ments
¢ > 250 femelles : a partir du
dixiéme avortement

Un socle commun de maladies de premiére intention a inclure
dans la démarche diagnostique a été défini suite a des travaux
nationaux en 2013.

Les critéres de choix retenus sont les suivants: prévalence des
agents infectieux, impacts sanitaires et économiques, disponi-
bilité des outils diagnostiques...

Sur cette base, sur ’ensemble de notre territoire, trois maladies
ont été identifiées: fievre Q, chlamydiose, toxoplasmose. Selon
le contexte épidémiologique local ou régional, la salmonellose a
Salmonella Abortusovis et la Border Disease peuvent étre ajoutées.

Une liste d’agents infectieux susceptibles d’étre recherchés en
deuxiéme intention a été proposée (tableau 2).

Bactéries Campylobacter jejuni

Campylobacter fetus

Listeria monocytogenes
Listeria ivanovii

Yersinia spp
Yersinia pseudotuberculosis

Anaplasma marginale
Anaplasma phagocytophilum

Mycoplasma spp
Virus SBV (Virus de Schmallenberg)

Parasites Neospora caninum

Agents mycosiques

Aspergillus,...
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La démarche diagnostique peut se décliner en
trois étapes (Figure 1). Il s’agit d’abord de décrire
’épisode abortif, c’est-a-dire de recueillir un
ensemble de commémoratifs (Fiche Ill) concernant
l’élevage et le contexte local / régional dans lequel
il se situe et de répertorier les éléments cliniques
et lésionnels survenus sur le troupeau, chez les
femelles ayant avorté et leurs congénéres, chez
les avortons ou encore sur les placentas.

Un ensemble d'analyses de laboratoire complémentaires,
conduites sur plusieurs animaux, vont permettre la réalisation
d’un diagnostic de groupe. Cela signifie en amont de choisir les
animaux a prélever, de définir la nature et le nombre de préléve-
ments a réaliser (en incluant le choix des matrices a privilégier)
et d’envisager les techniques diagnostiques appropriées (diag-
nostic direct et mise en évidence de 'agent infectieux, diagnostic
indirect et identification de la réponse de ’animal a linfection).
Sur cette base, des arbres décisionnels peuvent étre définis pour
contribuer a l'orientation du diagnostic. L’interprétation finale
résulte de I'analyse conjointe des résultats obtenus et des obser-
vations relevées lors de 'intervention.
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Relevé des commémoratifs

Les commémoratifs vont concerner :

e début de I’épisode abortif, période, nombre
d’avortements au moment de l'intervention (a
mettre en relation avec le nombre de femelles
ayant mis bas),

e population affectée (age, stade de gestation,
site concerné dans I’exploitation),

e présence d’autres signes et/ou d’autres pro-
blémes sanitaires au sein du cheptel.

Les relations de contacts avec d'autres animaux
(dont autres ateliers, faune sauvage, animaux
domestiques), d’autres cheptels (transhumance,
paturage,...) doivent étre décrites. Plus générale-
ment, toutes les introductions (préts, achats, mises
en pension) et mouvements d’animaux dans les
6 a 12 mois précédents doivent étre répertoriés.

Le contexte vaccinal (en incluant nature du vaccin, dates et périodes
de vaccination, population cible) est important a connaitre pour
apprécier la couverture du troupeau et pouvoir interpréter les
résultats sérologiques.

e épisodes abortifs préalables : nombre d'avortements, popula-
tion concernée, analyses réalisées, étiologie éventuelle,

e cas de mortinatalité observés antérieurement,

e statut du troupeau vis-a-vis de la Border Disease s'il a été établi
(ou du BVD s'ily a un atelier bovin).

Eléments d’orientation clinique et épidémiologique

En général, les avortements ne s’accompagnent
pas de signes pathognomoniques.

La plupart des maladies abortives peuvent se tra-
duire par de la mortinatalité, la naissance de nou-
veau-nés chétifs, une infertilité apparente et des
taux de mises-bas inférieurs a ceux attendus.

Il existe néanmoins quelques éléments d’orien-
tation clinique ou épidémiologique.

L’existence de foyers nécrotiques (envahissement
des villosités choriales par les tachyzoites) pouvant
se minéraliser se traduit par la présence de for-

mations blanches ponctiformes.
Ce signe, considéré comme patho-
gnomonique n’est cependant pas
observé de maniére systéma-
tique...

La présence de feetus momifiés
peut faire suspecter la toxoplas-
mose bien qu’il ne s’agisse pas
d’un élément pathognomonique.
Des feetus momifiés ont en effet
été également observés aprés des
infections expérimentales a
Chlamydia ou Coxiella.
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On assiste souvent a une explosion de maladies
intercurrentes chez les jeunes dont :

diarrhée, ecthyma, problémes respiratoires, nou-
veau-nés trembleurs, hirsutes, a faible crois-
sance,...

L’absence de guérison est fréquente malgré les
interventions conduites sur le troupeau.

Compte tenu d’une mort foetale tardive, les feetus apparaissent
comme « relativement frais ».

Les premiers avortements surviennent 6 a 8 semaines avant le terme
prévu puis s’échelonnent pendant toute la saison de mise bas.

La salmonellose s’accompagne en outre d’une altération de |'état
général de tout ou partie des femelles (hyperthermie marquée,
métrites et mortalités possibles).
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Diagnostic direct : a privilégier

La démarche diagnostique met 'accent sur le diag-
nostic direct. Celui-ci repose sur la bactériologie
pour Salmonella Abortusovis et sur des techniques
moléculaires (PCR) pour les autres pathogénes.

Seule la fiévre Q, avec ’appui du Laboratoire
National de Référence de Sophia Antipolis, béné-
ficie d’une procédure harmonisée de diagnostic
par PCR. Celle-ci a été validée sur écouvillons de
mucus vaginal et de cotylédons placentaires. Il
s’agit en outre d’une technique en temps réel per-
mettant, grace a une gamme étalon, de quantifier
’agent pathogéne présent.

Une PCR fiévre Q réalisée sur mucus vaginal est
considérée comme fortement positive (et donc

pouvant étre a 'origine de l’avortement) si la quantification
dénombre plus de 104 C. burnetii par écouvillon vaginal indivi-
duel ou plus de 103 C. burnetii pour un mélange de 3 écouvillons
vaginaux (issus de 3 animaux). Des données sont en cours d’ac-
quisition pour mieux définir le seuil clinique selon 'espéce, voire
selon la matrice biologique employée.

Les laboratoires d’analyse recourant a de la PCR en temps réel
peuvent déterminer le nombre de cycles d’amplification (Ct : Cycle
seuil ou Cycle threshold) a partir duquel la présence d’acide
nucléique cible est détectable. Ce nombre est inversement pro-
portionnel a la quantité d’acide nucléique présente. Cependant,
la relation entre quantité et imputabilité reste a étudier. Qui plus
est, en ’'absence de gamme étalon, la valeur obtenue est diffici-
lement interprétable (manque de répétabilité et de reproductibi-
lité). Les résultats des analyses sont donc appréciés de maniére
qualitative (en présence / absence) au seuil du fabricant.

Orientation du choix des matrices a utiliser en vue d’un diagnostic direct pour les maladies de premiére intention

¢ Recherche sur les organes d’avorton : souvent plus spécifique (imputation de ’avortement) mais plutdt moins sen-

sible que l’'analyse des houppes cotylédonaires,

e Recherche sur des houppes placentaires : intérét du placenta limité en cas de souillure et de présence de l'agent
infectieux dans 'environnement (Chlamydia, Coxiella, Salmonella) ; le plus souvent, quantité accrue d'agents infec-
tieux dans les zones placentaires présentant des lésions macroscopiques,

* Mucus vaginal : matrice encore mal connue (sauf pour la fiévre Q et en partie, la chlamydiose).

Le mucus vaginal a été retenu pour la fievre Q dans le cadre du dispositif pilote de surveillance clinique. Il peut éga-
lement étre employé pour la chlamydiose. L’encéphale est la matrice de prédilection pour la recherche de Toxoplasma
gondii. Le virus de la Border disease est souvent recherché dans la rate de 'avorton (sont également possibles : encé-
phale, rein, foie,...) ou encore dans le sang des agneaux. Salmonella Abortusovis peut notamment &tre recherché
dans le liquide stomacal.
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Des analyses en mélange sont mises en ceuvre
pour la fievre Q mais faute de quantification pos-
sible, ne sont pas retenues pour la chlamydiose.
Malgré les risques de « dilution », ’hétérogénéité
de la distribution de Toxoplasma gondii dans les
tissus incite a la réalisation de mélanges de plu-
sieurs organes (plusieurs encéphales ou encore
plusieurs houppes placentaires,...) en provenance
de plusieurs animaux. Le principe d’une analyse
en mélange a été validé sur des prélévements san-
guins pour le virus de la Border Disease et retenu
pour les autres matrices.

Diagnostic indirect : en complément du
diagnostic direct

Les analyses sérologiques sont toujours délicates
a interpréter en raison :

e de ’absence de concomitance de la réponse
humorale (IgG) et de la survenue de l'infection et
de l'avortement (elle peut donc &tre postérieure
a Uexpulsion du feetus méme si, pour la toxo-
plasmose, on considére qu’elle lui est antérieure
comme semble le montrer la présence de feetus
momifiés),

e de l'impossibilité d'évaluer l'ancienneté de l'in-
fection (de la circulation de l'agent) avec parfois
des durées d'immunité importantes (cas de la
toxoplasmose, de la fiévre Q) et faute, le plus sou-
vent, de tests disponibles pour doser les IgM de
survenue plus précoce que les IgG,

e de réactions anamnestiques possibles (relance
globale de la production d’anticorps sériques) au
moment de la mise-bas ou de 'avortement,

e de 'existence de formes asymptomatiques des
infections pouvant étre présentes de maniére
enzootique et donc parfois non responsables de
la série abortive (ex : fiévre Q, chlamydiose,...),

e de I'impossibilité de différencier les réponses
humorales d’origine infectieuse et d’origine vac-
cinale (avec parfois un « marquage » long des vac-
cins employés comme cela semble &tre le cas pour
la toxoplasmose).

En conséquence

L’interprétation des analyses sérologiques ne
peut étre réalisée qu’a ’échelle du lot ou du
troupeau : il s’agit de sérologies de groupe.
Seule la mise en évidence d’une circulation
récente ou active des agents infectieux peut
permettre de conforter les hypothéses diag-
nostiques.

Les analyses sérologiques présentent en outre les
intéréts suivants :

¢ évaluation de la séroprévalence (n= 10 prises de sang sur des
femelles ayant avorté ou présentant des troubles de reproduc-
tion) pour préciser, en complément du diagnostic direct par PCR,
si un troupeau est atteint cliniquement de fiévre Q (oui si = 50 %),

¢ mise en évidence d’une circulation récente d’agents infectieux:
séroconversions ou augmentations des titres sérologiques, obser-
vées sur des femelles ayant avorté et prélevées a 15 jours d’in-
tervalle (chlamydiose notamment) ; pour la salmonellose, analyse
des titres en anticorps de type IgM, obtenus par séroagglutina-
tion chez les femelles ayant avorté ; pour la Border Disease, ana-
lyse de la séroprévalence chez des animaux sentinelles,

¢ diagnostic d’exclusion de la toxoplasmose si les sérologies
effectuées sur des femelles ayant avorté (n=5) sont toutes néga-
tives au moment de intervention et dans les 15 jours suivants,

e orientation de la conduite médicale et sanitaire a tenir (toxo-
plasmose, Border Disease) aprés évaluation de la séroprévalence
chez des femelles de renouvellement (n=10 prises de sang).

A noter :

Si un résultat sérologique est difficile a interpréter a ’échelle indi-
viduelle, une prise en compte a I’échelle du groupe est envisa-
geable en relation avec 'observation de profils de circulation
récente ou en cours des agents pathogénes. De plus, les résul-
tats obtenus lors de ’étude en cours en Midi-Pyrénées montrent
l’intérét de prendre en compte les titres? sérologiques (plus par-
ticuliérement : présence d’animaux fortement séropositifs) a des
fins diagnostiques. Cela semble particuliérement vrai pour la toxo-
plasmose (a minima, dans les élevages non vaccinés) les titres
en anticorps étant souvent d’emblée trés élevés lors de inter-
vention initiale du vétérinaire a 'occasion de la série abortive.

Diagnostic | Fiévre Q 2 PCR TR sur écouvillons de mucus vaginal individuels ou
direct en mélange de 3
Chlamydiose 3 PCR individuelles sur écouvillons vaginaux
Toxoplasmose | 1 PCRindividuelle ou en mélange de 3 organes d’avorton
au maximum (encéphales a privilégier) ou de houppes
placentaires
Border Disease | 1 PCR en mélange de 3 organes maximum (foie, rate, sang)
Salmonellose | 2 analyses bactériologiques individuelles sur liquide
stomacal d’avorton de préférence ou sur placenta
Diagnostic | Fiévre Q 10 sérologies sur femelles ayant avorté depuis plus de
indirect 15 jours ou ayant des problémes de reproduction
Chlamydiose 2 séries a 15 jours d’intervalle, de 5 sérologies sur femelles!

ayant avorté récemment. Analyses sur sérums pairés?

Toxoplasmose | 2 séries a 15 jours d’intervalle, de 5 sérologies sur femelles

ayant avorté récemment. Analyses sur sérums pairés?

Border Disease | 10 sérologies sur animaux sentinelles ou, en cas de sta-
tut troupeau négatif, sur des femelles ayant avorté de-
puis 15 jours

5 analyses en séroagglutination sur des femelles ayant

avorté récemment

Salmonellose

2 Par souci de simplification, on utilise ici le mot « titre » pour désigner la valeur semi-quantitative obtenue suite aux analyses sérologiques (ELISA) et qui permet d’extrapoler la quantité d’anticorps présents dans

"échantillon.
3 Idéalement, analyses réalisées le méme jour.
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La démarche diagnostique nécessite de s’appuyer
sur un ensemble d’échantillons qui doivent étre
disponibles d’emblée. Il s’agit de disposer du
matériel biologique nécessaire a la surveillance
réglementaire de la brucellose et a la réalisation
du diagnostic différentiel, a minima de premiére
intention.

C’est pourquoi le principe d’une boite de préle-
vements standardisée a été retenu.

En pratique : Disposer d’une boite de prélévements standardisée :

¢ 9 écouvillons (écouvillons secs tels que demandés pour la brucellose),

¢ Des sachets étanches permettant de recevoir des houppes placentaires ou des organes d'avorton,

e Un pot hermétique permettant de recueillir ces sachets tout en évitant des intercontaminations entre prélévements,
¢ Un tube sec (au moins) pour disposer de liquide stomacal d'avorton

¢ De la place pour une quinzaine de tubes en vue d'analyses sérologiques (en prévoyant de pouvoir rajouter des tubes
EDTA — dépistage de la Border Disease -).

Envoi au laboratoire d’analyses :

L’envoi doit étre conforme a la réglementation pour I'expédition de matériel biologique de catégorie B (norme UN3373),
et nécessite un triple emballage. Prévoir de plus un dispositif d'envoi sous froid (plaque eutectique).

Transport par navette ou par Chronopost en moins de 24 heures.
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Diagnostic de la fiévre Q

.- ' --

Femelles ayant avorté

depuis moins de 8 jours l
/ \ Impossibilité de
) aval conclure
+ Seroi)rsec\)/z:\%ence 7 Suivide I'élevage
10 PEls de sang au cours des 3
. / mois suivants par
Dans les 8 jours PCR sur tout
Ecouvillons (2 a 6) Femelles ayant avorté nouvel avortement
ou ayant eu de la mortinatalité
\L \L (a défaut : a probléemes de
reproduction)
sérologie o .2 Analyses PCR'TR FQ depuis. plus de 15.jours
brucellose individuelles ou en mélange de 3 Exclusion des nullipares

Quantiﬁcat'ion/ Seuil « pOSItIf fort » Répart—iﬁon entre primipares

/ $ \ / et femelles plus agées
22 242 \ Séroprévalence | Elevage cliniquement

\L l >50% atteint de fievre Q

Elevage non cliniquement  Elevage cliniquement
atteint de fievre Q atteint de fievre Q

Rappel : Seuil « positif fort » : > 10* Coxiella par écouvillon en analyse individuelle ; > 10° Coxiella en analyse de mélange
Diagnostic de la chlamydiose

3 avortements en 7 jours ou moins
17
Réalisation de 3 PCR

v v 1
O PCR + 1PCR+ 20u3PCR+

Circulation dans le troupeau
Implication de Chlamydia possible

N Prioritairement —
Evolution des titres sérologiques PCR sur tout nouvel avortement
Sur 5 femelles ayant avorté récemment : H—\y
2 prises de sang a 15 jours d’intervalle i + Episode abortif
¥
\2 2 N .
a - , . Implication de a Chlamydia spp
< 2 séroconversions ou > 2 séroconversions ou Chlamvdia probable
<2 7 sign* de titre >2 ~7sign* de titre /
peu probable
o l I— Circulation récente de Chlamydia
Implication de
Chlamydia peu probable *sign : significative
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Diagnostic de la toxoplasmose

3 avortements en 7 jours ou moins

Réalisation d’une PCR (individuelle ou en mélange)

)

Evolution des titres sérologiques Nouvelle PCR

i

Sur 5 femelles ayant avorté récemment :
2 prises de sang a 15 jours d’intervalle
N

v ¥
. . Imp+ication de
Analyses > 2 séroconversions Toxoplasma
séronégatives ou —~7sign* de titre P
l peu probable
Ana\lyse posibies Circulation récente — >
Toxoplasma aloetJ15
n’est pas responsable l

de la série d’avortements

*sign : significative

\ 1
PCR - PCR +
& Prioritairement ——

Implication de Toxoplasma
dans tout ou partie des
avortements

Toxoplasma est présent dans I'exploitation mais son implication dans la série
d’avortements n’est pas certaine (circulation pouvant étre ancienne),

Une évaluation de la séroprévalence chez les femelles de renouvellement (n=10)
peut étre intéressante pour préciser la conduite médicale et sanitaire a tenir

Diagnostic de la Border Disease

3 avortements en 7 jours ou moins

v ¥
1 PCR sur le sang des agneaux vivants 1 PCR sur les avortons ou les houppes
malades ou chétifs, Mélange de 10 max placentaires, Mélange de 3 max

Implication du BDV
peu probable

Circulation virale avérée
Episode abortif & BDV probable

Circulation virale avérée
Implication du BDV dans tout ou partie
des avortements

P P

v Y v Y
) | | :
\Z \Z \Z \

Implication du BDV
ne peut étre exclue

Prioritairement

N

Analyse de la réponse sérologique

Sur 10 animaux sentinelles
(A défaut sur des primipares du lot ayant avorté)

Animaux sentinelles :

- Jeunes mais agés de plus de 4 mois,

voire de plus de 6 mois, l
- Au contact des lots ayant avorté,
- Non vaccinés avec un vaccin
induisant un marquage sérologique

Circulation virale récente

¥

Nouvelle PCR

I}
¥ ¥
i Maxi 1 + -

Implication du BDV peu probable

Implication du BDV possible Protection des animaux sains a envisager
si le statut troupeau est connu et positif

Implication du
BDV dans tout
ou partie des
avortements
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Diagnostic de la salmonellose abortive ovine

3 avortements en 7 jours ou moins

v
Réalisation de 2 analyses bactériologiques

|

0 Bactériologie +

N2 Prioritairement ————

|

1 ou 2 Bactériologies +

Séroagglutinations

Nouvelle bactériologie

Sur 5 femelles ayant avorté récemment ﬁ
N
A7 ¥

Résultats avec des ’
titres négatifs ou > 2 résultats avec
i - un titre 2 1/1280 R
faiblement positifs / Implication de

Salmonella spp,
l peu probable
Implication de

Salmonella spp,
peu probable

Typage a envisager pour confirmer
qu’il sagit du sérovar Abortusovis

Episode abortif
a Salmonella spp probable
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L’étude mise en place en Midi-Pyrénées par la FRGDS, avait pour objectif d’évaluer la faisabilité et la pertinence de la
démarche de diagnostic différentiel élaborée nationalement, de disposer de premiéres références sur la fréquence rela-
tive des étiologies abortives de premiére intention dans la région et de sensibiliser I'ensemble des acteurs a l'impor-
tance de la déclaration des avortements et de leur diagnostic. Un premier bilan a été dressé courant octobre 2014. Il a
été présenté lors d’une réunion organisée par MSD Santé Animale le 09 Décembre 2014 a Lussac-les-Chateaux, et
animée par le Dr Renée de Crémoux (Institut de I'Elevage). Cette fiche récapitule les principaux résultats et enseigne-
ments issus de ce travail.

Attention

Les pistes d’évolution évoquées ci-dessous, concernant la démarche diagnostique devront étre évaluées sur un plus
grand nombre de données et dans des contextes épidémiologiques différents. Elles témoignent de la nécessité de pour-
suivre les observations sur le terrain pour améliorer et préciser la démarche a mettre en ceuvre, tout en limitant les codits
analytiques.

Rappelons par ailleurs qu’un tel travail nécessite en amont une mise en ceuvre rigoureuse des procédures diagnos-
tiques: qualité des prélévements, choix des animaux a prélever, détermination des matrices a privilégier et réalisation
des analyses au sens strict. Une démarche exigeante qui seule peut permettre 'interprétation, la comparaison et 'agré-
gation de résultats.
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Fiche VII
Exploitation des premiers résultats obtenus a la suite

d’une mise en place pilote de la demarche diagnostique,
en Midi-Pyrénees

Caractérisation de la population étudiée

Courant octobre 2014, 65 séries d’avortements
avaient été recensées et enregistrées. Elles ont
concerné des élevages :

e ovins allaitants dans 23,1 % des cas (N=15),

e ovins laitiers dans plus de 70,8 % des cas (N=46)
o et plus rarement caprins (N=4 ; 6,1 %).

La taille moyenne des troupeaux était de 365
adultes pour une centaine de femelles de renou-
vellement : taux de renouvellement moyen estimé
a21,7 %.

D’autres ateliers de ruminants sont présents dans
34 élevages (53,1 %). Il s’agit alors le plus sou-
vent (76,5 %) d’un atelier bovin (atelier bovin
viande : N=24; atelier bovin lait : N=2).

Caractérisation des séries abortives

Les interventions ont eu lieu a la suite d’en
moyenne 7,6 % 4,9 avortements (minimum de 1
avortement, maximum de 21 avortements) ce qui
témoigne d’une assez bonne réactivité de la part
des éleveurs. Ces épisodes abortifs ont concerné
indifféeremment des jeunes (40 % des cas) ou des
adultes. Ils sont survenus majoritairement dans
le dernier tiers de gestation (86,7 % ; N=52/60),
voire au cours du dernier mois de gestation
(71,7 %; N=43/60), plus occasionnellement a
deux ou trois mois de gestation (10 % ; N=6) et
parfois a différents stades de gestation (3,3 %;
N=2).

Diagnostic de la fievre Q

e La fiévre Q est présente dans prés de 74 % des élevages de
I’étude (ADN détecté et/ou séropositivité).

® Environ 52 % des élevages ont présenté au moins un animal
séropositif.

¢ Une circulation des bactéries (ADN détecté et quantifiable) est
observée seulement dans 16,9 % des cas (N=11). Pour 3 d’entre
eux (4,6 %), les 2 résultats de PCR se sont révélés concordants et
supérieurs au seuil de positivité permettant de conclure a une
atteinte clinique par la fiévre Q. Dans 3 autres élevages, des ana-
lyses quantitatives restent a réaliser pour définir le statut du trou-
peau (présence, circulation ou implication de la fiévre Q dans les
avortements).

o La fiévre Q est absente dans 24,6 % des cas (N=16).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus sur une base plus
large dans ’Aveyron dans le cadre du dispositif pilote fiévre Q :
5 % des élevages ovins laitiers (N=233), 17 % des élevages ovins
allaitants (N=42) et 17 % des élevages caprins (N=24) ont été
conclus cliniquement atteints.

Ils montrent qu’une quantification est indispensable pour ne pas
conclure par excés que Coxiella burnetii est responsable de la
série d’avortements (sauf analyse directe sur organes d’avorton).

Implication de la Fievre Q
dans les séries d’avortements

m Causede la série
d'avortements

0/3 : une cause autre a été identifiée

m Circulation : ADN détecté
et quantifié

5/8 : une cause autre a été identifiée

m Circulation ADN détecté-
quantification a réaliser

1/3 : une cause autre a été identifiée

m Présence: ADN non 28/35 : une cause autre a été identifiée
qua.nFlflable ou sérologies 32/35 : présence ou circulation
positives d’au moins un agent abortif

W Absente 12/16 : une cause autre a été identifiée

Figure 1 : Distribution des résultats relatifs au diagnostic de la fiévre Q
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En synthése, la chlamydiose est trés répandue et reste une cause
majeure d’avortement chez la brebis. Sur les 65 séries d’avorte-
ments étudiées, elle a été considérée comme une cause certaine
dans 21,5 % des élevages (N=14) et fortement probable dans
4,6 % des élevages (N=3) soit une implication dans 26,2 % des

Diagnostic de la chlamydiose

¢ La chlamydiose est présente dans prés de 77 %
des élevages étudiés.

e Prés des 3/4 des élevages (74,6 % ; N=47/63)
ont présenté au moins un animal séropositif.

¢ Dans 33,9 % des élevages (N=21/62) au moins
une PCR positive a été observée et dans 21 %
(N=13) au moins deux PCR positives.

e | es cheptels avec au moins une PCR positive ont
fréquemment (57,1 % des cas, N=12/21) eu un
(28,6 %) ou plusieurs (28,6 %) animaux fortement
séropositifs lors de la premiére série de préléve-
ments réalisés par le vétérinaire. Pour 55 % d’entre
eux, ils se caractérisent également par la présence
d’un (35 %, N=7/20) ou plusieurs (20 %, N=4/20)
animaux dont les titres anticorps ont augmenté.

e De ’ADN de Chlamydia a pu étre détecté dans
des élevages ayant mis en ceuvre un protocole
vaccinal. Ce résultat peut notamment étre mis en
relation avec la persistance possible d’une excré-
tion chez des animaux préalablement infectés
(d’ol limportance du maintien de la vaccination
pendant 3 voire 5 ans). Il doit également constituer
un message d’alerte pour vérifier a la fois la rigueur
de la mise en ceuvre du protocole de vaccination
et application des mesures sanitaires qui lui sont
indissociables. Enfin, s’agissant de vaccins vivants,
limplication de la souche vaccinale, bien que rare,
reste possible.

cas.

Les informations recueillies aménent a proposer une évolution
du diagnostic vis-a-vis de la chlamydiose, avec 4 niveaux d’in-

terprétation :

Hypothése

Quels résultats ?

Diagnostic de « certitude »

® > 2 PCR positives
® 1 PCR + et > 2/5 séroconversions ou augmenta-
tions significatives des titres* en anticorps.

Imputabilité forte

* 1 PCR positive et une augmentation significative
du titre* en anticorps et/ou un ou plusieurs autres
animaux séropositifs fortement le jour de Uinter-
vention du vétérinaire pour série abortive

© 0 PCR positive et une majorité d’animaux présente
une augmentation significative des titres* anticorps
sur 2-3 semaines.

Imputabilité faible a modérée

Dans ce cas, la bactérie est présente
voire circule sans que l'on puisse lui
imputer la série abortive.

® 0 PCR positive, 1 seule augmentation significa-
tive du titre* en anticorps et un ou plusieurs ani-
maux séropositifs fortement le jour de Uinterven-
tion du vétérinaire pour série abortive (résultats a
conforter par d’autres analyses).

* 1 PCR positive et quelques animaux séropositifs
faibles (résultats a conforter par d’autres analyses)
® 0 PCR positive et 1 seule augmentation signifi-
cative du titre* en anticorps sans forte séropositivité
(résultats a conforter par d’autres analyses)

© 0 PCR positive et un ou plusieurs animaux faible-
ment positifs le jour de Uintervention pour série
abortive.

® 0 PCR positive et un seul animal séropositif for-
tement le jour de Uintervention du vétérinaire pour
série abortive.

Diagnostic d’exclusion

© Ni PCR, ni analyses sérologiques positives.

Implication de la Chlamydiose
dans les séries d'avortements

m Cause de la série
d'avortements
m Hypothése forte

m Circulation

m Présence

W Absente

6/14 : une cause autre a été identifiée
3/3 : une cause autre a été identifiée
5/10 : une cause autre a été identifiée

12/23 : une cause autre a été identifiée

11/15 : une cause autre a été identifiée

Figure 2 : Distribution des résultats relatifs au diagnostic de la chlamydiose

4 La dénomination de « titre » est utilisée dans 'ensemble de ce document pour évoquer la valeur semi-quantitative

présents dans 'échantillon.

suite aux

(ELISA) et qui permet d’extrapoler la quantité d’anticorps
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Diagnostic vis-a-vis de la toxoplasmose

e La toxoplasmose est présente dans 82,8 % des
élevages étudiés (N=53/64).

e Plus de 80 % des élevages (82,3 % ; N=51/62)
ont présenté au moins un animal séropositif.

e Plus d’un quart des élevages (26,2 %
(N=16/61)) ont eu une PCR positive. Ce pourcen-
tage apparait élevé alors méme que la distribu-
tion hétérogéne des parasites dans les organes
induit des risques de faux négatifs non négligea-
bles.

e Les cheptels associés a une PCR positive ont eu
majoritairement (93,3 % ; N=14/15) plus de 50 %
des animaux fortement séropositifs lors de la pre-
miére série de prélévements. On n’a observé rela-
tivement peu d’augmentations des titres en anti-
corps (pas d’augmentation dans 69,2 %, N=9/13)
car les animaux sont souvent apparus d’emblée
fortement séropositifs.

o A contrario, plus de 20 % des cheptels (N=10/44,
21,7 %) avec une PCR négative comportent plus
de 50 % des animaux fortement séropositifs lors
de la premiére série de prélévements, parfois asso-
ciée a une augmentation des titres en anticorps
(N=4/8).

* De méme, plus de 30 % des cheptels (N=13/38,
34,2 %) avec une PCR négative ont eu des ani-
maux dont le taux d’anticorps a augmenté.

e De ’ADN de Toxoplasma a pu étre détecté dans des élevages
ayant mis en ceuvre un protocole vaccinal. De fait, la vaccination
n'‘empéche pas une contamination des animaux mais permet une
réduction des risques : réduction du taux d'avortement, amélio-
ration significative du nombre de naissances d'agneaux viables
chez les brebis vaccinées, et exposées au parasite au cours de
leur gestation (selon les essais du dossier d'AMM, pour les femelles
vaccinées, 80 % d'agneaux viables en comparaison des résultats
d'échographies faites a 2 mois versus 15 % pour les femelles non
vaccinées et exposées dans les mémes conditions) et, chez les
agneaux vaccinés, limitation de la formation de kystes a brady-
zoites a la suite d’infestation (Katzer et al., 2014).

Rappelons qu’une PCR négative, en raison de ’hétérogénéité de
la distribution du parasite dans les tissus, ne permet pas d’ex-
clure 'implication de la toxoplasmose.

En synthése, la toxoplasmose est trés répandue et reste une cause
majeure d’avortement chez la brebis. Sur les 65 séries d’avorte-
ments étudiées, elle a été considérée comme une cause certaine
dans 37,5 % des élevages (N=24) et de fagon probable dans 14,1 %
des élevages (N=9) soit une implication dans 51,6 % des cas.

Les informations recueillies aménent a proposer une évolution
du diagnostic vis-a-vis de la toxoplasmose, avec 4 niveaux d’in-
terprétation :

Hypothése Quels résultats ?

Diagnostic de « certitude » ® PCR positive
® PCR négative et > 2/5 séroconversions ou aug-

mentations significatives des titres® en anticorps.

Imputabilité forte ® PCR négative et > 50 % des animaux séroposi-
tifs fortement lors des premiers prélévements.

* PCR négative, 1 augmentation significative du
titre® en anticorps et plusieurs animaux fortement

positifs lors des premiers prélévements.

Imputabilité faible a modérée

Dans ce cas, la toxoplasmose est pré-
sente voire circule sans que l'on
puisse lui imputer la série abortive.

® PCR négative, pas d’augmentations de titre® et
moins de 50 % des animaux séropositifs fortement
lors des premiers prélévements.

Diagnostic d’exclusion Aucune PCR et aucune sérologie positive.

Implication de la Toxoplasmose
dans les séries d'avortements

m Cause de la série
d'avortements

m Hypothése forte

m Circulation 4/5 : une cause autre a été identifiée
m Présence 8/15 : une cause autre a été identifiée
B Absente 5/11 : une cause autre a été identifiée

4/24 : une cause autre a été identifiée

2/9 : une cause autre a été identifiée

Figure 3 : Distribution des résultats relatifs au diagnostic de la toxoplasmose

5 La dénomination de « titre » est utilisée dans 'ensemble de ce document pour évoquer la valeur semi-quantitative

présents dans 'échantillon.

suite aux

sérologi (ELISA) et qui permet d’extrapoler la quantité d’anticorps
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Diagnostic vis-a-vis de la Border
Disease et de la salmonellose

La circulation du virus de la Border Disease a été
rapportée dans 7,7 % des troupeaux (N=5/65)
suite a des analyses sérologiques positives sur
plusieurs animaux sentinelles. Pour un cheptel,
la PCR sur rate s’est révélée positive ce qui a
permis de conclure a Uimplication du virus dans la
série abortive.

La circulation de Salmonella Abortusovis a été rap-
portée dans un troupeau. Cet agent n’a pas été a
origine des avortements dans les 65 séries abor-
tives étudiées.

Conclusions

La procédure diagnostique a permis d’exclure a
priori plusieurs des causes abortives recherchées:

e La fiévre Q a pu étre exclue des étiologies sus-
pectées dans plus de 90 % des cas en raison a la
fois de résultats de PCR inférieurs au seuil diag-
nostique voire inférieurs au seuil de quantifica-
tion, et de séroprévalences majoritairement infé-
rieures a 50 %. Trois élevages ont été reconnus
comme cliniquement atteints et des investigations
restent a conduire pour quelques séries d’avor-
tements avec PCR positives.

Pas de cause
identifiée

12;18%

28;43%

Cause identifiée
(certaine ou hypothése forte)

e La Border Disease n’a que rarement été en cause, avec des résul-
tats majoritairement concordants entre diagnostics direct et indi-
rect. Une séroprévalence élevée a été rapportée dans uniquement
trois cheptels dont un avec un résultat de PCR positif.

e Qutre 'absence de signes généraux sur les femelles ayant avorté,
’absence de PCR positive vis-a-vis de la salmonellose et des titres
sérologiques faibles a modérés, permettent d’exclure a priori la
salmonellose abortive ovine.

e Dans 11 élevages, une PCR négative accompagnée de sérologies
toutes négatives a la fois au moment de l'intervention et 15 jours
plus tard, permettent d’exclure la toxoplasmose.

La figure 4 présente de maniére simplifiée les résultats obtenus
en matiére diagnostique. La présence de plusieurs agents patho-
génes a en effet pu étre mise en évidence au sein des élevages :
imputation de la série abortive a plusieurs agents, circulation
avérée de certains agents sans imputation possible ou simple
constat d’un contact, éventuellement ancien, avec le ou les agents
infectieux. Cette derniére situation n’est pas intégrée dans le gra-
phique.

Sur la base des nouvelles propositions d’interprétation des résul-
tats d’analyse, le taux d’élucidation est estimé a 74 % (certitude
ou hypothése forte).

Enfin, dans 10 des 16 élevages ol aucune cause n’a pu étre iden-
tifiée, la circulation de différents agents abortifs a été mise en
évidence : chlamydiose (N=6), toxoplasmose (N=1), fiévre Q (N=5
dont certains pour lesquels 'imputation de Coxiella burnetii reste
ainvestiguer), border disease (N=1).

m Chlamydiose
m Chlamydiose et toxoplasmose
m Toxoplasmose
m FiévreQ

Fiévre Q Circulation ou imputation
m BorderDisease
W Pas de cause identifiée - Circulation de Chlamydiose
m Pas de cause identifiée - Circulation de Toxoplasmose
m Pas de cause identifiée - Circulation de Fiévre Q
Pas de cause identifiée - Circulation de Chlamydiose et fiévre Q

Pas de cause identifiée - Pas de circulation notée
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Synthése

e Dans le contexte régional et épidémiologique de Midi-Pyrénées :

- Une cause imputable a été déterminée dans 74 % des cas. Il semble donc possible d’améliorer les taux d’élucida-
tion des séries abortives sur une base de premiére intention.

- La toxoplasmose et la chlamydiose sont des causes abortives prépondérantes, respectivement dans 51,6 et 26,2 %
des séries abortives étudiées.

- La fiévre Q est fréquente mais peu responsable de séries abortives sur ’échantillon.

- la Border Disease a rarement été en cause dans les avortements et la salmonellose abortive ovine n’a pas été res-
ponsable des séries abortives étudiées.

- De nombreux cas de co-infections ou de co-circulations ont été mis en évidence (de I’ordre de 28 % des élevages).

e || est nécessaire de faire des recherches sans a priori, méme si le cheptel est vacciné,

e Sur le plan analytique :

- Le diagnostic direct (notamment les PCR), permet de rapporter les avortements a une cause certaine ou probable
dans de nombreux cas.

- Une quantification pourrait étre intéressante particulierement pour la chlamydiose pour : améliorer linterprétation
(circulation vs cause probable) ; permettre une utilisation plus large, tout en restant informative, des mélanges.

- En ce qui concerne le diagnostic indirect, ’'analyse des évolutions des titres en anticorps peut s’avérer pertinente
méme si, notamment pour la toxoplasmose, les titres en anticorps peuvent étre d’emblée fortement positifs.

- Il semble enfin intéressant de prendre en compte la présence et/ou la fréquence des individus fortement séroposi-
tifs dans Uinterprétation des résultats.

Travaux et synthése réalisés dans le cadre de I'étude sur les avortements chez les ruminants pilotée par la FRGDS Midi-Pyrénées, en partenariat
EV ER A le; GDS, GTV et laboratoires départementaux et 'UMT Santé des Petits Ruminants associant UINRA, Ecole Vétérinaire de Toulouse
et UInstitut de U’Elevage. Avec le soutien financier du Conseil Régional de Midi-Pyrénées et de la Caisse Régionale de Solidarité Santé Animale
(CRSSA).

Rédaction: R. de Cremoux (Institut de I'Elevage), C. Pouget (GDS 12), C. Lacz (FRGDS Midi-Pyrénées)

Relecture par ’ensemble du groupe de travail national sur le diagnostic différentiel des avortements chez les petits ruminants.

wMr

Avec le soutien financier :

el A=a
ECOLE- ' —_—
NATIONALE ===
VETERINAIRE = SOeNcE & Rt

Santé

Petits Ruminants

INSTITUT DE L’ELEVAGE - DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL DES AVORTEMENTS CHEZ LES PETITS RUMINANTS



21



CoLLECTION FICHES TECHNIQUES

Zvv

INSTITUT DE
L'ELEVAGE

En filieres de ruminants, les avortements constituent un sujet de
préoccupation majeur en raison de leur incidence économique et
sanitaire. Ils font en outre 'objet d’une surveillance événementielle,
historiquement en relation avec le risque zoonotique d’une exposition
ala brucellose et plus récemment élargie dans 10 départements pilotes,
alafiévre Q. Dans un contexte épidémiologique évolutif (situation assainie
depuis 2003 en matiére de brucellose), une approche globale des avorte-
ments, de leur diagnostic et de leurs enjeux semble nécessaire. Il s’agit
notamment de structurer et d’harmoniser 'analyse étiologique des avorte-
ments en intégrant une dimension collective et avec un double objectif d’amé-
lioration des taux d’élucidation et de proposition de mesures de maitrise adap-
tées. De la résulte un travail de concertation et d’échanges entre ’ensemble des
parties prenantes (Etat, chercheurs, vétérinaires, groupements de défense sani-
taire, laboratoires de référence et laboratoires d’analyse).

Le présent document rassemble un ensemble de fiches pratiques reprenant les propo-
sitions élaborées, en matiére de démarche diagnostique, par un groupe national animé
par IInstitut de IElevage et 'Ecole Vétérinaire de Toulouse au sein de 'UMT Maitrise de la
Santé des Troupeaux de Petits Ruminants. Elles concernent les maladies dites de « premiére

intention » : principes et mise en ceuvre pratique de la démarche, définition de critéres d’alerte, choix des ani-
maux a prélever, détermination des matrices a privilégier, nature des analyses recommandées, clés d’interpré-
tation des résultats,... Cette démarche est amenée a évoluer au fur et a3 mesure de 'acquisition de connaissances
et de la confrontation aux observations issues du terrain. Une derniére fiche présente ainsi les résultats prélimi-
naires d’une étude pilote initiée par la FRGDS Midi-Pyrénées et les réflexions qui en sont issues.
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