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Summary

EXPERIMENTAL PARATUBERCULOSIS: BIOLOGICAL DIAGNOSIS IN CALVES INOCULATED WITH
MYCOBACTIN-DEPENDENT MYCOBACTERIA STRAINS. &horbar; During an experiment on the pathogen-
icity of mycobactin-dependent mycobacteria strains for calf, the kinetics of antibody formation during
infection was studied. The progress of cellular immunity was followed by examining delayed hypersensi-
tivity using four allergens (bovine tuberculin HCSM, avian tuberculin HCSM, avian tuberculin PPD, and
johnin PPD), and that of humoral immunity using complement fixation test and ELISA. Simultaneously,
the elimination of bacilli in the faeces was examined. The excretion of bacilli, although intermittent,
appeared to be the most demonstrative proof of infection : it could be shown at any stage of the disease.
On the contrary, the delayed hypersensitivity using the avian tuberculin, and the serologic tests (the com-
plement fixation test and ELISA), were positive only at defined periods of the disease: hypersensitivity
reactions developed earlier than humoral reactions. The results obtained during these experiments confir-
med that the mycobactin-dependent strains of owood-pigeon» mycobacteria caused a disease in calves
similar to the disease caused by Mycobacterium paratuberculosis.

Au cours de l’étude du pouvoir pathogène chez
le veau de souches de Mycobactéries
mycobactine-dépendantes, nous avons montré

que les souches de Mycobacterium «wood-

pigeon» se comportaient de la même façon que
celles de M. paratuberculosis exception faite pour
la souche 2103 (Thorel et al., 1984). En effet,
l’utilisation simultanée de veaux âgés de moins
d’un mois, de la voie veineuse et d’une dose infec-
tante de 106 à 109 unités viables a permis de
reproduire des symptômes et des lésions

analogues à ceux de l’infection naturelle à
M. paratuberculosis.

Cette expérimentation nous a aussi permis de
suivre l’évolution de l’hypersensibilité retardée
cutanée et des anticorps sériques au cours de
l’infection. Simultanément nous avons étudié
l’élimination des bacilles dans les fèces par culture
des matières fécales.

Nous rapportons ici les résultats obtenus avec
ces différentes méthodes utilisées pour le



diagnostic de ia paratuberculose: bactériologie,
allergie et sérologie.

Matériel et Méthodes

Les souches (Thorel et al., 1984)

Veaux

Vingt-huit veaux de race holstein, normande ou

frisonne, ont été acquis à l’2ge de 3 à 4 semaines dans

des cheptels présumés indemnes de paratuberculose. Ils
ont été répartis en sept lots par tirage au sort, puis infec-
tés par voie veineuse avec un inoculum de 4 ou 8 ml
selon les souches. Les animaux ont été sacrifiés un an

après l’inoculation ou plus précocement si leur état le
nécessitait (Thorel et al., 1984).

Inoculation

La préparation des inoculums a été décrite précédem-
ment (Thorel et al, 1984).



Isolement des Mycobactéries

Les bacilles ont été recherchés dans les fèces prélevés
par fouille rectale au jour J de l’inoculation puis à J + 15,
J + 30 et ensuite toutes les quatre semaines.

Les techniques et les milieux utilisés ont été décrits
précédemment (Thorel et al., 1984).

Tuberculinations

Après une intradermotuberculination qualitative
réalisée le jour de l’inoculation, des intradermotuberculi-
nations quantitatives ont été pratiquées ultérieurement
toutes les cinq semaines puis toutes les six semaines.

Quatre tuberculines ont été utilisées:
- tuberculine bovine CCMS (concentrée à chaud sur
milieu synthétique) titrant 10000UCT/ml (Unité
Communautaire de Tuberculine) (Iffa-Mérieux, Lyon).

- tuberculine aviaire CCMS titrant 25000 UI/ml
(Unité Internationale) (lffa-Mérieux, Lyon).
- tuberculine aviaire PPD (purified protein derivative)
titrant 25 000 UI/mi ou 0,8 mg/ml (Iffa-Mérieux, Lyon).
- johnine PPD titrant 0,5 mg/ml (Central Veterinary
Laboratory, Weybridge, England).

Les tuberculines CCMS ont été employées à raison de
0,2 ml par dose et les tuberculines PPD à raison de
0,1 ml par dose. Les tuberculinations ont été effectuées
de part et d’autre de l’encolure: chaque côté de l’enco-
lure recevait deux injections intradermiques d’un aller-
gène différent.

Avant chaque tuberculination, l’affectation d’une
tuberculine à un lieu d’injection était déterminée par
permutation circulaire. Les réactions au lieu d’injection
des allergènes ont été appréciées par mesure de l’épais-



sissement du pli de peau au moyen d’un pied à

coulisse 4, 24, 48, 72 et 96 heures après l’injection
(Lucas et Gayot, 1967).

Étude sérologique

Les anticorps ont été recherchés, d’une part, par

l’épreuve de fixation du complément avec un antigène
soluble consistant en un extrait aqueux de corps bacté-
riens délipidés de M. paratuberculosis 316 F (Parafix,
Iffa-Mérieux, Lyon), selon la technique décrite par
Desmettre (1979) et, d’autre part, par l’ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) avec un antigène soluble
obtenu par action des ultrasons sur une suspension de
M. paratuberculosis «promise» selon la technique
décrite par Jorgensen et Jensen (19781.

Quelques modifications ont été apportées à la tech-

nique de Jorgensen et Jensen (19781. La sérumalbu-
mine de lapin a été remplacée dans le diluant des

sérums et du conjugué par la fraction V de l’albumine
bovine à 1 % (Miles, Epernon), et l’appréciation visuelle
des résultats par une lecture automatique à l’aide du

spectrophotomètre Multiskan (Flow, Asnières) à la

longueur d’onde de 450 nm.
Pour tenir compte des diverses sources de variation

les résultats de l’ELISA n’ont pas été exprimés directe-
ment en densité optique mais suivant un rapport (Pelle-
rin et al., 19801:

Rapport réel (DO sérum - DO « blanc») / DO négatif
Ce rapport servira à exprimer tous les résultats.

D’autre part, l’épreuve de fixation du complément a
été réalisée sur des sérums dilués du 1/2 au 1/128 et
l’ELISA sur des sérums dilués uniquement au 1/100.

Ces épreuves ont été réalisées sur des prélèvements
de sang effectués au jour J des inoculations puis à J + 8,
J + 15, J + 30 et ensuite toutes les quatre semaines.



Résultats

Isolement des Mycobactéries à partir des féces
(tabl. 1 ).

Tuberculinations

La cinétique de l’hypersensibilité cutanée
montre qu’une infection à M. paratuberculosis ou
à Mycobacterium uwood-pigeon» peut être mise
en évidence chez certains animaux dès la
10*’semaine après l’inoculation du germe (fig. 1). ).

La comparaison des quatre tuberculines montre
que les tuberculines aviaires CCMS et PPD provo-
quent de plus fortes réactions cutanées que la

tuberculine bovine ou la johnine. Ce phénomène
est observé avec toutes les souches étudiées

(fig. 1 ).
L’évolution de l’épaississement du pli cutané

pendant 96 heures après une intradermotuberculi-
nation avec les tuberculines CCMS bovine et

aviaire montre que les résultats de cette épreuve
comparative peuvent être interprétés en début
d’infection dès la 24&dquo; heure après l’injection de
l’allergène (fig. 2).

La comparaison des résultats obtenus unique-
ment avec la tuberculine aviaire CCMS à l’occa-
sion de chaque intradermotuberculination, indique
une augmentation de l’épaississement cutané à la
41 heure en fonction du temps après l’inoculation



(fig. 3). Comme précédemment ce phénomène est
observé avec toutes les souches étudiées.

Épreuves sérologiques

Pour toutes les souches étudiées, les premières
réactions de l’ELISA apparaissent en même temps
ou plus tardivement que celles de l’épreuve de
fixation du complément (fig. 4).



Discussion

Malgré le nombre relativement faible d’animaux
utilisés par lot, cette étude nous a permis de
comparer certaines techniques employées pour le
diagnostic de la paratuberculose et d’apprécier
leur valeur aux différents stades de l’infection.
D’une façon générale nous n’avons pas observé de
différence significative entre les résultats obtenus
chez les veaux inoculés avec Mycobacterium
«wood-pigeon» et chez ceux inoculés avec M.

paratuberculosis, que ce soit avec les techniques
bactériologiques, allergiques ou sérologiques
(tabl. 2).

L’élimination des bacilles dans les fèces est

variable d’une souche à l’autre et d’un animal à

l’autre. De plus, chez un même individu elle est
soit intermittente, soit constante. Nous savons

que le nombre d’unités viables peut varier très
largement d’une récolte de fèces à l’autre et qu’un
animal doit éliminer au moins 100 organismes par
gramme de fèces pour pouvoir être détecté par
culture après traitement par le chlorure de benzal-
konium (Merkal, 1970, 19731. Il est donc logique
de penser qu’au cours de cette expérimentation un
animal à culture négative peut ne pas avoir
éliminé assez de bacilles dans les fèces pour
pouvoir être décelé par la culture. Or, pour la
culture des matières fécales nous avons utilisé
comme décontaminant non seulement le chlorure
de benzalkonium, mais aussi l’acide oxalique. Il
semble que dans les conditions de décontamina-



tion par l’acide oxalique, un animal éliminant
moins de 100 organismes par gramme de fèces
puisse être détecté par culture (Stuart, 1965). En
effet, lors de cette expérimentation les excrétions
bacillaires ont été décelées plus précocement en
utilisant l’acide oxalique.

L’hypersensibilité cutanée ne permet pas de
différencier les animaux infectés par Mycobacte-
rium «wood-pigeon» ou par M. paratuberculosis.
De plus, la comparaison des quatre allergènes
utilisés montre que les plus importantes réactions
aux intradermotuberculinations ont été obtenues
avec les tuberculines aviaires CCMS ou PPD.

L’hypersensibilité cutanée ne permet donc pas de
distinguer un animal infecté par M. avium d’un
animal infecté par M. paratuberculosis ou par

Mycobacterium «wood-pigeon» (Magnusson,
1980).
Au contraire, il est particulièrement intéressant

de confirmer que la tuberculine bovine provoque
des réactions cutanées faibles chez des animaux
infectés avec M. paratuberculosis, démontrant
ainsi le peu d’influence des réactions croisées
existant entre M. bovis et M. paratuberculosis
dans une telle épreuve. Ceci justifie l’emploi en
routine de l’intradermo double comparative ou
IDC pour interpréter les éventuelles réactions
croisées (Jorgensen, 1981). ).

D’autre part, la johnine n’a provoqué que de
faibles réactions chez les animaux inoculés avec
M. paratuberculosis ou M. awood-pigeon». On
peut donc s’interroger sur la valeur de cet aller-

gène par rapport aux autres tuberculines utilisées
(Johnson et al., 1949).

Certains auteurs utilisant le même produit dans
les mêmes conditions ont également remarqué les
mêmes effets, c’est-à-dire, une faible réaction à la
johnine et une forte réaction à la tuberculine
aviaire (Taylor, 1953; Stuart, 1962, 1965;
Zorawski, 1972). De même Milner et al. (1981)
ont observé un indice de stimulation des lympho-
cytes plus important avec la tuberculine aviaire

qu’avec la johnine chez des animaux infectés avec
M. paratuberculosis.

L’observation de l’évolution de l’épaississement
du pli cutané après une injection de l’allergène a
permis de montrer qu’au cours des premières
intraderrnotuberculinations, c’est-à-dire au début
de l’infection, il était possible d’effectuer la lecture
de l’épreuve dès la 241 heure. Il semble que ce soit
le fait des animaux massivement infectés (De
Lisle, 19791. Mais, cette capacité disparaît avec le
temps. En effet, au cours de l’infection, on cons-
tate l’apparition d’une réaction de plus en plus
importante à la 4’ heure après l’injection de l’aller-
gène qui diminue ensuite régulièrement jusqu’à la
96&dquo; heure.

La réaction obtenue à quatre heures est une

réponse habituellement considérée comme non

spécifique. Cette réponse immédiate est due à une
réaction entre l’allergène injecté et les anticorps
solubles présents chez l’hôte (Merkal et al., 1970;
Merkal, 1973).

En général un épaississement cutané maximum
est obtenu après 48 ou 72 heures. De plus il a été
observé à 96 heures une légère augmentation des
épaississements cutanés montrant ainsi que
certains animaux qui ne réagissaient pas à
72 heures pouvaient devenir positifs à 96 heures
(Paterson et al., 1958; De Lisle, 1979; Ketterer et
a/., 198 1 Ces réactions tardives seraient en rela-
tion avec une infection légère des animaux. Il
semble que l’évolution de l’épaississement du pli
cutané soit fonction de l’intensité de l’infection.

Les épreuves sérologiques (fixation du complé-
ment et ELISA), comme l’hypersensibilité cutanée
retardée, ne nous ont pas permis de distinguer les
animaux infectés par Mycobacterium «wood-

pigeon» ou par Mycobacterium paratuberculosis.
La variabilité du délai d’apparition des anticorps
fixant le complément ou déterminant une réaction
enzymatique, semble en rapport avec l’animal et
non avec la souche inoculée.

La comparaison des résultats obtenus avec ces
deux épreuves ne nous a pas permis de conclure à
la supériorité de l’une des techniques par rapport à
l’autre. A l’inverse de nombreux auteurs, l’ELISA
ne s’est pas révélée plus sensible que l’épreuve de
fixation du complément (Morris et al., 1979;
Riemann et al., 1983; Yokomizo et al., 1983). Il
faut donc s’interroger sur la valeur des techniques
et sur la sensibilité des antigènes utilisés.

De Lisle ( 1 983) a montré chez le mouton que la
technique de fixation du complément à chaud était
moins sensible que celle à froid. De même, quelle
que soit la technique de fixation du complément
employée, celle utilisant comme antigène un

extrait aqueux ou un carbohydrate, était plus
sensible que celle employant un extrait au métha-
nol. D’autre part, les réactifs disponibles pour
l’ELISA à l’heure actuelle ne possèdent pas tous la
même sensibilité. Comme De Lisle, Riemann

(1983) a comparé l’efficacité de deux préparations
antigéniques démontrant ainsi que les résultats de
l’ELISA effectuée avec un antigène purifié étaient
plus significatifs que ceux obtenus en utilisant un
antigène brut. Ces investigations suggèrent le

développement de la standardisation des
méthodes et des antigènes utilisés dans ces diffé-
rents tests.

Dans la comparaison des différentes épreuves
utilisées au cours de cette expérimentation, seul le
problème des fausses réactions négatives a pu
être envisagé, tous les veaux s’étant révélés infec-
tés après la mise en culture des organes (tabl. 21.

Chez les veaux inoculés avec les différentes
souches étudiées, les anticorps circulants sont

apparus plus tardivement que l’hypersensibilité



retardée. L’immunité cellulaire serait plus précoce
que l’immunité humorale. D’autre part, l’intensité
des réactions obtenues avec ces différents tests
semble être en rapport avec le degré d’infection
des animaux. En effet, d’après De Lisle et al.

(1980), des sujets éliminant irrégulièrement un
petit nombre de bacilles donnaient généralement
des examens sérologiques négatifs; au contraire
des animaux éliminant constamment un grand
nombre de bacilles donnaient des examens sérolo-

giques positifs.
Au cours d’une infection à M. paratuberculosis

les réactions positives à la tuberculine aviaire

précèdent en règle générale l’isolement des
bacilles dans les fèces, mais cette aptitude à réagir
décline rapidement. Les anticorps circulants ne se
développent pas au début de l’infection mais leur
taux augmente dès que la maladie clinique se
manifeste. D’autre part, un animal infecté en

apparente bonne santé, peut excréter des bacilles
dans les fèces pendant plusieurs mois avant

l’apparition des symptômes ou des réactions signi-
ficatives à la fixation du complément (Taylor,
1953; Stuart, 1962; Merkal, 1973).
A la lumière des résultats obtenus au cours de

cette expérimentation, l’excrétion bacillaire, bien
qu’intermittente, apparaît comme l’épreuve la plus
démonstrative de l’existence de la maladie; elle
peut être positive à n’importe quel stade de l’infec-
tion. En revanche, l’hypersensibilité retardée mise
en évidence en utilisant la tuberculine aviaire et
les réactions sérologiques (fixation du complé-
ment et ELISA), ne sont positives qu’à un stade

déterminé de la maladie: la première au début de
l’infection et les secondes ultérieurement.

Tous ces résultats confirment le développement
d’une infection paratuberculeuee aussi bien chez
les veaux inoculés avec M. paratuberculosis que
chez ceux inoculés avec Mycobacterium «wood-
pigeon ».

Reçu le 23 mars 1984.
Accepté le 16 avril 1984.
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Résumé

Au cours d’une expérimentation sur le pouvoir pathogène chez le veau de souches de mycobactéries
mycobactine dépendantes, la cinétique de la formation des anticorps au cours de l’infection a été
étudiée. Le développement de l’immunité cellulaire a été suivi en utilisant l’hypersensibilité retardée
réalisée avec quatre allergènes (tuberculine bovine CCMS, tuberculine aviaire CCMS, tuberculine aviaire
PPD et johnine PPD) et celui de l’immunité humorale en employant l’épreuve de fixation du complément
et I’ELISA. Simultanément l’élimination des bacilles dans les fèces a été recherchée. L’excrétion bacil-
laire bien qu’intermittente est apparue comme l’épreuve la plus démonstrative de l’existence de la

maladie; elle peut être positive à n’importe quel stade de l’infection. Au contraire l’hypersensibilité
retardée réalisée avec la tuberculine aviaire et les réactions sérologiques (fixation du complément et
ELISA) n’étaient positives qu’à un stade déterminé de la maladie: la première au début de l’infection et
les secondes ultérieurement. Les résultats obtenus au cours de cette expérimentation ont confirmé le
développement d’une infection paratuberculeuse aussi bien chez les veaux inoculés avec

Mycobacterium paratuberculosis que chez ceux inoculés avec Mycobacterium «wood-pigeon».
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