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Introduction

Ostertagia ostertagi est le strongle gastro-intestinal le plus fréquent et le plus
pathogene en France. Il touche principalement les génisses de premiére et deuxiéme saison
de paturage ou les infestations subcliniques et cliniques peuvent entrainer des pertes
économiques importantes (retards de croissance, troubles digestifs...) [20]. Ces pertes
dépendent du niveau d’infestation des animaux et sont variables entre les troupeaux, les lots
et les années.

Actuellement, le diagnostic quantitatif de I'infestation par Ostertagia chez les génisses
de premiere et deuxiéme saison de paturage repose sur le dosage de pepsinogene sérique
[57, 58]. Le taux de pepsinogeéne est un marqueur lésionnel de la muqueuse abomasale bien
corrélé a la charge parasitaire moyenne du lot [40]. Afin de réaliser cette analyse, au moins 5
génisses doivent étre prélevées et la moyenne des 5 taux de pepsinogéne obtenus permet un
diagnostic de lot [40]. Cependant, la sensibilité individuelle des génisses face a Ostertagia
ostertagi ainsi que la distribution agrégée des parasites peuvent entrainer des taux de
pepsinogene variables entre les génisses [40, 58]. Ainsi, le choix des génisses prélevées au sein
du lot pourrait influencer le diagnostic. Toutefois, I'impact de ces aléas d’échantillonnage sur
le diagnostic quantitatif de I'infestation par Ostertagia ostertagi n’a jamais été étudié.

De plus, le dosage de pepsinogene est une analyse colteuse, et d’autant plus colteuse
gu’il est nécessaire de le doser a I’échelle individuelle pour obtenir une moyenne. Le risque
encouru est alors que cette analyse ne soit pas réalisée et que le traitement anthelminthique
soit effectué le plus souvent a l'aveugle. Si le niveau d’infestation n’est en fait pas
suffisamment important pour justifier un traitement, alors les traitements a I'aveugle exercent
une pression de sélection inutile sur les populations parasitaires. Dans I'objectif de diminuer
les colits pour faciliter la mise en place de traitements plus raisonnés, on peut se demander
quel est l'intérét du dosage de pepsinogene sur un mélange de sérums. Jusqu’a présent,
aucune étude ne s’est intéressée au dosage de pepsinogéne sur un mélange de sérums. Deux
craintes majeures peuvent expliquer cela ; la premiéere étant que la présence d’un sérum avec
un taux de pepsinogeéne élevé dans le lot des génisses prélevées pourrait influencer fortement
le résultat du mélange et, la deuxiéme, que la réalisation d’une seule analyse maximiserait les
incertitudes de mesures, ce qui, dans les deux cas, pourrait conduire a des erreurs
diagnostiques.

Enfin, une analyse ELISA mesurant le niveau d’anticorps anti-Ostertagia sur le sérum des
génisses permettrait de diminuer d’autant plus ces colts. En effet, 'ELISA est une analyse
standardisée, peu colteuse et il existe un kit commercialisé. L'ELISA Ostertagia est
actuellement utilisé sur un échantillon de lait de tank afin d’évaluer I'exposition des vaches
laitieres aux strongles digestifs mais il n’est pas utilisé en routine sur les sérums des jeunes
animaux et sa valeur diagnostique est peu documentée chez ces derniers.
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Les objectifs de cette these sont donc (i) de quantifier la variabilité des moyennes de
taux de pepsinogéne obtenues en fonction du choix des génisses prélevées au sein d’un lot,
(ii) d’évaluer la relation entre la moyenne des taux individuels de pepsinogéne et le taux de
pepsinogéne obtenu sur un mélange des sérumes, et (iii) d’évaluer la relation entre le taux
de pepsinogéne et le taux d’anticorps anti-Ostertagia ostertagi.

Une premiére partie sera consacrée a I'étude bibliographique de I'utilisation actuelle
du dosage de pepsinogéne sérique et des analyses ELISA Ostertagia chez les génisses laitiéres.
La seconde partie détaillera I’étude personnelle réalisée sur le sujet.
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l. Ostertagia ostertagi : strongle digestif de la caillette des bovins

Les strongles gastro-intestinaux des bovins sont des helminthes nématodes présents
dans différentes portions du tube digestif des bovins [22]. Les principaux nématodes gastro-
intestinaux des bovins entrainant des pertes économiques sont Ostertagia ostertagi et
Trichostrongylus axei dans la caillette et, Cooperia Oncophora et Nematodirus helvetianus
dans l'intestin gréle [9, 70].

Ostertagia ostertagi étant le plus fréquent, le plus pathogéne et le plus important d’un
point de vue économique en régions tempérées, notre étude se portera par la suite sur ce
dernier.

A. Biologie du parasite

Ostertagia ostertagi est un parasite de la caillette des bovins appartenant a la super
famille des Trichostrongyloidea. Ces vers ronds sont caractérisés par un corps mince et une
capsule buccale peu développée. L’adulte mesure entre 6 et 12 mm de longueur pour 150 um
de diameétre. Un dimorphisme sexuel existe entre les femelles et les males. En effet, ces
derniers sont légérement plus petits que les femelles et possédent une bourse copulatrice
développée munie de spicules courts et épais.

Ostertagia ostertagi effectue un cycle homoxene semi-direct en 2 phases (Figure 1) :

- Phase externe : évolution de I'ceuf jusqu’a la larve L3, qui est le stade infestant, dans
le milieu extérieur.
- Phase interne : évolution de la larve L3 a I'adulte chez le bovin.

3 semaines
> Si hypobiose

ceufs

u 7 jours entre 22 ¢

‘—/’-\

; C Humidité, oxygénation

L3 infestante

Figure 1 : Cycle parasitaire d'Ostertagia ostertagi [38]
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A.1l. Phase externe

Les ceufs d’Ostertagia ostertagi sont éliminés dans le milieu extérieur via les bouses des
bovins infestés. Ils sont de forme ellipsoide avec une coque mince, lisse et incolore et
mesurent entre 80 et 100 um de longueur pour 40 a 50 um de largeur. lls renferment une
morula composée d’un nombre variable de blastomeéres [22]. Les parois latérales sont
symétriques et légerement bombées [67] (Figure 2).

@& G

Source: Onins

Figure 2 : (Eufs de strongles [8]

Les ceufs excrétés dans le milieu extérieur évoluent en larves de premier et de deuxiéme
stade rhabditoides. Elles mesurent respectivement de 300 a 500 um et 750 um de long [3].
Les larves se nourrissent de bactéries et d’algues microscopiques et se développent en larves
de troisieme stade (L3) infestant, mesurant entre 850 et 900 um. Elles sont alors de type
strongyloides et vivent sur les réserves glycogéniques et lipidiques stockées dans leurs cellules
intestinales et accumulées par les stades précédents. La L3 est capable de se déplacer sur les
patures (Figure 3).

Figure 3 : Larve L3 d'Ostertagia ostertagi (x40)

La phase externe dépend des conditions climatiques, plus particulierement de
I'humidité, de I'oxygénation et de la température [5]. Lorsque les conditions sont optimales,
la durée de développement est de 5 a 7 jours.

La température optimale est comprise entre 22 et 25 °C [3, 64]. La vitesse de
développement des stades externes est régulée par la température. En effet, lorsque la
température diminue de 5°C, la durée de développement double [5]. Au contraire, si la
température est élevée, I'évolution s’effectue plus rapidement. Cependant, ceci s’effectue au
détriment de l'activité de la future larve L3, les stades précédents accumulant moins de
réserves.
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L’humidité doit étre comprise entre 80 et 95% [2]. Elle évite la dessiccation et la mort
des stades en développement. De plus, elle permet aux larves infestantes de se déplacer sur
les patures en créant un biofilm aqueux [64].

A.2. Phase interne

Les bovins s’infestent en ingérant les larves L3 présentes sur I’herbe contaminée. Les
larves L3 perdent leurs exuvies sous |'action des sucs gastriques du rumen et de la caillette.
Cette mue se produit en une heure. Les larves pénétrent alors dans la paroi de la caillette,
dans les glandes de la paroi digestive, et muent en larve de quatrieme stade pour ensuite
retourner dans la lumiere du tube digestif. L’acquisition de la maturité sexuelle s’effectue dans
la lumiére de la caillette. Aprés accouplement, les femelles pondent des ceufs qui seront
excrétés dans les excréments des bovins.

La période pré-patente est de 18 a 21 jours apres |'ingestion de L3 mais une inhibition
du développement dans la paroi du tube digestif est possible, c’est I'hypobiose. Les larves
s’enkystent dans la mugueuse abomasale et le développement larvaire est bloqué au début
du 4°™me stade pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois. Cette inhibition se produit
lorsque les conditions de développement sont défavorables au parasite, c’est a dire a
I’'automne lorsque les températures baissent, puis la levée d’hypobiose a lieu au printemps
suivant [62].

B. Epidémiologie
B.1 Sources de parasites

L'herbe paturée est la source de parasite. On considére qu’un bovin est infesté dées lors
gu’il pature. Ces bovins infestés deviennent alors excréteurs et constituent a leur tour une
source de contamination de I’herbe [56]. Il faut cependant distinguer les animaux immuns qui
permettent de maintenir un niveau stable de parasites sur les parcelles en excrétant une faible
guantité d’ceufs et les animaux non immuns qui contaminent les parcelles par une forte
excrétion d’ceufs.

B.2. Réceptivité et sensibilité des bovins aux strongles digestifs

Facteurs intrinséques

L'age est le facteur le plus important, car les animaux de premiere et deuxiéme saison
de pature sont les plus réceptifs aux strongyloses.

L'immunité de l'individu est également un facteur important. En effet, une immunité
concomitante se développe aprés un contact prolongé (6 a 8 mois) avec les larves L3
infestantes. Ainsi, le temps de contact effectif (TCE) est le temps nécessaire a l'installation de
cette immunité. Cette derniére permet a I’"h6te de maintenir une charge parasitaire faible et
de résister a une forte pression de contamination [22].
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Un mauvais état général augmente la réceptivité des bovins aux parasitoses ainsi qu’a
toutes infections en général.

Facteurs extrinseques

La température et I'"humidité sont deux facteurs environnementaux particulierement
importants. lls influencent la survie, le développement et la migration des larves sur les
patures et influencent donc I'exposition des bovins aux stades infestants [64]. Une
température élevée associée a de la dessiccation induisent de la mortalité chez le parasite et
diminuent la pression d’infestation [8].

Les modalités d’utilisation des parcelles influent sur I'infestation des animaux et, par
conséquent, sur la mise en place de I'immunité concomitante. Ainsi, des pratiques du
paturage favorisant des infestations répétées par un faible nombre de parasites n’induisent
pas de signes cliniques et favorisent l'installation de I'immunité concomitante, alors qu’une
infestation brutale sur une parcelle trés contaminée engendre des troubles pathologiques
avec expression clinique chez des animaux non immuns [8, 23].

Par ailleurs, plus la densité d’animaux est importante au paturage, plus la pression
d’infestation est élevée (tant que les animaux ne sont pas complémentés) [8]. Ceci est lié a
deux phénomeénes :

- La diminution de la hauteur d’herbe : les animaux broutent alors plus pres du sol et
ingerent un plus grand nombre de larves présentes aux pieds des brins d’herbe.

- L’augmentation du nombre de bouses sur les parcelles : les animaux broutent alors
plus prés de celles-ci, zones ou les larves sont plus nombreuses.

C. Pouvoir pathogene d’'Ostertagia ostertagi
C.1. Expression subclinique

L’'ostertagiose subclinique est la forme majoritairement rencontrée, autant chez les
bovins immuns qu’en cours d'immunisation. Ainsi, de nombreuses études ont montré que les
strongles digestifs pouvaient entrainer des retards de croissance chez les jeunes. Par exemple,
en comparant un lot de jeunes vermifugés et un lot témoin non vermifugé, la méta-analyse
de Shaw et al (1998) [60], qui regroupe 64 études étalées sur 26 années, a montré que le gain
de poids est meilleur pour les jeunes ayant été vermifugés, que I'infestation soit clinique ou
subclinique [15]. Cette baisse de croissance a également des répercussions sur le long terme :
elle augmente le temps d’'improductivité des génisses et diminue les quantités de lait produite
lors de la premiére lactation [17]. On comprend donc lI'intérét de maitriser au mieux les
strongles gastro-intestinaux des jeunes bovins.

C.2. Expression clinique

L’'ostertagiose bovine s’exprime sous différentes formes cliniques : ostertagiose de type
I, de type Il, de pré-type Il et allergique [4, 40].
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- Ostertagiose de type | :

Les manifestations cliniques, c’est-a-dire une diarrhée profuse aqueuse, une perte de
poids et de la polydipsie, sont liées a I'accumulation des parasites qui ont réalisé des cycles
parasitaires complets, c’est-a-dire avec entrée et sortie des larves de la muqueuse abomasale
(pas d’hypobiose). Les signes cliniques apparaissent lorsque la charge parasitaire est élevée
(autour de 40 000 vers selon Armour (1970)) [7]. L'ostertagiose de type 1 se manifeste
pendant la premiére saison de pature des génisses, dées lors que le recyclage parasitaire a été
suffisant pour induire des niveaux d’infestation importants, c’est-a-dire le plus souvent de
juillet a octobre en France.

Localement, la caillette est inflammée, ocedématiée et plus ou moins nécrosée. Une
hypoalbuminémie est généralement associée.

- Ostertagiose de pré-type ll :

C’est une forme asymptomatique (ou symptémes frustes) caractérisée par des lésions
discrétes chez des animaux paturant sur des parcelles contaminées en automne. Les larves
ingérées entrent en hypobiose et s’enkystent dans la paroi de la caillette, les kystes sont alors
visibles sur la muqueuse. L’ostertagiose de pré-type Il se produit pendant I’hiver, de novembre
a février.

- Ostertagiose de type ll :

Les manifestations cliniques, c’est-a-dire une diarrhée profuse, des pertes de poids et
parfois de la mortalité, font suite a I'émergence simultanée des L4 de la muqueuse abomasale
lors de leurs sorties d’hypobiose. Un grand nombre de parasites (parfois plus de 200 000)
peuvent étre retrouvés dans la caillette suite a I'’émergence. Elle se déroule en fin d’hiver-
début de printemps suivant la premiere saison de pature et touche donc des animaux en
début de 2°™¢ saison de pature (ou juste avant la mise a I'herbe alors que les animaux sont
encore en stabulation).

Localement, on retrouve une hyperplasie de la muqueuse ainsi qu'un cedeme.
L’hypoalbuminémie est plus marquée que lors d’ostertagiose de type |, elle est associée a une
perte de protéines plasmatiques. Ces pertes conduisent fréquemment a un cedéme de l'auge.

- Ostertagiose allergique :

Elle apparait brutalement sur des adultes en 2™ ou 3°™¢ saison de pature lors de la remise
a I'herbe et de la réinfestation. L'ostertagiose allergique est une affection rare caractérisée
par un amaigrissement important et une diarrhée profuse. Les lésions sont celles d’ une
gastrite cedémateuse [22].

C.2. Lésions macroscopiques

Lors d’autopsie, les principales Iésions d’ostertagiose sont un cedeme de la muqueuse
abomasale, une congestion, une desquamation voire une nécrose des plis abomasaux. On
constate également une lymphangite réactionnelle locale. La présence des parasites dans la
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muqueuse de la caillette provoque des nodules circulaires de 2 a 3 mm de diamétre avec un
orifice central. Lors d’infestation sévere, la muqueuse est hyperplasique [22, 39, 62].

C.3. Pathogénie

La pathogénie de I'ostertagiose repose sur 3 points principaux [30] :

- une baisse d’appétit,
- des modifications histologiques et humorales,
- une augmentation du péristaltisme du tube digestif et de la caillette.

Ostertagia ostertagi exerce une action mécanique traumatique sur la paroi abomasale. La
pénétration des L3 dans la paroi et dans les culs de sacs glandulaires puis la sortie des L4 sont
fortement irritantes pour la muqueuse et entrainent des modifications des fonctions gastro-
intestinales.

Les glandes gastriques constituées par les cellules principales, les cellules pariétales et les
cellules entéro-endocrines secrétent respectivement le pepsinogéne, I'acide chlorhydrique et
la gastrine. 17 a 35 jours post-infestation par O. Ostertagi, on observe un remplacement des
cellules pariétales par des cellules indifférenciées ne produisant pas d’acide chlorhydrique, le
pH passe alors de 2,2 a7 [18, 25]. Ces changements morphologiques et fonctionnels font suite
aux lésions entrainées par le parasite sur les cellules pariétales. La régénération de
I’épithélium passe alors par une division rapide de cellules entrainant la mise en place de
cellules indifférenciées et une hyperplasie de la muqueuse. L'augmentation de pH qui en
découle a plusieurs impacts : on observe une augmentation de la production de gastrine et
par conséguent une augmentation de la production de pepsinogene, ce dernier s’accumulant
alors par défaut de transformation en pepsine en raison de la baisse de sécrétion d’HCI [13].
La concentration en pepsine étant diminuée, il s’en suit alors une altération de la digestion
des aliments. Associée a cela, la disjonction des ponts cellulaires permet la résorption du
pepsinogeéne et une augmentation plasmatique de ce dernier [7, 22, 63]. Ces mécanismes sont
résumés dans les Figures 4 et 5. Une fuite protéique est également observée responsable
d’une hypoalbuminémie. Enfin I'alcalinisation du pH favorise la multiplication de bactéries
anaérobies, en partie responsables des diarrhées [64].

Glande gastrique normale Glande gastrique parasitée
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Lavaniern pepsine produisant pas ! = terc
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Figure 4: Mécanisme de |'augmentation du taux de pepsinogéne sérique lors d'infestation par Ostertagia ostertagi [57]
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La baisse de productivité entrainée par le déficit énergétique due a I'anorexie est due a
I’"hypergastrinémie, consécutive a la modification du pH de la caillette.

Ostertagia ostertagi exerce également une action spoliatrice en nutriments
principalement par son caractére hématophage [22]. Celle-ci est aggravée par I'action
anticoagulante des produits d’excrétion-sécrétion produits par tous les stades parasitaires.
Ces substances libérées sont complexes et contiennent des molécules a activité enzymatique.
Elles sont impliquées dans différents phénomenes dont I'invasion tissulaire, une diminution
du péristaltisme intestinal, une altération de la perméabilité des muqueuses ainsi qu’un
échappement a la réponse immunitaire [18, 25].

Croissance et émergence des larves

Lésions des cellules pariétales

v

‘ Baisse de la production d’HCl

/ Stimulation des cellules entéro-

Baisse de la transformation de endocrines
pepsinogéne

Augmentation du taux de gastrine
sérique

'

Stimulation des cellules pariétales

Stimulation des cellules principales

l

Augmentation de pepsinogéne dans
la lymphe et le sang

Augmentation de renouvellement
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Hyperplasie

Baisse de la concentration de
pepsine

. L G
Baisse de la digestion protéique ?

Perte de I'effet bactériostatique ~

------ Diagnostic clinique et de laboratoire

——— Diagnostic nécropsique

Figure 5 : Diagramme schématique des changements pathogéniques lors d'infestation par O. Ostertagi d’aprés Van Veen
Schillhorn, 1988 [61]

C.4 Réponse immunitaire

Les bovins, suite a de nombreux contacts avec les larves infestantes, acquiérent
progressivement une immunité concomitante. Un équilibre dynamique s’établit entre I’hote
et le parasite. Cet équilibre maintient une charge parasitaire faible et permet de conserver un
recyclage parasitaire évoluant a bas bruit [71].

L'immunité se manifeste tout d’abord par une réduction de la fécondité des femelles,
probablement d{ a une intervention locale des IgA, et par une diminution de la croissance des
vers [23]. Ensuite, I'immunité entraine une augmentation du nombre de L4 inhibées et
I’expulsion des adultes. L’héte acquiere enfin une résistance vis-a-vis de l'infestation par de
nouvelles larves, un équilibre entre I'hGte et le parasite se met en place. L'immunité
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concomitante s’installe apres 6 a 8 mois de contact effectif, généralement en fin de seconde
saison de pature. Elle met en jeu I'immunité humorale et cellulaire [9, 32, 71].

Les antigénes d’Ostertagia ostertagi sont principalement des produits d’excrétion-
sécrétion et des antigenes cuticulaires ou somatiques [71]. La rencontre avec ces antigenes
entraine une réponse immunitaire a profil Th2 méme si cette derniéere n’est actuellement pas
clairement définie. Cette réponse Th2 entraine la libération de mastocytes, d’éosinophiles, de
lymphocytes et IgE médiées par des cytokines Th2. L’élimination des vers adultes présents
dans la lumiére du tube digestif est permise par I'action des mastocytes et des IgE par
augmentation de la sécrétion de mucus et du péristaltisme intestinal.

Parallélement, on constate que les sérums des veaux fréqguemment au contact
d’Ostertagia ostertagi présentent des 1gG1, 1gG2, IgA, IgM, et IgE [44]. Une immunité
humorale est donc également mise en place. Lors d’infestation par les strongles digestifs, le
nombre de lymphocytes B augmente dans les ganglions lymphatiques de la caillette ou sont
présentés les antigénes d’O. ostertagi. Les IgA sont responsables de la diminution de la
fécondité des femelles par action locale sur les parasites adultes. Les IgE entrainent des
réactions d’hypersensibilités immédiates. Ces réactions allergiques incluent les IgE médiées
par les mastocytes de la muqueuse abomasale. Il a été émis que les IgG1 pourraient étre les
témoins de I'exposition des bovins aux parasites tandis que les IgG2 seraient responsables de
la protection immunitaire [23]. Les ruminants avec des taux d’IgG élevés sont parasités avec
des vers plus courts, des femelles possédant moins d’ovules et avec des volets vulvaires
réduits [45, 71].
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Il. Diagnostic de I'ostertagiose

A I'heure actuelle, le diagnostic de 'ostertagiose repose sur 3 examens de laboratoire
utilisables en routine : la coproscopie, le dosage de pepsinogene sérique et la mesure du taux
d’anticorps anti-Ostertagia ostertagi dans le lait de tank.

A. Suspicion clinique

Les signes d’appel majeurs sont une diarrhée aqueuse profuse sans hyperthermie
associée. Les animaux sont en mauvais état général avec des retards de croissance notables
associés a une anorexie. En général, plusieurs individus sont atteints dans le lot des jeunes
bovins en premiere ou deuxiéme saison de pature. Les commémoratifs sont alors essentiels.
Il faut recueillir les informations concernant I'historique du paturage des animaux ainsi que
les traitements anthelminthiques recus et a quelle période.

B. Coproscopie, coproculture et comptage larvaire dans I’herbe

La coproscopie est la recherche et le dénombrement d’ceufs dans les bouses des animaux.
Cette technique est le marqueur de la présence de parasites adultes dans le systéme digestif
des animaux. Elle permet un diagnostic qualitatif (présence ou non du parasite chez I’hote) et
guantitatif (nombre d’ceufs excrétés par gramme de matiere fécale).

Le dénombrement s’effectue souvent a I'aide d’une cellule de Mac Master aprées avoir mis
en flottation les ceufs contenus dans les féces grace a un liquide de densité élevée. Pour les
jeunes animaux, la technique de Mac Master a une sensibilité de 25 a 50 opg. Chez les adultes,
des techniques plus sensibles sont nécessaires comme la double centrifugation de Wisconsin
[14, 25] ou la technique FLOTAC [14] qui combine la centrifugation a la technique de
flottation. Le nombre d’ceufs obtenus est exprimé en ceufs par gramme de féces (opg). Selon
les résultats de coproscopie, des classes de niveau d’infestation peuvent étre proposées.
Celles-ci sont résumées dans le Tableau I.

Tableau | : Seuil de quantification de I'infestation parasitaire [22, 57]

Niveau d’infestation Nombre d’ceufs ( en opg)

Infestation faible <50 opg
Infestation modéré 50 <opg <500
Infestation élevée 500 < opg < 2500

Infestation tres élevée > 2500 opg

Cependant, l'interprétation des résultats doit étre faite avec précaution. En effet, la
coproscopie ne permet pas d’identifier les espéces de strongles. De plus, la prolificité des
adultes est variable : les adultes issus des larves en hypobiose pondent beaucoup d’ceufs ; les
résultats coproscopiques peuvent donc étre élevés en début de deuxiéme saison de pature
alors que l'infestation est modérée. Au contraire, en fin de saison de paturage, le parasite est
majoritairement sous forme enkystée. Les résultats coproscopiques peuvent alors étre faibles
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alors que l'infestation est élevée. Il n’existe pas de corrélation entre le niveau d’excrétion
(faible pour les bovins adultes) et la charge parasitaire [28, 33, 62].

La coproscopie reste intéressante dans un contexte d’infestation avec manifestation
clinique : en présence d’une baisse d’état général associée a des troubles digestifs, elle permet
alors d’infirmer ou non une suspicion de strongylose digestive. En I'absence de signes
cliniques, elle ne permet pas un diagnostic quantitatif pour évaluer 'impact de I'infestation et
ne permet donc pas d’évaluer le risque parasitaire.

La coproculture est une technique de dénombrement et d’identification des larves L3. Les
échantillons de feces récoltés sont mis en culture pendant 7 a 10 jours afin que les ceufs de
strongles se développent en larves. Les larves sont ensuite comptées et identifiées. Cette
technique est intéressante car elle permet I'identification de I'espéce de parasite en cause
mais elle est difficilement utilisable en routine (délai d’obtention des résultats et lecture
difficile) [66].

Le comptage des larves infestantes peut également étre réalisé sur un prélevement
d’herbe effectué sur les parcelles paturées. Le nombre de larves présentes sur I’herbe des
parcelles utilisées pour le paturage peut aider au diagnostic, surtout chez les animaux adultes.
Selon Soulsby [62], un retard de croissance est observé pour 100 larves/kg d’herbe séche alors
que des signes cliniques sont observés pour un nombre de larves supérieur a 1 000/ kg d’herbe
séche.

Un dénombrement des parasites lors de I'examen nécropsique est également possible. Il
permet de fournir des données qualitatives et quantitatives par comptage et identification du
parasite présent dans I'abomasum des animaux infestés. Cependant, cette technique est
lourde et nécessite I'abattage des animaux [39].

C. Dosage de pepsinogene
C.1. Intérét du dosage de pepsinogene

Cet examen mesure la concentration en pepsinogene dans le sang. Le pepsinogene est une
pro-enzyme intervenant dans la digestion des protéines. Il est produit par les cellules
principales du fundus et est converti en pepsine sous I'action de I’acide chlorhydrique produit
par les cellules pariétales de l'estomac. La libération de l'acide chlorhydrique et du
pepsinogéne est stimulée par la gastrine, hormone synthétisée par les cellules G de la
muqueuse pylorique [13] (Figure 4). A la faveur de lésions pariétales, le pepsinogéne passe
dans la circulation sanguine. La quantité de pepsinogéne traversant la paroi est
proportionnelle a la gravité des lésions de I'abomasum [57]. Chez les jeunes bovins non
immuns, la concentration du pepsinogéne sérique étant bien corrélée au nombre de parasites
hébergés, le pepsinogéne est un bon outil de diagnostic quantitatif indirect de I'infestation de
I'abomasum des bovins [40]. Cependant, toutes Iésions de la caillette peuvent entrainer une
augmentation sérique de pepsinogene [66]. Ainsi, une infestation par Trichostrongylus axei,
un ulcére, un lymphosarcome, une dilatation ou un déplacement de caillette peuvent
également étre en cause.
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Néanmoins, les strongles restent les principales sources de lésions abomasales chez de
jeunes animaux au paturage. Le dosage de pepsinogéne est donc un bon moyen d’évaluer le
risque d’ostertagiose a la rentrée en batiment des génisses.

C.2. Méthodes utilisées

Les méthodes de dosage du pepsinogene reposent sur la conversion du pepsinogéne
contenu dans le sérum en pepsine en milieu acide. La pepsine est alors mise en contact avec
un substrat protéique (hémoglobine ou albumine). Aprés protéolyse, la quantification de
I'activité enzymatique de la pepsine est obtenue par lecture spectrophotométrique [41].

Il existe actuellement deux protocoles différents suivant le substrat utilisé :

- I'hémoglobine bovine : méthode simplifiée décrite par Kerboeuf en 2002 [41] et
utilisée par I'INRAE. Ce protocole est celui utilisé dans la partie expérimentale de cette
these.

- lalbumine : méthode décrite par Berghen et al en 1987 et simplifiée par Dorny et
Vercruysse en 1998 [12, 27].

Ces 2 protocoles permettent un diagnostic équivalent, cependant les valeurs obtenues ne sont
pas comparables entre elles. Il est important de se renseigner sur la méthode utilisée auprés
du laboratoire ou sont envoyés les prélevements.

Meéthode simplifiée de Kerboeuf de 2002 [41] :

La méthode s’effectue en 3 phases :
- conversion du pepsinogene en pepsine en milieu acide
- mise en contact de la pepsine avec I’'hémoglobine bovine pendant 22h
- coloration des radicaux aromatiques, produits de dégradation de I’hémoglobine, et
lecture des résultats par spectrophotométrie
L'interprétation des résultats est résumée dans le Tableau II, ci-apres.

Tableau Il : Interprétation des valeurs de taux de pepsinogéne sérique chez les bovins en 18 et 2éme saison de pature
d'aprés Ravinet et al (2015)[57]

Valeurs (en Date du Interprétation Commentaires et conduite a tenir
mUTyr) prélevement
300-600 Alarentrée en Valeurs normales Si les valeurs sont trop faibles, il faut revoir
stabulation le plan de traitement afin de permettre une
meilleure installation de I'immunité
600 - 1200 Alarentrée en Faible charge parasitaire | - Absence de conséquences zootechniques
stabulation - Aucun traitement nécessaire cette année
ci
Autour de Alarentrée en Charge parasitaire - Risque de conséquences zootechniques
1500 stabulation élevée - Traitement nécessaire avec action sur les
Risque d’ostertagiose de larves enkystées
pré-type Il
2000- 2500 Fin d’été — Début Confirmation de - Taux de pepsinogéne corrélé a la charge
d’automne strongylose digestive parasitaire
ostertagiose de type | - Traitement nécessaire
2500-4000 | Fin d’hiver —début Confirmation de -Traitement nécessaire
de printemps strongylose digestive
Mise a I'herbe ostertagiose de type Il
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C.3. Utilisation pratique

En pratique, seuls 5 a 10 animaux (choisis aléatoirement parmi un groupe allant jusqu’a
40 individus) suffisent pour estimer le niveau d’infestation moyen du lot [16, 40]. Des dosages
sont effectués sur chaque prise de sang et l'interprétation se fait a I'échelle du lot en calculant
la moyenne des taux individuels.
Cette analyse est utilisée sur les génisses lors de 3 situations :

- Suspicion de strongylose digestive clinique (ostertagiose de type |) en fin d’été — début
d’automne

- Evaluation de la nécessité d’un traitement anthelminthique a la rentrée en stabulation

- Suspicion d’ostertagiose de type Il en fin d’hiver — début de printemps

Sur le terrain, I'estimation de l'infestation des génisses s’effectue souvent en analysant les
valeurs des 5 résultats de pepsinogenes sériques comme résumé dans le Tableau lll.

Tableau Il : Estimation de l'infestation d'un lot a partir des mesures du taux de pepsinogéne sérique.

Nombre de résultats > oyenne de dsultats (e
2000 mUTyr <1000 1000-1750 >1750
0 Faible Moyenne Forte
1 Moyenne Moyenne Forte
>1 Moyenne Forte Forte

C.4. Taux de pepsinogéne rapportés dans la littérature

En se basant sur des études avec des suivis parasitologiques effectués sur des lots de
jeunes bovins, le Tableau IV résume les taux de pepsinogene usuellement rencontrés dans
divers contextes.
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Référence
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Tableau IV : Synthese des études utilisant le dosage de pepsinogene sérique

Caractéristique de
|’échantillon

Méthode utilisée

Résultats obtenus (gamme

d’interprétation pour la méthode

Commentaires

utilisée)

mUtyr d’avril a ao(t

Hogberg et al Suede - Etude de 6 mois sur - Micro-méthode de - Taux de pepsinogéne pour les - Corrélation positive entre les taux de
(2019) [35] I'année 2016 Dorny et Vercruysse, groupes a forte exposition pepsinogene et la charge parasitaire
- 63 génisses en premiére | (1998) parasitaire : 1.22 +/- 0.53 3 2.25 +/-1 | - Corrélation positive entre le taux de
saison de paturage UTyr pepsinogene et la fréquence de couchage
- Taux de pepsinogene pour les
groupes a faible exposition
parasitaire : 0.55 +/-0.23 2 1.08 +/-
1.08 UTyr
Merlin et al France - Etude de 2 ans (2013 et | - Méthode de Kerboeuf | - Groupes issus de parcelles a faible | - Corrélation positive entre la pression
(2017)[48] 2014) et al (2002) pression d’infestation larvaire : 1.84 | d’infestation larvaire des parcelles et le taux
- 577 génisses de UTyr de pepsinogéne.
premiéere saison de - Groupes issus de parcelles a forte
patures pression d’infestation larvaire : 2.19
Utyr
Merlin et al France - Etude sur I'année 2013 - Méthode de Kerboeuf | - Groupes faiblement infestés : 1.63 | - Corrélation positive entre le taux de
(2016)[49] - 291 génisses en et al (2002) UTyr pepsinogene et le niveau d’exposition aux SGlI
premiere saison de - Groupes fortement infestés : 2.27 | - Corrélation négative entre les taux de
paturage Utyr pepsinogene et le GMQ.
Ravinet et al France - Etude sur I'lannée 2007 - Methode de Kerboeuf | - Variations moyennes des taux de - Augmentation progressive des valeurs de
(2013)[58] - 93 veaux sous la meére et al (2002) pepsinogéne de 700 mUTyr a 1900 pepsinogéne au cours de la saison de paturage
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Larson et al (2011) | Suéde - Etude de 3 ans (2003 a - Micro-méthode de - Valeurs de pepsinogene autour - Augmentation légere du taux de
[46] 2005) Dorny et Vercruysse, de 1.6 UTyr en mai 2003 pepsinogéne pendant la premiére moitié de
- 40 males Prim’Holsteins | (1998) (premiére saison de paturage) saison de pature.
castrés de seconde saison - Valeurs de pepsinogéne autour - Pas de différence significative des taux
de pature de 1 UTyr en mai 2004 et 2005 moyens de pepsinogéne en fonction des
chez les animaux traités a la groupes (traités a la doramectine, non traités,
doramectine I'année précédente. complémentés avec des concentrés ou en
rotation de paturage)
- Un taux de pepsinogene élevé dans la
premiéere partie du paturage seraitdd a la
sortie des larves en hypobiose et/ ou a une
exposition a des L3 pendant I’hiver
Charlier et al Belgique - Etude de 2 ans (2006 et | - Micro-méthode de - Taux moyen de pepsinogene : 2.5 - Le prélévement de 7 animaux pour un lot de
(2010b)[19] 2007) Dorny et Vercruysse, UTyr avec des valeurs allant de 0.2 a | 40 animaux suffit
- 5592 génisses a la (1998) 6.8 UTyr. - Le prélévement d’un petit nombre d’animaux
rentrée en batiment permet d’établir une stratégie de contréle
pour I'lannée suivante et la mise en place de
traitements sélectifs
Charlier et al Belgique - Etude transversale de 2 | - Micro-méthode de - Majorité des troupeaux tous pays - Le taux d’infestation est faible pour les
(2010a) [15] Allemagne ans (2006 et 2007) Dorny et Vercruysse, confondus : <1 UTyr génisses en premiére saison de paturage.
Suede - 990 génisses laitieres en | (1998) - Peu de troupeaux > 3 UTyr - Seul 2 a 6 % ont des taux d’infestation
premieres saison de - Taux de pepsinogéne supérieurs en | compatibles avec des pertes de productions
paturage 2007
Hoglund et al Suede - Etude rétrospective de 3 | - Micro-méthode de - Le taux de pepsinogéne est - Corrélation négative entre le taux de
(2009)[36] études Dorny et Vercruysse, maximum a la mi-saison de paturage | pepsinogéne et le GMQ

- 330 génisses en
premiere saison de
paturage

(1998)

- Le taux de pepsinogene maximum
est obtenu en 2°™ saison de
paturage : 4,5 UTyr

- Utilisation du pepsinogene pour discriminer
les animaux atteint d’ostertagiose clinique ou
subclinique.

- Manque de standardisation
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Forbes et al Angleterre - Etude de 77 jours - Méthode - Valeurs basales comprises entre 0.4 | - Pertes de production due a I'infestation par
(2009)[29] - 25 veaux Prim’holsteins | colorimétrique utilisant | et 0.9 UTyr. Ostertagia Ostertagi
castrés I"albumine comme - Augmentation des taux de
- Traitement au substrat pepsinogene lors d’infestations et
fenbendazole a I'arrivée baisse lors de traitements
Hoglund et al Suede - Etude sur I'année 1997 - Micro-méthode de - Taux de pepsinogéne moyen des 15 | - Taux de pepsinogene significativement plus
(2001) [37] - 947 animaux en Dorny et Vercruysse, fermes a la sortie au paturage : 0,63 | élevé chez les animaux ayant paturés plus tot
premiére saison de (1998) UTyr en 1997 (0,4 2 0,9 UTyr) et de - Interaction significative de la
pature issus de 15 fermes 0.69 UTyr (0,5a 1,2 UTyr) en 1998 complémentation au printemps et a
- Taux de pepsinogéne moyen des 15 | I'automne : taux de pepsinogene plus faibles
fermes a la rentrée en batiment lors de complémentation.
de 1.21 UTyr (0,5 & 2,6 UTyr) en 1997
et de 1.33 UTyr (0,7 a 2,6 UTyr) en
1998
- Taux de pepsinogéne individuel
supérieurs a 3.6 UTyr dans 1.1% des
cas
Agneessen et al Belgique - Etude d’un an - Micro-méthode de - Valeur moyenne : 1.9 UTyr (+/-0.1) | - Corrélation significative entre le taux de

(2000)[1]

(novembre 1997 a
octobre 1998)
- 121 vaches laitiéres

Dorny et Vercruysse,
(1998)

avec des valeurs allant de 0.3 3 6.5
UTyr

pepsinogene et les IgG dirigées contre
O.Ostertagi en fonction de la saison chez les
adultes.

- Les animaux avec des taux de pepsinogéne
élevés sont plus enclins aux pertes de
production.

- Pattern saisonnier : maximum observé en
juin, juillet et ao(t.

- Corrélation significative entre le taux de
pepsinogeéne et le nombre d’adultes.
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Dorny et Belgique - Etude d’environ 1 an - Etablissement de la - Validation de la micro-méthode
Vercruysse (1996) micro-méthode de - Reproductibilité testée avec 0.9,
(1998)[27] - 248 génisses en Dorny et Vercruysse 2.1et5.1 UTyr
premiéere saison de (1998)
pature
Claerebout et al Belgique - Etude de 6 mois - Méthode de Berghen - Valeurs initiales inférieures a 1 - Nombre de larves administrées tres
(1998)[24] - 36 veaux males et al (1987) UTyr supérieur au nombre de larves ingérées en
Prim’Holsteins de 7 a 11 - Augmentation de 3 +/-0.22 UTyr conditions réelles
mois, déparasités. apres infestation chez les non traités | - Corrélation positive entre le taux de
- Augmentation de 1.3 2 1.5 UTyr pepsinogene et le nombre de larves
chez les animaux traités
Hilderson et al Belgique - Etude de 90 jours - Méthode de Berghen - Valeurs initiales inférieures a 700 - Nombre d’animaux faibles
(1991)[34] - 12 veaux indemnes de et al (1987) mUTyr - Haute corrélation entre le taux de
parasites puis infestation - Augmentation des taux de pepsinogene et le nombre de larves
artificielle avec 10 000 ou pepsinogene entre J3 et J6 post-
100 000 L3 infestation
- Augmentation de +/- 900 mUTyr
Ploeger et al (1990) | Belgique - Etude sur les années - Méthode de Berghen - La moyenne des taux de - Diminution du taux de pepsinogéne entre
[53] 1985 et 1986 et al (1987) pepsinogene était de 1873 mUTyr octobre et décembre
- 870 génisses de 21 mois en septembre 1985 et de 974 mUTyr | - Interaction significative entre la période de
en moyenne (10.2 a 30.7 en décembre 1985 contre 1552 prélevement et le taux de pepsinogene
mois) issues de 87 fermes mUTyr en septembre 1986 et 1472
mUTyr en décembre 1986
Kerboeuf et al France - Etude de 4 ans - Méthode de Kerboeuf | - Lien significatif entre le taux moyen | - 5 a 7 prélévements dans un lot sont

(1981)[40]

- 53 génisses limousines

(1979)

de pepsinogéne et le nombre total
de vers dans la caillette.

suffisants pour établir un diagnostic.
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C.4. Limites du dosage du pepsinogene

Le dosage du pepsinogene est colteuy, il revient a 11 euros par animal sans compter le
déplacement et la visite du vétérinaire pour réaliser les prélévements. Sachant qu’il faut
effectuer au minimum 5 analyses, cela revient a un colt de 55 euros hors frais vétérinaires.
Une analyse sur mélange de sérums serait donc intéressante afin de diminuer le coQt financier
pour I'agriculteur.

Il est recommandé de prélever au moins 5 animaux par lot car c’est en faisant la moyenne
d’au minimum 5 dosages que I'on obtient une corrélation avec la charge parasitaire moyenne
du lot [16, 41]. Toutefois, les aléas d’échantillonnage ne sont pas documentés. On peut donc
se demander comment le fait de prélever 5 génisses ou 5 autres dans le lot pourrait modifier
la moyenne et donc in fine le diagnostic.

Le taux de pepsinogene sérique est un bon marqueur des lésions de la muqueuse de la
caillette. Si Kerboeuf et al [40] ont démontré la relation entre le taux de pepsinogene sérique
et la charge parasitaire chez les jeunes bovins, elle est en revanche non corrélée chez les
animaux adultes, ce qui limite I'usage de cet outil diagnostique chez les vaches adultes.

D. Test ELISA
D.1 Principe de I'analyse ELISA

Suite aux contacts avec les parasites, des anticorps anti-O. ostertagi sont produits [43]. Le
taux d’anticorps peut étre quantifié par la méthode ELISA, (enzyme-linked immunosorbent
assay) qui permet de mettre en évidence la présence d’anticorps dirigés contre les antigenes
bruts d’'Ostertagia ostertagi. Cette technique couramment utilisée sur le lait de tank en
troupeaux laitiers est souvent vue comme une mesure indirecte de I'exposition du troupeau
aux strongles gastro-intestinaux. Cette méthode n’est actuellement pas utilisée sur les sérums
de génisses ou les troupeaux allaitants. Elle présente cependant de nombreux avantages par
rapport au dosage de pepsinogene sérique : elle est peu colteuse, standardisée et donc
automatisable en laboratoire.

D.2 Utilisation pratique

Le taux d’anticorps anti-Ostertagia ostertagi est considéré comme un bon marqueur de

I’exposition des animaux aux strongles digestifs mais il ne permet pas de quantifier la charge
parasitaire de ceux-ci [57].
Plusieurs études (Tableau V) ont montré que ce taux d’anticorps était négativement corrélé
au GMQ des génisses a la rentrée en stabulation. Par ailleurs, plusieurs études ont également
mis en évidence un manque de sensibilité et de spécificité de la méthode du fait de réactions
antigéniques croisées avec d’autres strongles gastro-intestinaux tel que Cooperia spp [45].

Le Tableau V résume les études utilisant le dosage d’anticorps anti-O.ostertagi sur sérums
et les résultats qui en ressortent.
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Tableau V : Synthese des études utilisant le dosage d'anticorps anti-O.Ostertagi sur sérum

Caractéristique de
I’échantillon

Méthode ELISA
utilisée

Résultats obtenus (gamme
d’interprétation pour la méthode

utilisée)

Commentaires

6 a 16 mois.

ostertagi-Ab
- Sérums individuels
dilués a 1/160

- Faible GMQ pour des RDO >
0.94-0.95

- Le taux d’anticorps est plus
faible pour les animaux mis a
I’herbe tardivement (apres juin)

Tuo, W et al USA - Etude sur 2,5 ans - Méthode Lecture a 450 et 570 nm - Corrélation positive entre le niveau
(2016) [69] - 18 animaux de 6 mois | équivalente au kit Absence de paturage : d’exposition et la quantité
au début de I'étude ELISA SVANOVIR® O. DO=0 d’immunoglobulines.
répartis en 3 groupes : | ostertagi-Ab Paturage continu : DO=1.75 (+/-
- paturage continue - Sérums individuels 0.15)
- paturage limité dilué a 1/500. Paturage limité : DO=1.15 (+/-
- pas de paturage 0.15)
Merlin, A et al Ouest de la | - Saisons de pature - Kit ELISA - Impact de I'infestation sur la - Corrélation négative entre le RDO et le
(2017) [48] France 2013 et 2014. SVANOVIR® O. croissance a partir du seuil de GMQ.
- 577 génisses agées de | ostertagi-Ab RDO de 0.7 - Les valeurs de sensibilité et spécificité
4 317 mois. - Sérums individuels - Meilleur compromis entre la peuvent étre considérées comme basses ;
dilués a 1/160 spécificité (56%) et la sensibilité 76% des animaux infestés vont étre traités
(76%) obtenu pour un RDO a 0.93 | et 44% des animaux vont étre traités
et un GMQ a 683 g/jour. inutilement.
Merlin et al Ouest de la | - Saison de pature 2013 | - Kit ELISA - Impact sur le GMQ dés un seuil | - Corrélation positive entre le taux
(2016) [49] France - 291 génisses agées de | SVANOVIR® O. de RDO > 0.7 d’anticorps et le paturage.

- Corrélation positive entre le taux de
pepsinogene et le RDO pour chaque
pratique de paturage et négativement
corrélé aux GMQ pour les lots fortement
exposés.

40




sur une période inférieure a 198

jours.
Forbes et al Royaume - Etude de 77 jours - Kit ELISA - Pic de RDO a 0.65 pour les - Corrélation positive entre le taux
(2009) [29] uni - 25 veaux males SVANOVIR® O. groupes non traités avec un d’anticorps et le niveau d’infestation
croisés Prim’Holsteins ostertagi-Ab anthelminthique. - Corrélation négative entre le taux
castrés agésde 4 a5 - Sérums individuels - Pic de RDO a 0.38 pour les d’anticorps et 'utilisation de traitement.
mois dilués a 1/140 animaux traités avec un
anthelminthique
Hoglund et al Suede - Etude rétrospective - Kit ELISA - Seuil obtenus pour les anticorps | - Les taux d’anticorps sont difficilement
(2009) [36] de 3 études SVANOVIR® O. est de 0.6. interprétables par manque de spécificité
- 330 génisses en ostertagi-Ab - Le taux d’anticorps augmente et de sensibilité.
premiére saison de - Sérums individuels moins vite que le taux de - Corrélation négative entre les
paturage dilués a 1/160 pepsinogene et le maximum est performances zootechniques et le taux
obtenu tard dans la saison de d’anticorps.
paturage.
Agneessen et al Belgique - Etude d’un an (de - Antigénes d’adultes, | - Lecture a 492 nm - Absence de corrélation entre le taux
(2000) [1] novembre 1997 a IgG de bovins - Pattern saisonnier d’anticorps et la charge parasitaire.
octobre 1998) coupléesala - RDO moyen = 0.57 (+/-0.02) - Haute corrélation entre le taux de
- 121 vaches laitieres peroxydase de raifort pepsinogeéne et les IgG (Rp?=0.22,
- Sérums individuels p<0.05) en fonction de la saison.
dilués a 1/400
Dorny et al (1999) | Belgique - Méta-analyse de 20 - Antigénes d’adultes, | - Lecture a 492 nm - Plus faibles taux anticorps des animaux

[26]

études conduites entre
1984 et 1997

IgG de bovins
couplées ala
peroxydase de raifort

Valeurs de 0.17 2 1.41
- Lots traités ont des RDO plus
faibles que les non traités avec

traités
- Bonne relation entre les DO et
I’exposition estimée.
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- 428 veaux
Prim’Holteins (plus de
femelles que de males)

- Sérums individuels
dilués a 1/400

une différence significative
(RDO<0.5)

- Corrélation positive avec le niveau
d’exposition au paturage ; les animaux
traités ont des valeurs plus faibles.

- Manque de spécificité et de sensibilité
- GMQ négativement corrélé au RDO

Ploeger et al Pays Bas - Etude sur 5 mois - Méthode de Keus NR - Le taux d’anticorps peut étre utilisé pour
(1994) [54] - 106 génisses croisées | 1981 - Titre estimer le taux d’exposition a une
Prim’Holsteins d’anticorps infestation expérimentale
- Sérums individuels - Corrélation positive entre le taux
d’anticorps et le niveau d’exposition au
paturage
Kloosterman et al | Pays Bas - Etude de 5 semaines - Méthode de Keus Titre en anticorps anti-Ostertagia | - Corrélation positive entre le titre
(1984) [45] - 48 veaux males 1981 - Titre variantde1a?7 d’anticorps et le niveau d’exposition au
Prim’holsteins infestés | d’anticorps paturage
artificiellement - Sérums individuels
dilués de 1/20 a
1/1280
Keus et al (1981) | Pays Bas - Etude de 5 mois - Sérums individuels Valeurs variant de 0.65a 0.91 en | - Corrélation positive entre la charge

[42]

- 37 veaux males
Prim’Holsteins

prélevés toutes les
semaines dilués
jusqu’a 1/640

fonction des périodes de
paturages

parasitaire et le titre d’anticorps

- Purification des antigenes augmente la
valeur diagnostique des tests ELISA sur le
terrain
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D.3 Limites de I'ELISA anti-Ostertagia ostertagi

Le fait que le taux d’anticorps anti-O.ostertagi dans le sérum ne soit pas corrélé a la
charge parasitaire hébergée par les animaux est une premiere limite a son utilisation sur le
terrain. En effet, il ne permet pas d’avoir un reflet de la population parasitaire dans la caillette
des bovins et ainsi, il ne permet pas d’établir de décision thérapeutique.

Le manque de spécificité du dosage, d aux réactions croisées avec d’autres strongles
est également une limite a son utilisation.

E. Autre examen complémentaire : la gastrine

La physiologie du tube digestif est en partie régulée par la gastrine. Lors d’infestation de
la caillette par des nématodes, on constate une hypergastrinémie secondaire a
I'augmentation du pH. Les taux de gastrine peuvent également étre modifiés en cas de
lactation, d’ulcéres de caillette et de lymphomes digestifs [31]. Les taux sériques normaux
varient de 100 a 200 pg/mL chez les bovins. lls peuvent étre multipliés par 3 a 10 lors
d’ostertagiose de type | et par 3 a 7 lors d’ostertagiose de type Il [61]. Le dosage sérique peut
sembler intéressant. Cependant, cette méthode est tres colteuse et le dosage de gastrine
repose sur un test radio-immunologique nécessitant un laboratoire spécifique dédié aux
radio-éléments [13, 61].
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F. Enrésumé ...

En résumé, les analyses décrites précédemment sont regroupées dans le tableau ci-dessous :

Analyses

Tableau VI : Résumé des méthodes diagnostiques utilisables sur le terrain

Marqgueur de ...

Intéréts

Limites

Coproscopie

La présence de

Confirmer ou infirmer une

- Pas d’identification de

(opg) strongles suspicion de strongylose | I'espéce parasitaire en cause
adultes dans le | clinique sur des génisses en | - Non utilisable pour évaluer
tube digestif cours de saison de paturage | la mise en place d’un

traitement dans un contexte
subclinique
- Non utilisable pour
confirmer ou infirmer une
hypothese d’ostertagiose de
type Il ou de prétype I
(ostertagiose larvaire)
Dosage de L'intensité  des | En cours de saison de |- Colteux
pepsinogene | lésions de la | paturage: confirmer ou | - Dosage de plusieurs

sérique paroi abomasale | infirmer une ostertagiose de | génisses d’'un méme lot et
(mUTyr) type | sur des génisses ayant | interprétation a effectuer sur
des troubles digestifs la base de la moyenne du lot ;
A la rentrée en stabulation : | pas de diagnostic a I’échelle
quantifier la charge | individuelle
parasitaire des génisses en | - Seuils d’interprétation des
187 et 2°™e saison de pature | génisses non transposables
A la fin d’hiver-début de | aux bovins adultes.
printemps : confirmer ou
infirmer  une  suspicion
d’ostertagiose de type 2
(génisses avec des troubles
digestifs et ayant péaturé
I'automne précédent)
Mesure du L’exposition des | Corrélation négative entre le | - Non utilisée en routine
niveau génisses aux SGI | taux d’anticorps et le GMQ | - Pas de lien entre le taux

d’anticorps
anti-Ostertagia
dans le sérum
(RDO)

d’anticorps et la gravité des
|ésions et la charge
parasitaire
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lll.  Mesures thérapeutiques et préventives

La prévention contre linfestation par Ostertagia ostertagi repose sur des moyens
thérapeutiques avec I'utilisation d’anthelminthiques, et agronomiques via la gestion du
paturage. La prévention permet de limiter I'exposition des bovins aux strongles digestifs tout
en assurant la mise en place de I'immunité.

A. Mesures thérapeutiques [6, 55]

La thérapeutique repose sur I'utilisation de traitements anthelminthiques. Actuellement,
il existe trois familles de molécules actives contre les strongles digestifs utilisables chez les
animaux de premiere et deuxieme saison de pature: les benzimidazoles, les lactones
macrocycliques et imidazothiazoles.

Les benzimidazoles et les pro-benzimidazoles sont actifs contre les strongles digestifs et
respiratoires. lls sont adulticides et larvicides. En particulier, ils sont actifs contre les larves L4
d’Ostertagia ostertagi en développement et en hypobiose avec une efficacité partielle contre
ces derniéres. Les pro-drogues sont activées dans le rumen, les molécules sont libérées
lentement dans le tube digestif. lls sont de faible toxicité.

Les lactones macrocycliques qui regroupent les avermectines et les milbémycines ont un
spectre d’activité trés large (endoparasites et ectoparasites). Elles sont adulticides et larvicides
(actives sur tous les stades). Ce sont des molécules rémanentes faciles d’utilisation
(nombreuses formulations pour-on), c’est pour cela qu’elles sont leaders sur le marché des
antiparasitaires bovins. Cependant, la rémanence accroit le risque de développement de
résistances.

Concernant les imidazothiazoles, seul le |évamisole est utilisé. Il est actif uniquement sur
les adultes des strongles digestifs. || peut étre administré par différentes voies.

Le Tableau VII résume les anthelminthiques utilisables.
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Tableau VII : Molécules anthelminthiques utilisables chez les génisses laitieres [6]

Molécules

Posologie (en mg/kg) et voie

d’administration

Rémanence

Temps d’attente

Fenbendazole 7,5 mg/kg Absente Viande : 11 j
(PANACUR®) Suspension buvable Lait: 6]
Oxfendazole 4,5 mg/kg Absente Viande : 15
(OXFENIL®, Suspension buvable Lait: 7]
" RESPIDOSE 1 dispositif/200 a 400 kgs Libérations 6 mois
% FARMINTHIC®, Dispositif intra-luminal a répétées sur Ne pas utiliser sur les génisses gestantes.
_rE SYNANTHIC ®) libération séquentielle 130
E Fébantel 7,5 mg/kg Absente Viande : 8j
% (RINTAL®) Suspension buvable Lait:6,5]
= Albendazole 7,5 mg/kg Absente Viande : 5 j
(VALBAZEN®) Suspension buvable Lait:3,5]
Ne pas utiliser dans le 1*" tiers de gestation
Nétobimin 7.5 mg/kg Absente Viande : 6 jours
(HAPADEX®) Suspension buvable Lait : 3 jours
Lévamisole 7,5 mg/kg Absente Viande : 3
(NEMISOL Injectable IM Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
D INJECTABLE®, 10 mg/kg Absente Viande : 3 j
§ NEMISOL®, Pour on Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
% LEVAMISOLE®, 7,5 mg/kg Absente Viande : 3 j
-§ CHRONOMINTHIC®) Buvable Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
£ Dispositif intra-ruminal Libération Viande : 4 mois
libération continue continue sur Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
90 jours
Eprinomectine 0,2 mg/kg 2 semaines Viande : 63 j
(EPRECIS®, EPRINEX®) Injectable SC Lait: 0]
0,5 mg/kg 4 semaines Viande : 15
Pour on Lait: 0]
Moxidectine 1 mg/kg 120 jours Viande : 108 j
o (CYDECTINE®) Injectable LA SC Ne pas utiliser 80 jours avant vélage.
5— 0,2 mg/kg 5 semaines Viande : 65 j
g Injectable SC Ne pas utiliser 60 jours avant vélage.
g 0,5 mg/kg 5 semaines Viande : 14j
E Pour on Lait: 6]
g Ivermectine 0,2 mg/kg 3 semaines Viande : 49 j
*g (IVOMECS®, Injectable Ne pas utiliser 28 j avant vélage.
- CEVAMEC®, 0,5 mg/kg 3 semaines Viande : 16 j
VIRBAMEC®) Pour on Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
Doramectine 0,2 mg/kg 4 semaines Viande : 70 j
(DECTOMAX®, Injectable Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
ZEARL®) 0,5 mg/kg 4 semaines Viande : 35
Pour on Ne pas utiliser 2 mois avant vélage.
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Toutes les molécules citées précédement sont efficaces aux doses standards sur
I'ostertagiose de type |. Cependant, concernant 'ostertagiose de type Il et de pré-type I, il est
nécessaire d’utiliser des anthelminthiques actifs également sur les larves en hypobiose. En
conséquence, seuls les benzimidazoles de derniéres générations (albendazole, fenbendazole
ou oxfendazole) et les lactones macrocycliques sont utilisables.

En fonction de I'estimation de I'infestation par dosage sérique de pepsinogene, un
tableau est souvent utilisé par les vétérinaires praticiens indiquant les différents traitements
possibles (Tableau VIII, tableau proposé par la commission parasitologie de la SNGTV).

Tableau VIII : Thérapeutique anthelminthique en fonction du niveau d'infestation

Nombre de Moyenne des 5 résultats (en mUTyr)

résultats > <1000 1000-1750 >1750
2000

Lactones macrocycliques
0 Aucun traitement Benzimidazole buvable + Analyse de la conduite
de patlrage

Lactones macrocycliques
1 Benzimidazole buvable | Benzimidazole buvable + Analyse de la conduite
de patirage

Lactones macrocycliques
>1 Benzimidazole buvable Macrolide + Analyse de la conduite
de patlrage

Ces mesures thérapeutiques sont a utiliser de maniere raisonnée. En effet, une
utilisation excessive peut entrainer une augmentation de la pression de sélection et induire
des résistances aux antiparasitaires. Les traitements entrainent également un retard a
I'installation de I'immunité en diminuant le temps de contact de I'h6te avec le parasite
notamment lors de |'utilisation de molécules rémanentes. Enfin, 'impact environnemental est
également a prendre en compte au vu de I'écotoxicité des molécules et plus particulierement
celui des lactones macrocycliques, fortement utilisées sur le terrain.

B. Mesures préventives [11, 50]

Les mesures préventives reposent principalement sur la gestion du paturage. Ces
mesures agronomiques ont pour but de limiter la quantité de stades infestants sur les
parcelles et de réduire le risque parasitaire. Différentes stratégies peuvent étre mises en place
pour gérer l'infestation par Ostertagia Ostertagi.

La stratégie préventive

Cette stratégie vise a introduire des animaux peu ou pas parasités sur des parcelles
saines [50]. Les parcelles sont considérées comme saines lorsqu’elles présentent une faible
pression de contamination. Ce sont donc des patures ayant eu un temps de repos
suffisamment long, nouvellement semées ou ayant été fauchées. Une pratique courante pour
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maintenir I'infestation a un niveau tres bas est d’administrer un traitement anthelminthique
3 semaines aprés la mise a I’herbe : les animaux ne peuvent pas excréter a lI'issu de la période
prépatente de leur premiére infestation ce qui est censé diminué la recontamination de la
parcelle. Toutefois, cette pratique est critiquée car elle favorise le développe de résistance en
raison de I'absence de population refuge.

La stratégie d’évasion

La deuxiéme stratégie consiste a déplacer les animaux sur une nouvelle parcelle saine
avant que la contamination des parcelles de printemps devienne dangereuse pour les
animaux. Les animaux sont déplacés en début ou au milieu de I'été afin d’éviter le pic
saisonnier. Cela permet de diminuer la pression d’infestation sur les parcelles contaminées en
les mettant au repos.

La rotation de pature a pour objectif premier I'optimisation de la pousse de I’herbe.
Cependant, elle peut également jouer son réle dans la stratégie d’évasion. En effet, elle
permet de limiter le risque parasitaire en diminuant le nombre de cycles du parasite. Pour
cela, il faut que la durée de présence par pature soit inférieure a celle de développement de
la larve infestante. La pression de d’infestation se trouve alors ralentie.

La stratégie de dilution

Elle consiste a mélanger des animaux immunisés et des animaux sensibles. Les bovins
immuns, plus résistants vis-a-vis des strongles digestifs, ingérent une quantité importante de
larves L3 et excretent peu d’ceufs dans les féces. Cela induit une diminution de la
contamination de la parcelle. Cette stratégie est principalement utilisée :

- en élevage allaitant avec I’association meres/veaux, on peut alors contrdler
I'infestation des veaux par |'effet assainissant des méres. Il faut cependant prendre en
compte I'age des veaux. Ces derniers ingerent une part croissante d’herbe jusqu’au
sevrage et assurent donc un recyclage parasitaire et une augmentation de la pression
d’infestation a partir d’un certain stade.

- en élevage laitier avec 'association des génisses de premiere et deuxieme saison de
pature, les génisses de deuxiéme saison de pature assurent alors le réle assainissant,
cependant celui-ci est incomplet. En effet, il est fréquent que les génisses de deuxieme
saison de paturage n’aient pas encore acquis une immunité complete vis-a-vis d’O.
ostertagi. Dans ce cas, le risque parasitaire est non négligeable.

La dilution peut également étre effectuée en mélangeant des animaux d’espeéces différentes.

La gestion du paturage est une pratique a la fois alternative et complémentaire a
I"utilisation des traitements anthelminthiques, elle est cependant trés chronophage.
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l. Contexte et objectifs

Depuis quelques années, les résistances des strongles gastro-intestinaux aux
anthelminthiques sont de plus en plus fréquentes chez les bovins [21, 65]. Ces résistances,
rapportées dans le monde entier, touchent les 3 familles d’anthelminthiques. En France,
Chartier et al. (2018) ont récemment rapporté des cas de résistances a I'lvermectine dans des
troupeaux bovins laitiers.

Dans ce contexte, des approches de traitements raisonnés apparaissent nécessaires pour
parvenir a controler I'infestation tout en limitant la pression de sélection exercée sur les
populations de nématodes. Cela repose sur la mise en place de traitements ciblés-sélectifs qui
visent a réduire le nombre d’animaux traités en identifiant (i) les lots et les périodes a risque
(traitement ciblé) et (ii) les animaux a risque dans ces lots préalablement ciblés (traitement
sélectif). Les travaux conduits dans cette thése se focalisent principalement sur la mise en
place d’un traitement ciblé en affinant les outils diagnostiques utilisables a I’échelle du lot.

Les génisses subissent souvent un risque parasitaire en fin de saison de paturage, surtout
en premiere saison. En effet, le recyclage parasitaire initié dés la mise a I’herbe entraine une
augmentation du niveau de contamination des parcelles par les larves infestantes, et ce niveau
de contamination devient généralement suffisant pour induire des pertes (chutes de
croissance, voire atteintes cliniques) apreés I'été [60]. Sur le terrain, ce risque parasitaire
automnal est souvent géré par un traitement de rentrée en stabulation (la contention pour le
traitement étant alors facilitée). Toutefois, ces fortes infestations de fin de saison de paturage
ne sont pas systématiques : le risque parasitaire est variable entre les élevages, entre les lots
et entre les années car il est fortement dépendant de la conduite du paturage, de I'immunité
des animaux (1 ou 2°™¢ saison de paturage), de la température et de la durée de la
sécheresse estivale (cf. LA.). Ainsi, le traitement de rentrée en stabulation ne doit pas étre
systématique, et le niveau d’infestation devrait au préalable étre évalué afin de décider s’il
faut traiter les génisses a la rentrée ou pas. Le dosage de pepsinogéne sérique permet cette
évaluation : c’est un marqueur lésionnel de la muqueuse abomasale qui est bien corrélé a la
charge parasitaire moyenne du lot (le pepsinogéne, enzyme protéolytique de la caillette,
passe dans le sang en quantité proportionnelle a la gravité des lésions) [40, 57]. Afin
d’effectuer ce diagnostic a I’échelle du lot, et ainsi cibler les lots de génisses nécessitant un
traitement de rentrée, au moins 5 animaux par lot doivent étre prélevés: le taux de
pepsinogene est mesuré pour chaque animal et c’est la moyenne de ces 5 dosages individuels
qui est interprétée (cf. I1.C.3). Kerboeuf et al. (1981) [40], ont montré qu’au-dela de 5 a 7
prélevements, I'apport diagnostique des analyses supplémentaires était minime. Cependant,
on sait que le taux de pepsinogene est tres variable a I’échelle individuelle [40, 58] : le choix
des 5 a7 génisses a l'intérieur d’un lot pourrait donc conduire, par les aléas d’échantillonnage,
a des moyennes de taux de pepsinogene différentes pouvant impacter la décision
thérapeutique et ce d’autant plus que le lot est grand. Le premier objectif de cette these était

51



donc de quantifier la variabilité des moyennes obtenues en fonction du hasard du tirage au
sort des génisses dans le lot.

De plus, ces dosages de pepsinogéne constituent des analyses colteuses, et d’autant plus
colteuses qu’il est nécessaire de le doser a I’échelle individuelle pour obtenir une moyenne.
Le risque encouru est alors que cet examen complémentaire ne soit pas réalisé, que le
traitement soit fait a 'aveugle, et qu’il soit parfois administré alors qu’il n’est pas nécessaire,
ce qui exercerait donc une pression de sélection inutile sur les populations de parasites et
constituerait un co(t pour I’éleveur sans bénéfice associé. Pour réduire le colt de cet examen
complémentaire et ainsi faciliter la mise en ceuvre du traitement raisonné (traitement ciblé),
on peut se demander quelle est la valeur diagnostique du dosage de pepsinogéne effectué sur
un mélange de sérums. Le deuxiéme objectif de cette thése était donc (i) d’évaluer la relation
entre la moyenne des taux individuels de pepsinogéne et le taux de pepsinogéne obtenu sur
un mélange des sérums contribuant a la moyenne, (ii) d’évaluer si cette relation peut étre
impactée par le nombre de sérums composant le mélange, (iii) de déterminer si les seuils
usuels d’interprétation de la moyenne des taux individuels peuvent s’appliquer aux taux de
pepsinogéne obtenu sur un mélange de sérums.

Enfin, en plus de son colt élevé, le dosage de pepsinogéne est une analyse difficile a
standardiser, avec une méthode de mesure qui peut varier d’un laboratoire a un autre
(utilisation de I’'hémoglobine ou de I'albumine comme substrat). Un diagnostic reposant sur
une méthode ELISA permettrait alors d’avoir une analyse peu colteuse, automatisée et
standardisée. Cependant, I'ELISA Ostertagia, développé initialement pour étre utilisé sur un
échantillon de lait de tank, n’est pas utilisé en routine chez les jeunes animaux et sa valeur
diagnostique est peu documentée chez les génisses. Le troisieme objectif de cette thése était
donc d’évaluer larelation entre le taux de pepsinogéne et le taux d’anticorps anti-Ostertagia
ostertagi chez des génisses.
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I. Matériels et méthodes

A. Echantillon d’étude

Cette étude a été menée au cours de I'automne-hiver 2016-2017, dans 125 lots de
génisses laitieres (n = 743 animaux), répartis dans 97 troupeaux laitiers situés dans diverses
régions francaises (Normandie, Bretagne, Pays de la Loire, Auvergne-Rhone-Alpes et Grand-
Est). Les animaux inclus dans I'étude étaient des génisses en fin de premiére saison de
paturage.

B. Prélevements et analyses de laboratoire

B.1. Prélevements sanguins

Les prélevements sanguins ont été réalisés au niveau de la veine caudale sur tube sec
par les vétérinaires praticiens, a la rentrée en stabulation des génisses. Les prélevements ont
été acheminés au laboratoire de parasitologie de I'unité mixte de recherche BIOEPAR (Oniris-
INRAE) ou au laboratoire public de Ploufragan, LABOCEA. Le nombre de génisses prélevées
par lot variait de 3 a 9 individus. Pour 88% des lots au moins 5 animaux ont été prélevés.

B.2. Dosages de pepsinogene sérique

Les dosages de pepsinogene ont été effectués dans les deux laboratoires en suivant le
protocole décrit en Annexe 1. Il s’agit de la méthode INRAE, méthode simplifiée de Kerboeuf
et al (2002)[41]. Les résultats sont exprimés en milli-unités tyrosine par millilitre (mUTyr/mL).

Pour chaque lot, I'analyse a été effectuée sur les sérums individuels des génisses et sur
le mélange des x sérums (3 < x < 9) utilisés pour I'analyse individuelle. Ainsi, 743 analyses de
sérums individuels et 125 analyses sur sérums de mélanges ont été réalisées issues des 97
troupeaux de génisses en fin de premiere saison de pature.

B.3. Test ELISA

Les taux d’anticorps anti-Ostertagia ostertagi dans les sérums individuels et les sérums
de mélanges ont été déterminés en suivant la procédure du kit ELISA SVANOVIR® Ostertagia
ostertagi-Ab (Svanova Biotech, Uppsala, Suéde), procédure décrite en Annexe 2. Les sérums
étaient dilués au 1/160. Les résultats sont exprimés en ratio de densité optique (RDO) calculés
d’apreés la formule suivante (ou DO = densité optique) :

RDO = (DO échantillon-DO témoin négatif) / (DO témoin positif-DO témoin négatif) ‘

Pour chaque lot, I'analyse ELISA a été effectuée sur les sérums individuels des génisses
et sur le mélange des x sérums (3 < x < 9) utilisés pour I’analyse individuelle. Les analyses ELISA
ont été réalisées sur un sous échantillon de I’échantillon d’étude : 98 lots, soit 590 animaux (3
a 5 animaux par lot).
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C. Analyses statistiques

C.1. Données conservées pour les analyses statistiques

97 élevages—125 lots — 743 animaux

Retrait des analyses incorrectes : 4-/ Base de données des analyses de pepsinogénes :
1 lot — 7 animaux - i pep L .
96 élevages— 124 lots — 746 animaux

4

Retrait des analyses ELISA non communiguées : "/
27 lots — 153 animaux

Base de données destests ELISA :
31 élevages— 58 lots — 350 animaux

Figure 6 : Procédure de sélection des lots constituant les bases de données utilisées pour les analyses statistiques

Initialement, cette étude regroupait 125 lots de génisses laitiéres comprenant 743
animaux répartis dans 97 troupeaux laitiers.

Concernant les dosages de pepsinogéne, suite a une analyse incorrecte, un lot
correspondant a 7 animaux a été retiré amenant la base de données a 746 animaux. Ainsi 746
résultats d’analyses de pepsinogéne sur sérum individuel ont été conservés pour le traitement
statistique (124 lots répartis dans 96 élevages).

Concernant les analyses ELISA, certaines analyses du laboratoire LABOCEA n’ayant pas
été communiquées, 27 lots ont d{ étre retirés de la base de données initiale amenant ainsi le
nombre de tests ELISA utilisé pour le traitement statistique a 590 (98 lots répartis dans 81
élevages).

Enfin, afin de déterminer les relations entre les tests ELISA et les dosages de
pepsinogeéne, seuls les lots ayant des résultats dans les deux bases de données ont été
conservés, soit 583 animaux issus de 98 lots.

C.2. Description des variables d’étude

Les données brutes ont été inscrites dans une base de données Microsoft Office Excel
puis ont été analysées avec le logiciel RStudio (version 1.2.5019). Pour tous les tests, la
significativité statistique a été fixée au seuil de p-value = 0.05.

Concernant les dosages de pepsinogene, les variables utilisées étaient :

- le taux de pepsinogene sérique individuel

- le taux de pepsinogéne moyen par lot, obtenu par calcul de la moyenne arithmétique
des taux de pepsinogene sérique individuels

- letaux de pepsinogene sérique de mélange du lot (le nombre de sérums composant le
mélange étant identique au nombre de sérums testés individuellement et contribuant
a la moyenne du lot)
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Les taux de pepsinogene sérique moyens et de mélange ont ensuite été considérés soit
en tant que tels (variables quantitatives) soit en les catégorisant en classes (variables
gualitatives) (Tableau IX). Les classes étaient les suivantes (aussi bien pour le taux moyen que
pour le taux de mélange) :

- en 2classes : inférieur et supérieur ou égal a 1500 mUTyr/mL
- en4classes : <1500, [1500-2000[ , [2000-2500[ , = 2500 mUTyr/mL
- en5classes : <600, [600-1200[, [1200-1500[ , [1500-2000[ , = 2000 mUTyr/mL

Tableau IX : Descriptif des variables de taux de pepsinogene de I'étude

‘ Variable Qualitative/Quantitative Effectif total
Taux individuel Quantitative 743
Taux moyen du lot Quantitative 124
<1500 95
21500 29
<1500 95
1500-2000 13
2000-2500 13
Qualitative >2500 3
<600 25
600-1200 54
1200-1500 16
Taux de pepsinogene 1500-2000 13
sérique >2000 16
(en mUTyr/mL) Taux de mélange du Quantitative 124
lot <1500 91
21500 33
<1500 91
1500-2000 14
2000-2500 11
Qualitative >2500 8
<600 21
600-1200 49
1200-1500 21
1500-2000 14
>2000 19

Concernant les tests ELISA Ostertagia, les variables utilisées étaient :

- le RDO individuel mesuré sur sérum individuel

- le RDO moyen du lot, obtenu par le calcul de la moyenne arithmétique des RDO
individuels
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- le RDO de mélange des sérums du lot (le nombre de sérums composant le mélange
étant identique au nombre de sérums testés individuellement et contribuant a la
moyenne du lot)

Les RDO sériques moyens et de mélange ont ensuite été considérés soit en tant que tels
(variables quantitatives) soit en les catégorisant en deux classes (RDO inférieur et supérieur
ou égal a 0.7) (variables qualitatives) (Tableau X).

Les variables ci-dessus sont décrites dans le Tableau X :

Tableau X : Descriptif des variables de taux d’anticorps de I'étude

‘ Variable Qualitative/Quantitative Effectif total

Taux Quantitative 647

Taux individuel
d’anticorps Taux moyen Quantitative 98
anti-O. du lot Qualitative <0.7 45
ostertagi 20.7 53
(en RDO) Taux de Quantitative 98
mélange du Qualitative <0.7 37
lot 20.7 61

Des tests paramétriques ou non paramétriques ont alors été utilisés en fonction de la
distribution des données étudiées.

C.3. Impact de I'échantillonnage intra-lot (choix des 5 génisses parmi les n du lot) sur la
movyenne des dosages individuels de pepsinogene

Pour tous les lots ayant au moins 6 génisses, des tirages au sort aléatoires de 5 génisses
ont été effectués. Toutes les combinaisons possibles de 5 génisses parmi n, n étant la taille
initiale du lot (n compris entre 6 et 9), ont alors été enregistrées. Ainsi pour les lots de 6, 7, 8
et 9 génisses on obtenait respectivement 6, 21, 56 et 126 sous-lots de 5 génisses.

Pour chacun des tirages au sort de 5 génisses parmi n obtenus, la moyenne des taux de
pepsinogeéne a été calculée. La premiére moyenne calculée, c’est-a-dire celle issue du premier
tirage au sort a été considérée comme la moyenne de référence pour le lot.

L’écart a la moyenne de référence a ensuite été déterminé pour chague moyenne issue
d’un tirage au sort de 5 génisses parmi les n du lot. Ensuite, les moyennes des sous-lots ont
été analysées en fonction de la moyenne de référence et du seuil de 1500 mUTyr/mL pour
déterminer le nombre de fois ou le tirage au sort engendrait une moyenne qui s’écartait de la
moyenne de référence de telle sorte qu’elle passait de I'autre co6té de la barre des 1500
mUTyr/mL et inversait donc I'interprétation et la décision thérapeutique.
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C.4. Relation entre la moyenne des taux individuels et les taux de mélange

La relation entre le taux de pepsinogene du mélange de sérums et la moyenne des taux
de pepsinogene individuels des sérums qui composent le mélange a été évaluée avec un test
de corrélation de Pearson et un test de concordance de Lin’s pour vérifier la corrélation
linéaire et la concordance des valeurs (n = 124 lots).

Afin de s’assurer que cette relation entre taux moyens et taux de mélange n’était pas
affectée par la taille de I’échantillon (3 a 9 sérums composant le mélange et donc 3 a 9 sérums
pris en compte dans le calcul du taux moyen), les mémes tests ont été appliqués a divers sous-
échantillons de notre base de données (analyses stratifiées) : sous-échantillons des mélanges
(et moyennes) composés de 3 et 4 sérums (n = 12), 5 sérums (n = 42), 6 sérums (n = 27), 7
sérums (n = 14), 8 et 9 sérums (n = 26).

La méme démarche statistique a été appliquée pour étudier la relation entre le taux
d’anticorps anti-O.ostertagi du mélange de sérums et la moyenne de ces taux individuels sur
les sérums composant le mélange (n = 98 lots).

C.5. Relation entre les taux d’anticorps anti-O.Ostertagi et les taux de pepsinogene sérique

Le lien entre les taux d’anticorps anti-O.Ostertagi et les taux de pepsinogene a I'échelle
du lot a été étudié de deux manieres différentes :
- soit de maniére linéaire avec un test de corrélation de Pearson (n = 98 lots)
- soit par comparaison de moyenne en appliquant un test de Kruskall-Wallis ; il permet
d’évaluer si les lots avec des taux d’anticorps élevés étaient aussi les lots avec des taux
de pepsinogene élevés (n = 98).

C.6. Détermination des seuils diagnostiques pour 'interprétations des analyses de mélange
C.6.1. Obtention de seuils par I'analyse ROC

En considérant la moyenne des taux individuels de pepsinogéene sérigue comme le gold
standard pour quantifier I'infestation des génisses en fin de saison de paturage, une analyse
ROC (Receiver Operating Characteristic) a été menée (en utilisant le package ROCR) afin de
déterminer les seuils d’interprétation optimaux (maximisation de la sensibilité et de la
spécificité) du taux de pepsinogéne sur mélange de sérums. Dans cette approche, c’est le seuil
de 1500 mUTyr/mL qui a été choisi pour le gold standard car c’est un seuil usuellement utilisé
sur le terrain pour identifier les lots ou la charge parasitaire est considérée comme suffisante
pour induire des pertes. De la méme maniere, les seuils d’interprétation optimaux de RDO
Ostertagia sur les mélanges de sérums ont été déterminés en utilisant le RDO moyen comme
gold standard, avec le seuil de 0.7, seuil utilisé dans des études antérieures pour distinguer
des lots faiblement ou fortement exposés aux strongles digestifs, I'impact de I'infestation sur
la croissance ayant été observé dans des lots de génisses avec un RDO moyen > 0,7 [47].

Pour chaque test diagnostique (pepsinogene de mélange et RDO de mélange), I'analyse
ROC a tout d’abord été conduite sur un sous-échantillon de 75 lots tirés au sort dans notre
échantillon d’étude (= échantillon d’apprentissage). Le seuil optimal obtenu a ensuite été testé
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sur un échantillon de validation de 49 lots. Cette analyse ROC a ensuite été conduite 50 fois
sur 50 échantillons d’apprentissage et de validation différents. Le seuil optimal a considérer
pour le test diagnostique correspondait alors a la moyenne arithmétique des 50 seuils
obtenus. Ce seuil moyen était ensuite testé sur le base de données totale.

Enfin, cette approche a également été utilisée afin de déterminer un lien entre les RDO
moyens et les taux moyens de pepsinogene. Le gold standard était alors le taux moyen de
pepsinogene (seuil 1500 mUTyr/mL).

C.6.2. Utilisation des tableaux de contingence

Concernant l'interprétation du dosage de pepsinogene de mélange, I'analyse ROC
pouvait donner un seuil trés précis (dizaine, unités, chiffres apres la virgule). Cette précision
n’étant pas en accord avec une incertitude de mesure du dosage pouvant étre grande, ce seuil
issu de I'analyse ROC a alors été adapté : une analyse par tableaux de contingence, avec des
seuils « arrondis » entourant le seuil issu de I'analyse ROC, a été effectuée afin de choisir au
mieux un seuil diagnostique « pratique » lors de I'utilisation du mélange de sérums.

Enfin, des tests Kappa ont été réalisés afin de déterminer le niveau de concordance entre
les taux moyens et les taux de mélange des dosages de pepsinogéne en fonction des seuils
retenus.
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lll. Résultats

A. Description des valeurs de pepsinogene et de RDO Ostertagia sur I’échantillon
d’étude
La distribution des valeurs de pepsinogenes et de RDO Ostertagia de I'échantillon
d’étude est résumée dans les Tableaux Xl et XII.

Tableau XI : Distribution des variables quantitatives de pepsinogéne

Ecart Min Q1 Meédiane Q3

Moyenne

Taux de pepsinogene 743 1159 854 0 |536 949 1621 | 5019
individuel (mUTyr/mL)
Taux de pepsinogene 124 1135 668 156 | 653 1029 1143 | 4001
moyen (mUTyr/mL)
Taux de pepsinogéne de | 124 1209 759 88 | 692 1036 1520 | 3917
mélange (mUTyr/mL)

Tableau XII : Distribution des variables quantitatives de RDO Ostertagia

n Moyenne Ecarttype Min Q1 Meédiane Q3 Max

RDO individuel | 647 0.68 0.30 0 |0.47 0.71 0.93 | 1.29
RDO moyen 98 0.66 0.23 0.11| 0.5 0.65 086 1.1
RDO de mélange | 98 0.77 0.25 0.15 | 0.59 0.76 0.96 | 1.23

B. Impact de I"échantillonnage intra-lot (choix des 5 génisses parmi les n du lot) sur
les moyennes de pepsinogeéne obtenues

La répartition des différences entre les moyennes de références et celles obtenues pour
les différents sous-lots, c’est-a-dire les moyennes issues des tirages au sort de 5 génisses parmi
n, est représentée sur la Figure 7.
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Figure 7 : Histogramme des différences entre la moyenne de référence (premier tirage au sort) et les moyennes des taux de
pepsinogene calculées aléatoirement sur les tirages au sort successifs.

Au total, 2052 moyennes aléatoires ont été obtenues et 1985 différences ont été
calculées. Les moyennes des taux de pepsinogéne calculées aléatoirement sont centrées sur
la moyenne de référence. En effet les différences entre la moyenne de référence et celles
obtenues par échantillonnage aléatoire ont une répartition gaussienne centrée sur zéro. Le

Tableau Xl montre la distribution de ces différences.

Tableau XIII : Description des différences obtenues entre les moyennes de référence et les moyennes aléatoires

Moyenne Ecart Type Min Ql Médiane Q2 Max

(mMUTyr/mL) (mUTyr/mL) (mUTyr/mL) (mUTyr/mL) (mUTyr/mL) (mUTyr/mL) (mUTyr/mL)
1985 37.6 229.6 -792.8 -90.2 21.2 152.4 1108

La moyenne de 37.6 mUTyr/mL est effectivement proche de 0.

Ensuite, il a été regardé comment le choix des génisses du lot pouvait impacter la
thérapeutique, c’est-a-dire comment se répartissait les moyennes calculées par rapport a la
moyenne de référence et par rapport au seuil de 1500 mUTyr/mL. Les taux de changement de
thérapeutique en fonction des génisses prélevées dans le lot sont regroupés dans le tableau
suivant :
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Tableau XIV : Taux de changement de thérapeutique en fonction des génisses prélevées dans le lot.

Nombre de Nombre de tirages Nombre de lots Pourcentage de lots ol Ia
génisses prélevées  effectués par lot concernés thérapeutique est
par lot impactée
6 6 27 14.8 % (4/27 lots)
7 21 14 28.5% (4/14 lots)
8 56 24 16.6 % (4/24 lots)
9 126 2 50% (1/2 lots)

Pour 19.4% des lots (13 sur 67), les tirages au sort engendraient au moins une moyenne
qui s’écartait de la moyenne de référence de telle sorte que la thérapeutique était inversée.
Pour ces mémes lots, le nombre de fois ou la décision thérapeutique pouvait changer en
fonction des sous-lots est résumée dans le Tableau XV.

Tableau XV : Caractéristiques des lots impactés par le changement de thérapeutique
NB : les étendues en gras sont celles dont I’écart des valeurs extrémes est supérieur a I'incertitude de mesures.

Nombre de Nombre de foisou la  Etendue des = Moyenne de

génisses

Lots impactés par
référence
(mUTyr/mL)

le changement de thérapeutique change

moyennes
(mUTyr/mL)

prélevées thérapeutique (pourcentage par

par lot rapport aux nombres

de tirages au sort)

6 100_1 4 (66.7%) [1433-1633] 1510
108_1 1(16.7%) [1257-1560] 1483
17_1 1(16.7%) [1391-1968] 1785
41 1 3 (50%) [1383-1652] 1454
7 19 1 16 (76.1%) [1416-1822] 1471
42_1 17 (80.9%) [1103-1614] 1563
60_1 6 (28.6%) [1073-2228] 2181
99 2 6 (28.6%) [1379-1797] 1508
8 121 1 2 (3.5%) [1056-1572] 1212
54 1 2 (3.5%) [1254-2899] 2218
15_1 5 (8.9%) [1255-2541] 2093
80_1 14 (25%) [983-2179] 1902
9 331 59 (46.8%) [926-1918] 1356

La Figure 8 montre la répartition de toutes les moyennes obtenues pour ces lots.
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Figure 8 : Répartition des moyennes obtenues par échantillonnages aléatoires pour les lots dans lesquels la thérapeutique
est impactée.

Les écarts entre les moyennes maximales et minimales pouvaient étre trés importants,
ils variaient de 200 a 1645 mUTyr/mL pour les lots dans lesquels la thérapeutique était
influencée par le choix des génisses prélevées. De plus, on constate sur ce graphique I'étendue
des valeurs mais également la répartition des moyennes par rapport au seuil. Dans certains
cas, comme pour les lots 33 1 ou 80 _1, le nombre de moyennes obtenues était réparti
presque équitablement de chaque coté du seuil, au contraire pour d’autres lots comme le
54 1oule 121 1 seules deux valeurs de moyennes sont d’un c6té du seuil.

En utilisant les catégories définies en I1.C.2, on constatait que les moyennes s’étendaient
sur 4 catégories de lots : faiblement, moyennement, fortement et trés fortement parasités.

C. Dosages de pepsinogene
C.1. Relation entre les taux de pepsinogene moyen et les taux de pepsinogéne de mélange

Une forte corrélation linéaire positive significative a été mise en évidence entre les taux
moyens de pepsinogéne individuels et les taux de pepsinogene de mélange (Figure 9) avec un
coefficient de corrélation de 0.92 (p-value=2.2x10%°). De plus, le coefficient de Lin’s qui évalue
la concordance entre les deux variables était de 0.987, ce qui traduisait une trés bonne
concordance entre le taux moyen et le taux de mélange.
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Figure 9 : Corrélation entre les taux de pepsinogéne de mélange et les taux de pepsinogéne moyens dans les 124 lots de
génisses. Droite de régression linéaire y =0.81+158 avec l'intervalle de confiance a 95% de la pente.

On constate que 4 sur 124 points s’éloignaient de la droite de corrélation, avec des taux
de mélange bien supérieurs aux taux moyens.

C.2. Seuil d’interprétation du pepsinogene de mélange
C.2.1. Analyse ROC

Avec un seuil standard de 1500 mUTyr/mL pour le taux de pepsinogéne moyen du lot
(considéré comme le gold standard), le seuil optimal moyen pour I'interprétation du taux de
pepsinogene de mélange, obtenu apres les 50 tirages au sort, était de 1445 mUTyr/mL.

Le meilleur compromis entre la sensibilité moyenne et la spécificité moyenne,
respectivement de 93.2 % et 90.6 %, était également obtenu avec ce seuil. La valeur prédictive
positive moyenne était de 77.9% et la valeur prédictive négative moyenne de 75.1%. 89.4%
des individus étaient alors bien classés.

C.2.2. Adaptation du seuil issu de I"analyse ROC avec I'analyse des tableaux de contingence
correspondant aux seuils « arrondis »

Les incertitudes de mesures concernant les dosages de pepsinogéne étant de 300 a 600
mUTyr [communications personnelles issues des données LABOCEA], un seuil diagnostique de
1445 mUTyr/mL semblait donc inadéquat car trop précis. Une analyse par tableaux de
contingence avec des seuils « arrondis » respectivement de 1400 et 1500 mUTyr/mL a été
faite afin de choisir au mieux un seuil diagnostique « pratique » lors de I'utilisation du sérum
de mélange. Le Tableau XVI est le tableau de contingence appliqué sur la base de données
initiale avec le seuil de 1445 mUTyr/mL. On obtient alors 91.1% d’individus bien classés.
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Tableau XVI : Tableau de contingence entre le taux de pepsinogéne sérique du mélange catégorisé a 1445 mUTyr/mL et le
taux de pepsinogene sérique moyen. (p-value=9.72.1018)

Seuil de pepsinogene individuel

Seuil de mUTyr/mL > 1500 <1500 Total
pepsinogene de > 1445 27 9 36
mélange < 1445 2 86 88
Total 29 95 124

Avec le seuil 1400 mUTyr/mL, le coefficient de Kappa de 0.75 traduisait une bonne
concordance des deux seuils (Tableau XVII). Avec ce seuil de 1400 mUTyr/mL, on obtenait
90,3% de lots bien classés contre 91.9 % lorsque le taux du mélange était catégorisé en
fonction du seuil de 1500 mUTyr/mL (Tableau XVIIl). A 1500 mUTyr/mlL, le coefficient de kappa
de 0.79 traduisait également une bonne concordance entre les deux variables.

Tableau XVII : Tableau de contingence entre le taux de pepsinogéne sérique du mélange catégorisé a 1400 mUTyr/mL et le
taux de pepsinogene sérique moyen. (p-value=6.35.1018)

Seuil de pepsinogéne individuel

Seuil de mUTyr/mL > 1500 <1500 Total
pepsinogene de > 1400 28 11 39
mélange < 1400 1 84 85
Total 29 95 124

Tableau XVIII : Tableau de contingence entre le taux de pepsinogéne sérique du mélange catégorisé a 1500 mUTyr/mL et le

taux de pepsinogene sérique moyen. (p-value=1.69.1018)

Seuil de pepsinogene individuel

Seuil de mUTyr/mL > 1500 < 1500 Total
pepsinogene de > 1500 26 7 33
mélange < 1500 3 88 91
Total 29 95 124

C.3. Corrélation entre le taux de pepsinogene moyen et le taux de pepsinogene de mélange en
fonction du nombre d’individu pris en compte

Dés 5 individus, il existait une corrélation linéaire positive trés forte entre les taux
moyens de pepsinogéne individuels et les taux de pepsinogene de mélange (Figure 10), avec
un coefficient de corrélation de 0.97 (p-value = 2.2x10°%¢). De plus, la concordance entre les
deux variables était parfaite avec un coefficient de Lin’s de 0.999. La corrélation persistait sans
étre améliorée quand le nombre d’individus augmentait.
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: Corrélation entre les taux de pepsinogéne moyens et les taux de pepsinogéne de mélange pour un échantillon
de 5 génisses (n = 43 lots)

D. Relation entre le taux de pepsinogéne et le taux anticorps

D.1. Evaluation de la relation linéaire entre le taux moyen de pepsinogéne et le taux moyen
d’anticorps

Il n’existait pas de corrélation linéaire significative entre le taux de pepsinogéne moyen
et le taux d’anticorps moyen (Figure 11 ; p-value = 0.4). Le coefficient de corrélation de 0.33
était tres faible.
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D.2. Evaluation d’un lien entre le taux moyen de pepsinogene et le taux moyen d’anticorps

Les distributions des taux d’anticorps anti-Ostertagia au sein de chacune des 4 ou 5
catégories de taux de pepsinogéne sérique sont détaillées dans la Figure 12 et la Figure 13.

Les moyennes des taux d’anticorps sériques n’étaient pas significativement différentes
en fonction des 4 catégories des taux de pepsinogéne moyens (Figure 12), en effet, on
obtenait une p-value de 0,13 au test de Kruskall-Wallis. Cependant, lors de la répartition en 5
catégories présentées dans la Figure 13, on obtenait une différence significative entre les
groupes, associée a une p-value de 0,01. Les différences étaient notamment significatives
entre les moyennes des groupes « absents » correspondant aux taux moyens de pepsinogéne
inférieurs a 600 mUTyr/mL (RDO moyen = 0.55), et « trés forts » correspondant aux taux
moyens de pepsinogéne supérieurs a 2000 mUTyr/mL (RDO moyen = 0.80).

Taux mayens des RDO
o

aible Moyar Fort Tres for
Taux moyens de pepsinogéne

Figure 12 : Répartition des RDO moyens des 98 lots de génisses au sein des 4 catégories de taux de pepsinogene moyens.
(NB : la moyenne est représentée par le point rouge et la médiane par le trait noir)
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Figure 13 : Répartition des RDO moyens des 98 lots de génisses au sein des 5 catégories de taux de pepsinogene moyens.
(NB : la moyenne est représentée par le point rouge et la médiane par le trait noir)
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Enfin, une analyse ROC a été effectuée pour essayer d’approfondir ce lien. On obtenait
alors une AUC de 0.668, le test était donc faiblement discriminant. La sensibilité et la valeur
prédictive positive étaient respectivement de 35% et 53.8%. D’autre part, la spécificité et la
valeur prédictive négative étaient respectivement de 92.3% et de 84.7%, cela traduisait une
bonne aptitude du test a dépister les vrais lots négatifs. Dans ce cas, le seuil optimal pour le
taux d’anticorps anti-Ostertagia moyen était de 0.939.

E. Evaluation du lien entre les RDO individuels et les RDO de mélange
E.1. Corrélation entre les RDO individuels et les RDO de mélanges

Une forte corrélation linéaire positive entre le taux d’anticorps anti-Ostertagia moyen
et le taux d’anticorps anti-Ostertagia de mélange existait (Figure 14) avec un coefficient de
corrélation de 0.97 (p-value < 2.2x1071®). Cependant le résultat du test de Lin’s montrait une
concordance moyenne entre les variables (0.91). De plus, les valeurs du dosage d’anticorps
anti-Ostertagia étaient situées au-dessus de la droite d’équation y = x ce qui suggérait un
phénomeéne de concentration du taux d’anticorps lors du mélange des sérums.

1.00

y=1.06x +0.06
R*=0.94

ROO sénques de mélange

0.3 0. 0.9
Moyenne des RDO sérigues individuels

Figure 14 : Corrélation entre la moyenne des RDO sériques individuels et les RDO sériques de mélange

E.2. Seuil d’interprétation des RDO sur sérums de mélange

Avec un seuil de RDO de référence a 0,7 pour le RDO moyen du lot, le seuil qui maximisait
I'aire sous la courbe était de 0,79 pour les RDO de mélange. Le meilleur compromis entre la
sensibilité et spécificité, respectivement de 91% et 88%, était également obtenu avec ce seuil.
La courbe ROC avait alors une aire sous la courbe de 0,97. On avait alors une valeur prédictive
positive de 84,7% et une valeur prédictive négative de 93,2%.
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En résumé, les résultats principaux montrent que :

Les moyennes de pepsinogéne obtenues en fonction du choix des génisses prélevées
au sein d’un lot peuvent varier et peuvent méme faire changer la décision
thérapeutique : dans 19.4% des lots étudiés, les moyennes obtenues pour un méme
lot se situaient de part et d’autre du seuil de 1500 mUTyr/mL.

Le taux de pepsinogéne de mélange et le taux de pepsinogéne moyen sont
significativement corrélés, le seuil diagnostique alors obtenu pour le dosage sur un
mélange de sérums est de 1445 mUTyr/mL mais peut étre arrondi a 1500 mUTyr/mL
(comme pour l'interprétation du pepsinogéne moyen).

Les taux moyens de pepsinogéne et les taux moyens d’anticorps anti-Ostertagia
ostertagi ne sont pas corrélés.

Le taux d’anticorps moyen du lot est significativement plus faible dans les lots a taux
de pepsinogéne trés bas que dans les lots a taux de pepsinogéne trés élevés (RDO
=0,55 versus 0,80).

Comparativement au dosage de pepsinogéne, le seuil diagnostique optimal pour le
taux d’anticorps moyen était de 0.939, mais cette analyse ELISA reste peu
discriminante.

Les taux d’anticorps moyens et ceux de mélange sont significativement corrélés, et
le seuil diagnostique optimal du taux de mélange est alors de 0.79.
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V. Discussion

A. Synthese des résultats

A.1l. Choix des génisses prélevées pour effectuer le dosage de pepsinogene sérique et impact
sur la décision thérapeutique

Un des résultats majeurs de cette thése indique que le choix des génisses prélevées au
sein d’un lot pour effectuer le dosage de pepsinogene sérique peut avoir un impact important
sur la moyenne des taux individuels obtenue : cet impact peut parfois conduire a obtenir des
moyennes qui se situent de part et d’autre du seuil d’interprétation de 1500 mUTyr/mL, ce
qui peut modifier la décision de mise en place d’un traitement anthelminthique. En effet, pour
13 des 67 lots (19.4%) dans lesquels des tirages au sort ont été effectués aléatoirement, on
constate une inversion de la décision thérapeutique en fonction de ces tirages. Pour chacun
de ces 13 lots, I'écart entre la moyenne minimale et la moyenne maximale issues des tirages
va de 200 a 1645 mUTyr/mL (médiane = 511 mUTyr/mL et moyenne = 729 mUTyr/mL) (cf.
Tableau XV). On constate donc que les écarts peuvent étre grands et que le fait de passer de
part et d’autre du seuil ne tient pas seulement a des différences aléatoires de quelques
dizaines de mUTyr/mL. Considérons le lot 60_1, la moyenne de référence est de 2181
mUTyr/mL avec des moyennes aléatoires allant de 1073 mUTyr/mL a 2228 mUTyr/mL. Ainsi
une modification importante des conclusions diagnostiques et de la décision thérapeutique
est induite par le choix des génisses. En effet, a 1073 mUTyr/mL la charge parasitaire est
considérée comme faible et aucun traitement ne serait mis en ceuvre tandis qu’a 2228
mUTyr/mL la charge parasitaire est considérée comme élevée et un traitement
anthelminthique serait administré. Toutefois, le passage de part et d’autre du seuil de 1500
mUTyr/mL est parfois di a de petits écarts entre les moyennes issues des tirages au sort (ex :
lot 100_1 et 41_1, avec des écarts de 200 et 269 mUTyr/mL, Tableau XV). Dans ce cas, il
faudrait interpréter ces écarts a la lumiere de lincertitude de mesure du dosage de
pepsinogene (et de l'incertitude de mesure de la moyenne issue de n dosages, plus faible que
celle d’'un dosage individuel). Ceci suggere qu’il faudrait prendre des « marges de sécurité »
d’interprétation autour du seuil en intégrant le seuil a une gamme de valeurs. Cela souligne
aussi le fait que cet examen complémentaire ne devrait jamais étre interprété de maniere
isolée. Il faut y associer bien slr les données cliniques d’examen des animaux, et idéalement
une analyse des conduites du paturage pour estimer si le recyclage parasitaire a été suffisant
pour induire des pertes.

Afin d’étudier I'influence du choix des génisses sur les taux moyens de pepsinogene, les
moyennes obtenues aléatoirement sur 5 individus ont été comparées a une moyenne de
référence calculée sur 5 dosages (moyenne de référence = moyenne du premier tirage au sort
de 5 individus parmi les n génisses du lot). Une autre approche aurait pu étre de comparer
toutes les moyennes obtenues aléatoirement a la moyenne initiale du lot complet, c’est-a-
dire la moyenne calculée sur la totalité des dosages disponibles (n = 6 a 9 génisses). Cette
moyenne, issue d’un plus grand nombre d’individus, serait alors probablement plus proche de
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la moyenne vraie du lot. Afin de s’assurer de la justesse des premiers résultats, nous avons
regardé si cette comparaison a la moyenne calculée sur la totalité des dosages disponibles
entrainait des résultats différents (Figure 15 et Tableau XIX). Le nombre de lots impacté par le
changement de thérapeutique restait alors inchangé (cela s’explique par le fait que la
moyenne de référence et la moyenne initiale étaient souvent trés proches, Tableau XIX). La
différence majeure notable concernait le lot 42_1, ol le nombre de fois ou la thérapeutique
changeait passait de 80,9% a 14.3% avec la moyenne du lot complet (Figure 15 et Tableau XIX).

0.003- .
= = = Incertitudes de mesures

0002 -

_{Fﬁ—r—r‘fﬂ“? i
0,000 - :

Difiérence entre la moyenne initiale du ot et les moyennes des taux de pepsinogéne
alétaocires (mUTyr/mL)

Mombre de sous-loks (x10"5)

Figure 15 : Histogramme des différences entre la moyenne initiale de pepsinogenes et les moyennes calculées
aléatoirement.
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Tableau XIX : Caractéristiques des lots impactés par le changement de thérapeutique et comparaison a la moyenne initiale
du lot
NB : les valeurs en gras représentent les changements par rapport au Tableau XV

Nombre Lotimpacté par Nombre de fois Etendue des Moyenne Moyenne de
de le changement ou la moyennes initiale du lot référence
génisses de thérapeutique  (mUTyr/mL) complet (mUTyr/mL)
prélevées thérapeutique change (mUTyr/mL)
par lot (pourcentage
par rapport aux
nombre de
tirages au sort)
6 100_1 2 (66.7%) [1433-1633] 1496 1510
108_1 1(16.7%) [1257-1560] 1417 1483
17_1 1(16.7%) [1391-1968] 1739 1785
41_1 3 (50%) [1383-1652] 1512 1454
7 19 1 5(76.1%) [1416-1822] 1592 1471
42 1 3 (14.3%) [1103-1614] 1363 1563
60_1 6 (28.6%) [1073-2228] 1814 2181
99 2 6 (28.6%) [1379-1797] 1572 1508
8 121 1 2 (3.5%) [1056-1572] 1183 1212
54 1 2 (3.5%) [1254-2899] 2139 2218
15 1 5(8.9%) [1255-2541] 1965 2093
80_1 14 (25%) [983-2179] 1690 1902
9 331 58 (46%) [926-1918] 1079 1356

Tous ces résultats sont a mettre en lien avec ce qui se passe sur le terrain. En effet, on
peut se demander si I’échantillonnage des génisses est vraiment aléatoire ou si un choix
conscient s’effectue en fonction de I’état du poil, de la note d’état corporel, de la facilité a
attraper telle ou telle génisse... Ce choix influence alors fortement les résultats obtenus ainsi
que la décision thérapeutique du lot.

A.2. Dosages de pepsinogenes
A.2.1. Analyse sur sérum de mélange

Dans cette étude, la moyenne des taux de pepsinogene individuels était
significativement corrélée au taux de pepsinogéne de mélange (Figure 9). L'équation de la
droite de corrélation était y = 1,04x + 28 et était donc proche de y=x; « 28 » étant une valeur
négligeable comparée aux taux usuellement rencontrés sur le terrain et l'incertitude de
mesure du dosage de pepsinogéne qui peut atteindre plusieurs centaines de mUTyr/mL. Les
valeurs de taux de pepsinogéne obtenues en moyenne ou sur le mélange de sérums
correspondant sont donc en général trés proches. Le taux de pepsinogene de mélange
présente donc un intérét diagnostique pour quantifier a moindre colt l'infestation par
Ostertagia ostertagi chez les génisses en fin de premiere saison de paturage.
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Toutefois, 4 points sur 124 (3,2%) s’éloignaient de la droite de corrélation (cf. Figure 9),
dans le sens d’un taux de pepsinogéne de mélange bien supérieur a celui obtenu en moyenne.
Pour trois des quatre lots concernés (lots 17_1, 56_1 et 124_1), une valeur individuelle de
pepsinogene était trés élevée comparée aux autres (Tableau XX). Cela suggere que le taux de
pepsinogene d’un seul sérum pourrait impacter le taux sur mélange de sérums plus qu’il
n‘impacte la moyenne. Cependant pour le lot 19_1, aucune valeur individuelle n’explique
cette différence. Dans ce dernier cas, il aurait fallu refaire une analyse de contrdle afin de
vérifier les données obtenues.

Tableau XX : Distribution des valeurs des taux de pepsinogéne individuels, moyens et de mélange pour les lots

19.1,17_1,56_1et124_1.
NB : en gras les valeurs tres élevées

Taux de pepsinogéne Taux moyen de Taux de mélange de

individuel (mUTyr/mL) pepsinogene pepsinogene
(mUTyr/mL) (mUTyr/mL)

1291
1772
19 1 (n=7) 1915 1592 3548
1641
739
2149
1637
2010
1228
17_1 (n =6) 3473 1739 2966
588
1506
1627
588
1506
56_1 (n =6) 2966 1060 1925
677
372
252
183
436
809
124 1 (n=8) 484 935 1981
404
550
1371
3565
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Jusqu’a présent, deux craintes existaient concernant [l'utilisation du dosage de
pepsinogene effectué sur un mélange de sérums :

- La premiere était que la présence d’un seul taux élevé de pepsinogene dans le lot des
génisses prélevées influence fortement le résultat du mélange. Or, nous venons de voir
gue cela concerne 3 lots sur les 124 analysés. Ainsi, une erreur de diagnostic serait
faite dans 2.4% des cas lors de I'utilisation du dosage de pepsinogéne sur un mélange
de sérums. Ce risque d’erreur semble alors négligeable comparé a celui provenant des
aléas d’échantillonnage de 5 génisses (cf. ci-dessus).

- La deuxieme était que le fait de réaliser une seule analyse (sur le mélange de sérums)
maximiserait les incertitudes de mesures, mais I'excellente correspondance entre les
taux de pepsinogéne moyens et les taux de pepsinogéne de mélange montre que ce
risque n’est pas important (c’est peut-étre ce qui explique I'écart observé pour le lot
19 _1, et dans ce cas, ce probleme d’incertitude de mesure n’aurait été rencontré que
dans un seul lot sur 124 dans notre étude).

A.2.2. Seuil d’interprétation utilisable pour le dosage sur sérum de mélange

Le seuil d’interprétation du taux de pepsinogene sur mélange de sérums est légerement
modifié par rapport au taux moyen de pepsinogene. En effet, I'analyse ROC donne un seuil
optimal de 1445 mUTyr/mL. Au vu des incertitudes de mesures concernant le dosage de
pepsinogene, celles-ci étant comprises entre 300 et 600 mUTyr/mL [communications
personnelles issues des données de Labocéa], ce seuil semble alors trop précis.

Le choix d’un seuil optimal pour 'utilisation du dosage de pepsinogéne sur mélange de
sérums afin de diagnostiquer les lots a risque de strongylose s’effectue alors dans le but
de trouver le meilleur compromis entre sensibilité et spécificité, soit en favorisant la
sensibilité (afin de limiter le risque de ne pas traiter un lot trop parasité) quitte a faire des
erreurs de traitement par exces (dans les lots faussement positifs), soit en favorisant la
spécificité (afin de limiter le risque de traiter un lot inutilement) quitte a faire des erreurs de
traitement par défaut (dans les lots faussement négatifs). Le seuil est alors a moduler en
fonction des attentes et des objectifs de I’éleveur. En effet, si I'objectif est d’éviter toute chute
de croissance dans des élevages ou le premier vélage est précoce, alors il vaut mieux favoriser
la sensibilité. Au contraire, si I'objectif est d’étre slr que la maladie est présente pour traiter
car la fréquence de traitement est déja trop élevée avec des risques d’émergence de
résistances, alors il vaut mieux favoriser la spécificité. Dans le premier cas, on choisira plutot
un seuil de 1400 mUTyr/mL et dans le deuxiéme cas un seuil de 1500 mUTyr/mL.

Enfin, les dosages ayant été effectués en 2016, les valeurs de dosages de pepsinogéne
sont exprimées en milli-unités tyrosine, or depuis les résultats sont arrondis et principalement
exprimés en unité tyrosine en raison des incertitudes de mesures. Ainsi il serait judicieux de
finalement considérer des seuils de 1.4 UTyr/mL en cas de valorisation de la sensibilité et de
1.5 UTyr/mL en cas de valorisation de la spécificité.
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A.2.3. Taille de I'’échantillon pour I'utilisation du sérum de mélange

Une corrélation et une concordance quasi-parfaite ont été observées entre la moyenne
des taux de pepsinogene individuels et le taux de mélange, y compris lorsque le nombre de
génisses prélevées n’était que de 5. Cela suggere que le nombre minimal d’animaux a prélever
serait également de 5 pour effectuer un dosage sur un mélange de sérums et obtenir une
information diagnostique équivalente a celle obtenue avec une moyenne de dosages
individuels.

A.3. Utilisation du taux moyen d’anticorps anti-Ostertagia (mesuré par méthode ELISA)

Les dosages de pepsinogéne sur mélange de sérums devraient permettre de réduire les
co(its d’analyses. Dans cette méme optique d’optimisation des co(ts (pour faciliter I'acces a
I'examen complémentaire et donc au traitement raisonné), nous avons étudié l'intérét
diagnostique par un test ELISA par rapport au dosage de pepsinogéne sérique.

Aucune relation linéaire n’a été mise en évidence entre les taux moyens de pepsinogéne
et les RDO Ostertagia moyens (Figure 11). Cette absence de corrélation s’explique
probablement par le fait que ces deux indicateurs sériques ne mesurent pas la méme chose
sur le plan biologique. En effet, il est souvent rapporté que le taux d’anticorps permet de
mesurer le niveau d’exposition des bovins aux strongles digestifs [26, 54] alors que le taux de
pepsinogene est un marqueur des lésions abomasales qui est relié a la charge parasitaire.

Afin d’étudier un lien autre que linéaire entre ses deux variables, un test de comparaison
de moyennes a été effectué. Une différence significative de RDO a été mise en évidence entre
les lots montrant une absence d’infestation parasitaire (taux de pepsinogéne inférieurs a 600
mUTyr/mL) et ceux montrant une tres forte infestation parasitaire (taux de pepsinogéne
supérieurs a 2000 mUTyr/mL) (RDO moyen =0, 55 et 0.80, respectivement).

Dans I'objectif d’approfondir ce lien, une analyse ROC a été conduite. Malgré un test
faiblement discriminant, la spécificité et la valeur prédictive négative respectivement de
92.3% et de 84.7% étaient élevées. Cela montre alors une bonne aptitude du test a dépister
les vrais lots négatifs. Dans ce cas, le seuil optimal pour le taux d’anticorps moyen était de
0.79. Ainsi lorsque les conduites du paturage sont connues comme peu a risque l'utilisation
du taux d’anticorps pourrait permettre d’apporter une confirmation.

A.4. Utilisation du taux d’anticorps sur mélange de sérums

Dans cette étude, le RDO de mélange est significativement corrélé au RDO moyen. Le
taux moyen pouvant présenter un intérét pour dépister les vrais lots négatifs, le taux de
mélange pourrait alors étre utilisé a la place du taux moyen au vu de la corrélation. De plus,
ce taux d’anticorps étant régulierement utilisé dans les suivis parasitologiques de protocoles
de recherche, cela pourrait permettre d’amoindrir les colts de ces suivis, sans perdre
d’information a I’échelle du lot. On constate cependant une concentration du mélange par
rapport au taux d’anticorps moyen (Figure 14 ; droite de régression linéaire y = 1.06x +0.06).
Le seuil d’interprétation serait modifié par rapport au taux d’anticorps moyens. L’analyse ROC
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fournit alors un seuil optimal de 0.79 pour les RDO sur sérums de mélange (avec comme gold
standard le RDO moyen).

B. Validité des résultats
B.1. Bases de données

Les dosages de pepsinogéne ont été réalisés par deux laboratoires : le laboratoire de
parasitologie de I'unité mixte de recherche BIOEPAR (ONIRIS-INRAE) et le laboratoire public
LABOCEA a Ploufragan. En tout, 87,2% (641/735) des dosages sur sérums individuels et 86.2%
(106/123) des dosages sur sérums de mélange ont été réalisés a BIOEPAR. Ces deux
laboratoires utilisant la méme méthode d’analyse [41], on peut estimer que les résultats sont
comparables. Toutefois, la reproductibilité du dosage n’étant pas documentée pour cette
méthode d’analyse, on ne peut exclure une variabilité des résultats entre laboratoires,
variabilité qui pourrait donc impacter les valeurs obtenues et les résultats de cette these.

B.2. Echantillonnage aléatoire

Afin de déterminer comment le choix des génisses prélevées dans le lot influencait la
moyenne des taux de pepsinogéne, des échantillonnages aléatoires ont été fait a partir de
données enregistrées dans une base de données en 2016, mais les sérums n’ont pas été
conservés. Autrement dit, si des tirages au sort basés sur les valeurs des dosages individuels
ont été possibles pour recalculer a chaque tirage la moyenne, il n’a en revanche pas été
possible de faire le dosage sur le mélange de sérums correspondant a chaque tirage. Les taux
moyens de pepsinogene et les taux de pepsinogene de mélange de sérums étant corrélés, on
pourrait étre tenté de conclure que les aléas d’échantillonnage affectent le taux de
pepsinogene obtenu sur mélange de sérums de la méme maniere qu’ils influencent le taux
moyen. Cependant, il aurait été intéressant et plus rigoureux d’effectuer les dosages de
pepsinogeéne sur les mélanges de sérums de chaque tirage au sort pour confirmer ou infirmer
gue le choix des génisses impacte le mélange et la moyenne de la méme maniere.

B.3. Incertitudes de mesures

Les incertitudes de mesures prises en compte concernant les dosages de pepsinogene
étaient de 300 a 600 mUTyr/mL. Ces données sont issues du laboratoire LABOCEA. Il aurait
été intéressant que l'incertitude soit calculée au moment ou les analyses ont été effectuées,
et ce, dans les deux laboratoires ou les dosages ont été faits. Cela est d’autant plus important
qgue les dosages de pepsinogene sont probablement faiblement reproductibles et que les
résultats peuvent varier d’'un laboratoire a un autre. Une meilleure connaissance des
incertitudes de mesure aurait permis de prendre plus de recul sur les seuils d’interprétation,
en indiquant si le seuil peut rester strict ou doit étre considéré dans une gamme de valeurs
plus ou moins large.
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C. Extrapolation des résultats
C.1. Extrapolation a d’autres populations

Cette étude a été menée sur des génisses laitiéres en fin de premiére saison de pature
avec des conduites du paturage variables en fonction des lots. Le dosage de pepsinogéne sur
sérum individuel est actuellement utilisé sur les génisses de seconde saison de pature comme
outil diagnostique a I’échelle du lot. Il serait donc envisageable de transposer les résultats
obtenus sur les génisses en fin de premiére saison de patures aux génisses en fin de seconde
saison de patures. En revanche, ce dosage devrait étre couplé a d’autres indicateurs
parasitologiques tel qu’une analyse de la conduite de paturage de ces mémes génisses lors de
leur premiere saison. En effet, les génisses de deuxieme saison de paturage ont acquis une
immunité partielle lors de leur premiere saison de pature. Or, il a été montré que le taux de
pepsinogene peut parfois étre élevé alors que la charge parasitaire est faible chez les animaux
immuns. Ainsi, on risquerait de sur-traiter et de retarder la fin de la mise en place de
I'immunité. De plus, dans les lots d’animaux immuns, il n’est pas rare d’observer des taux de
pepsinogene trés élevés (environ 3000 mUTyr/mL) sur seulement quelques animaux. Dans les
lots de seconde saison de paturage, le risque qu’un seul sérum influence fortement le résultat
du dosage sur mélange de sérums pourrait donc étre plus grand que dans les lots de génisses
de premiere saison de paturage (cf. § IV.A.2.1).

On peut également se demander si nos résultats sont généralisables aux génisses des
troupeaux allaitants. Actuellement, le dosage de pepsinogéne sur les génisses allaitantes est
trés peu effectué, principalement pour des raisons de contentions, mais les résultats des
dosages de pepsinogéne sur mélange de sérums seraient transposables en prenant quelques
points en considération : (i) la date de naissance du veau et (ii) 'installation de I'immunité.
Pour les génisses de premiéere saison de pature, la date de la naissance du veau est essentielle.
En effet, ceux nés en automne ont des besoins de croissance couverts en partie par une
alimentation herbacée, le raisonnement est donc similaire aux génisses laitieres. En revanche,
les veaux nés en fin d’hiver sont trés peu exposés aux parasites, la source principale
d’alimentation étant lactée. Enfin, en deuxiéme saison de pature, 'immunité des génisses
allaitantes est acquise ou en fin d’acquisition. Un dosage de pepsinogéne en cours de saison
ou a la rentrée en stabulation peut étre intéressant pour éviter des pertes zootechniques.

C.2. Extrapolation a d’autres périodes

Afin de déterminer le niveau d’infestation du lot, les prélevements sanguins de cette
étude ont été effectués a la rentrée en stabulation, période traditionnellement ciblée pour
ces prélevements en raison de la facilité de contention des animaux a ce moment-la.
Cependant, des prélevements a d’autres périodes considérées comme a risque pourraient
étre envisagés. En effet, des études ont montré que la période a risque se situait souvent 2 a
3 mois aprés la mise a I’herbe [54, 60], et pouvait s’étaler de juillet a octobre [10, 59]. Ploeger
et al. (1994) [54] ainsi que Shaw et al. (1997) ont montré que le dosage de pepsinogene sérique
moyen a la mi-saison (juillet/aolt ou 84 jours apres la mise a I’herbe) semble étre un bon
indicateur prédictif de la croissance et des manifestations cliniques en fin de saison de
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paturage. Ainsi, le dosage de pepsinogéne sur mélange de sérums pourrait étre effectué en
milieu de saison comme indicateur prédictif de la croissance et des manifestations cliniques.

D. Perspectives d’application
D.1. Perspectives d’application pratique
D.1.1. Réduction des codt d’analyse

Un des enjeux de cette étude était la réduction du colt de I'analyse de pepsinogene afin
gue cet examen complémentaire puisse étre réalisé de maniéere plus systématique avant la
mise en place de traitement collectif, limitant ainsi la pression de sélection sur les populations
de parasites. Le Tableau XXI compare les colts, pour un lot de 20 génisses en fin de premiére
saison de paturage, des dosages de pepsinogénes sur sérums individuels, sur sérum de
mélange et de l'utilisation a I'aveugle de traitements antiparasitaires.

Tableau XXI : Tableau comparatif des codts lors de traitements a I’aveugle (Ivermectine ou Febendazole) ou apreés la
réalisation de dosages de pepsinogéne sur sérums individuels ou sur sérum de mélange.
NB : Prix issus du LABEO 61 et de la Clinique Vétérinaire des Avaloirs, Pré en Pail.

20 génisses  Traitement du lot | Traitement apres Traitement apres Pas de Pas de
de 300 kgs al'aveugle sans  dosages individuels dosage de traitement traitement
examen positifs mélange positif o car dosage
complémentaire RS de
individuels = mélange
négatifs négatif

Visite 0€ 26,48 € 26,48 € 26,48 € 26,48 €

Déplacement 0€ 15 € 15 € 15 € 15 €

5 prises de 0€ 12,50 € 12,50 € 12,50 € 12,50 €

sang

5 dosages 0€ 55,10 € 55,10 € 55,10 € 55,10 €

individuels

1 dosage de 0€ 0€ 11,02 € 0€ 11,02 €

mélange

Prise en 0€ 25,10 € 5,02 € 25,10 € 5,02 €

charge du

GDS

Colt du (1) (2) (1) (2) (1) (2) 0€ 0€

traitement: | 173,06€ | 161,61€ | 173,06€ | 161,61€ | 173,06€ | 161,61€

(1)

VIRBAMEC®

pour on

(2) IVOMEC®

injectable

Codt total 173,06€ | 161,61€ | 257,04€ | 245,59€ | 233,04€ | 221,59€ | 83,98 € 59,98 €

(1) VIRBAMEC® pour on (1 mL pour 10 kgs soit 600 mL pour le lot) : 1 flacon de 1L = 173,06€
(2) IVOMEC ® injectable (1 mL pour 50kgs soit 120 mL pour le lot) : 1 flacon de 200 mL =161,61€
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Ainsi pour une analyse sur un mélange de sérums, on note :

- une économie de 101,63 a 113,08 euros en cas de résultat négatif (alors que
I’économie ne serait que de 77,63 a 89,08 euros si des analyses individuelles avaient
été faites)

- un colt supplémentaire de 59,98 euros en cas de résultat positif (alors que ce surcolt
serait de 83,98 euros si des analyses individuelles avaient été faites)

D.1.2. Acceptabilité par les éleveurs de la mise en place de traitements raisonnés

Comme vu dans la partie précédente, le dosage de pepsinogéne sur un mélange de
sérums permet de diminuer les colts d’analyses et devrait donc favoriser la mise en place de
traitements raisonnés, c’est-a-dire des traitements administrés si et seulement si la nécessité
du traitement est démontrée par des examens complémentaires valables. Cependant, le prix
n’est pas le seul frein a l'utilisation de ses méthodes diagnostiques. En 2014, Orard [52] a
recensé les freins et les motivations des éleveurs a la modification de leurs pratiques vis-a-vis
des antiparasitaires.

Tableau XXII : Freins et motivations des éleveurs a changer leurs méthodes de controle des strongles digestifs (d'aprés
Orard, 2014)

Freins des éleveurs Motivations des éleveurs

Manque de connaissance sur le parasitisme | Simplicité

Manque de préoccupation Praticité

Manque de temps Gain économique

Les habitudes Environnement
Mangque de perception Amélioration technique

Peur des risques de réduire l'usage des | Santé publique

anthelminthiques

On constate donc que, si le colt des analyses peut constituer un frein a la mise en place
de traitements ciblé et/ou sélectifs, ce frein est loin d’étre I"'unique facteur limitant. Charlier
etal (2015)[18] ont également mis en avant les facteurs d’habitudes et de temps comme freins
majeurs aux changements de pratiques des éleveurs. Le vétérinaire praticien doit alors jouer
un role d’apport d’informations et de conseils concernant le parasitisme et la prévention face
aux strongles gastro-intestinaux afin que les habitudes ne soient plus un frein a la mise en
place de traitements raisonnés.

D.1.3. Place du vétérinaire dans la mise en place de traitements raisonnés

La visite sanitaire bovine 2020 (visite obligatoire financée par I'état, réalisée par le
vétérinaire sanitaire de I'élevage permettant un échange entre I'éleveur et son vétérinaire sur
un théme de discussion imposé et modifié chaque année) permet justement aux vétérinaires
de sensibiliser les éleveurs aux enjeux liés a I'utilisation des antiparasitaires et de proposer
des stratégies de traitements raisonnés. Les examens complémentaires ont alors toute leur
place dans cette démarche et participent a la baisse de la pression de sélection et par
conséquent a la baisse de I'émergence de résistances parasitaires. Encore faut-il que ces
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examens complémentaires soient utilisés sur le terrain. Ainsi le vétérinaire praticien a un réle
primordial a jouer auprés des éleveurs pour faire évoluer les pratiques et impulser les
changements. Cela passe tout d’abord par la communication d’informations concernant la
gestion du parasitisme. Torres-Acosta et Hoste (2008)[68] ont d’ailleurs résumé les
recommandations, passées et présentes, diffusées aupres des éleveurs (Tableau XXIII). On

constate, que certaines recommandations actuelles sont a I'opposé de ce qui était préconisé

dans le passé.

Tableau XXIII : Evolution des messages sur |'utilisation des traitements anthelminthiques (Traduit d'apres Torres-Acosta et

Message ancien

Message actuel

Hoste, 2008)

Qu’est ce qui a poussé

au changement ?

Quel est le bénéfice attendu ?

'ensemble d’un

les animaux les plus

épidémiologie (sur-

Traiter puis Déplacer puis Le développement de La préservation d’une
déplacer traiter résistance population ‘refuge’, la
prévention de I'apparition de
résistance
Traiter Traiter seulement Les connaissances en La diminution de l'usage des

AH, I'économie de traitements

lot infestés et/ou dispersion des AH, la préservation d’une
souffrant le plus Charges parasitaires population ‘refuge’, la
des infestations dans un lot) prévention de I'apparition de
résistance
Utiliser Combiner des AH Le développement de La prévention de I'apparition de
exclusivement avec des nouvelles résistance résistance, un contréle durable
des AH approches des SGI
Traiter sans Réaliser un Le développement de La prévention de I'apparition de
diagnostic diagnostic puis résistance résistance, I'économie de
traiter traitements AH, la préservation

d’une population ‘refuge’

Maximiser la
productivité via
des animaux sans
vers

Miser sur des
animaux
résilients/résistants

Le développement de
résistance, la promotion
des races résistantes

La diminution de l'usage des
AH, la prévention de
I"apparition de résistance, la
préservation d’'une population
‘refuge’, la préservation des
races locales

Autoriser des
molécules AH
chez les animaux
en lactation

Interdiction de ces

mémes molécules

chez les animaux
en lactation

Importance accordée
par les consommateurs
aux résidus d’AH
pouvant étre retrouvés
dans la chaine
alimentaire, meilleurs
outils d’analyse

Le respect de la réglementation,
la prévention des résidus d’AH
dans la chaine alimentaire
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Les recommandations anciennes, basées sur un objectif de couverture antiparasitaire
maximale pour maximiser les productions, pourraient expliquer pourquoi les éleveurs sont
ancrés dans des habitudes de traitements non soutenues par des examens complémentaires.
De plus, les contradictions entre les recommandations passées et futures créent une grande
complexité dans les messages a faire passer aux éleveurs, et participent donc potentiellement
a la résistance au changement.

Aprés une étude aupres de 50 vétérinaires praticiens, Merlin et al (2017)[47], a montré
que les vétérinaires étaient conscients de devoir faire évoluer les pratiques concernant les
traitements anthelminthiques. Il ressort également de cette étude unique que :

- une meilleure communication est a développer afin d’améliorer la relation vétérinaire-
éleveur dans la gestion et la mise en place de nouvelles pratiques vis-a-vis des strongles
digestifs

- Il'offre de service en parasitologie reste a développer dans beaucoup de cliniques
vétérinaires

- le manque d’outils diagnostiques « opérationnels, fiables et abordables » sont un frein
au conseil en matiere de parasitisme.

D.2. Perspective d’application en recherche
D.2.1. RDO sériques, GMQ et conduite de pdturage chez les génisses laitiéres

Le niveau d’anticorps anti-Ostertagia est un indicateur du niveau moyen d’exposition
des génisses d’un lot aux strongles digestifs. Dorny et al. (1999) ont trouvé que le GMQ des
génisses était négativement corrélé au niveau d’exposition et nous avons vu dans la partie
I11.D.2 que la spécificité et la valeur prédictive négative des taux moyens d’anticorps par
rapport aux taux de pepsinogenes étaient élevées. Ainsi le RDO moyen présenterait une
bonne aptitude a dépister les vrais lots négatifs. En 2017, A. Merlin [48] a montré que le
meilleur compromis entre la spécificité (ne pas traiter les génisses qui ne nécessitent pas de
traitement) et la sensibilité (traiter correctement les génisses qui nécessitent un traitement)
était obtenu pour un seuil de RDO de 0.93 et un GMQ de 683 g/jour, mais il s’agissait
d’analyses conduites a I'échelle individuelle. Aucune étude n’a testé l'utilisation du RDO
moyen du lot dans le cadre d’un traitement ciblé. Ainsi une étude a propos du lien entre le
RDO (moyen puis de mélange, les deux étant corrélés) et le GMQ en fonction du risque des
conduites de paturages pourrait étre intéressante.

D.2.2. Traitement sélectif et outils diagnostiques

Le dosage de pepsinogene sur un mélange de sérums est un outil diagnostique assez
simple a utiliser mais reste un examen a I'échelle du lot. Il s’agit donc d’un bon outil pour
raisonner les traitements de lot (traitement ciblé), mais qui devra étre associé a d’autres
examens a |'échelle individuelle si le but est de mettre en ceuvre un traitement ciblé-sélectif
(c’est-a-dire un traitement seulement sur un nombre restreint de génisses appartenant a un
lot ciblé comme a risque). En effet, le traitement sélectif reste I'idéal pour diminuer d’autant
plus les pressions de sélection sur les parasites. || permet de préserver une population refuge
et, encore plus a la rentrée en stabulation car alors on ne peut pas compter sur la population
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refuge constituée par les larves sur les patures puisque les animaux n’y ont plus acces. Le
traitement, alors a appliquer a I'échelle individuelle, nécessite des outils diagnostiques mais
également des indicateurs peu colteux, rapides et fiables a I’échelle individuelle. Certains
indicateurs comme le dosage de pepsinogene sérique ou l'excrétion fécale d’ceufs de
strongles digestifs ont déja été évalués afin de mettre en place une stratégie de traitement
sélectif ; I'étude de O’Shaughnessy et al (2015)[51] a permis la réduction de l'utilisation des
anthelminthiques de 50% chez les génisses en combinant les données de I'excrétion fécale et
de la concentration en pepsinogéne sérique comme facteurs décisionnels. La mise en place
d’un outil diagnostique qui prendrait en compte plusieurs parameétres simples comme le gain
moyen quotidien (GMQ), la note d’état corporelle (NEC), I'aspect du poil serait intéressant,
surtout que plusieurs études ont montré des résultats prometteurs concernant le GMQ
comme indicateur dans une stratégie de traitement sélectif [47].

D’autre part, en 2019, Hogberg et al [35] se sont intéressés a I'effet des strongles
digestifs sur I'activité des génisses de premiere saison de pature. Il ressort de cette étude
gu’une augmentation dans le nombre de périodes de couchage est bien corrélée a une
augmentation des taux de pepsinogéne 85 jours aprés la mise a I’herbe. Ainsi, un changement
d’activité, enregistré par des capteurs, pourrait également contribuer a I'identification des
individus les plus infestés.
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Conclusion générale

Cette étude met en évidence une variabilité des moyennes de pepsinogene obtenues
en fonction du choix des génisses prélevées dans un lot donné. Cela signifie que Ia
thérapeutique globale du lot peut étre modifiée en fonction des individus prélevés, et ce peu
importe la taille initiale du lot. Or, jusqu’a présent, ces aléas d’échantillonnage n’étaient pas
documentés et donc non pris en compte dans l'interprétation diagnostique. Cela suggere que
d’autres indicateurs parasitologiques ainsi que I'aspect général des animaux prélevés seraient
intéressants a prendre en compte en complément du dosage de pepsinogéne sérique afin de
mieux raisonner la thérapeutique d’un lot.

D’autre part, la comparaison des taux de pepsinogene moyens et de mélange a permis
de mettre en évidence que le dosage effectué sur un mélange de sérums présente un intérét
diagnostique a I’échelle du lot. Il a été montré que les craintes initiales concernant I'utilisation
de ce mélange de sérums (augmentation du taux a cause d’un seul sérum et maximisation de
I'incertitude de mesure) existent mais dans une proportion négligeable. Une application
pratique apparait donc envisageable. Elle permettrait de réduire les colts des examens
complémentaires, notamment chez les génisses de premiére saison de paturage. Ces analyses
seraient alors plus souvent réalisées et la mise en place de traitements ciblés facilitée. La
diminution de la fréquence des traitements a l'aveugle permettrait alors de limiter
I’émergence de résistances dans les populations parasitaires.

Enfin, cette étude confirme I'absence de relation linéaire entre le taux de pepsinogene
et le taux d’anticorps anti-Ostertagia ostertagi, et donc, I'absence d’intérét diagnostique du
taux d’anticorps anti-Ostertagi ostertagi chez les génisses en fin de premiére saison de
paturage.
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Annexes

Annexe 1 : Protocole du dosage de pepsinogéne utilisé au laboratoire de I'unité BIOEPAR-INRAE

Mode Opératoire

Mode Opératoire

NAlrle === Réf - EPTD-MO-04
_ﬂwj_r.ﬁl_hﬂ... IHM.I—Z|~_> Version : 4.0

T Dosage du pepsinogéne sérique bovin |Date - Dw.”..om....G
Unité BioEpAR Page:2/6

Nrtric —=— Réf: EPID-MO-04
Oniris == INRA Version - 40
T = SCIENCE & MR - 09/05/

; Dosage du pepsinogéne sérique bovin Date : cw“.om.. 19
Unité BioEpAR Page:1/6
Mise a disposition des exemplaires
- Utili - Mode Opératoire disponible dans la bannette tiroir « pepsinogéne » (salle
d’immunologie)
- Serveur Simba (Groupes transversaux/GT qualité/03_Doc Qualité BicEp AR/ Tmmmunologie)

Service responsable Rédactenr Vérificatenr Approbateur
Nom : DMENARD Nom : N. BRISSEAU Nom : A CHAUVIN
Parasitologie bovine | Fonction : TR, Fonction : AI Fonction : Pr
Visa : Wisa Visa :
OBJECTIF :

Le pepsinogéne sérique permet de mettre en évidence indirectement la présence de
strongles (Ostertagia ostertagi) dans la caillette, d’évaluer I'intensité des lésions, de connaitre les
vagues d’infestations au cours d'une saison d’herbe, ou de mesurer I'efficacité d'un traitement.

Ce dosage biochimique est effectué a partir de sérum ou de plasma (uniquement récolté sur
citrate de sodium). Attention 4 'EDTA ou 'héparine qui peuvent perturber Ia réaction (dans ce
cas ne pas faire 'analyse). ainsi qu’a la présence d’hémolyse qui fait varier le pH (le notifier avec
le rendu du résultat).

I/PRINCIPE :

Le pepsinogéne est transformé en pepsine en milien acide a 37°C.
La pepsine libérée agit en milien acide sur un substrat protéique. en libérant des radicaux
aromaticues. Les radicaux aromatiques sont ainsi dosés (fyrosine).

I/ REACTIFS

Hydroxyde de Sodiuny (NauOH) . ref Sigma 55881
Solution a 0.5M : 10,3 g pastilles pour 500 ml d’ean déminéralisée
Remargue - se garde 3 mois a tempéran

Solution a 0.6M : 12,36

Acide Chlovhydrique (HCL) . ref Sigma 84426

Solution a 6M : 26.26 ml HC1 concentré qsp 50 ml d’eau déminéralisée
Solution a 1M : 43,78 ml HC1 concentré gsp 500 ml d’ean déminéralisée

Tampor Sorensein:

Solution A

Glycine (Evrobio réf GEPGLY00-65) 3754 g

NaCl (ref Sigma S7653) 204 g

Ean déminéralisée qsp 50 ml

Remargue - se garde a 4°C

Tampon Sorensen -

Solution A 19,10 ml

HC1 IN (ref : Merck 109057) 3090 mil

Ean déminéralisée gsp 300 ml

se garde 3 mois a 4°C

Hemoglobine bovine dénaturée (Hb)
Hb mére : 50mg/ml (conserver 13 a 21 jours a +4°C)

Hb (ref Sigma H2625 — stockée 4 -4°C) 0200 g
Eau déminéralisée 4000 ml

Agiter pendant une heure pour réh

de 15 a 21 jowrs a 4°C

Hb fille : & préparer an moment de I'emploi an 1/5

Hb mére (aprés réhydratation) 6 ml
Tampen Sorensen 24 ml
Remargue : ajuster le pH a 1,9 avec quelgues gouttes de HCI IN ou du NaOH 0,5N
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Acide trichlovacétique (TCA) 10
TCA (Sigma T4885 — stocké 4 -4°C) 0 g
Eau déminéralisée qsp 500 ml

Remarque : se garde 3 mois a température ambiante

L-Tyrosine (conservée en aliquots de 300uL a-20°C) :

Préparer une solution mére a 1g/L
L-Tyrosine (Sigma. réf : 93830 ou T8366-25G) 50 mg
TCA 10 % (Sigma réf : T 4885) 50 mil
|_10ug/ml | 1misolution mére | PO ¥
= x mpléter avec du
MM _.ﬁ\:." M 3" S“S..o_. Bw_.m TCA 10% dans une
ug/m mi solution METe_| figle jaugée a 100
40 ug/mi 4 mi solution mére mi

50 ug/ml 5 mi solution

£

Remargue : il est obligatoire de test
congélation en aliquots)

Réactif de FOLIN aw1/3

Dilution au 1/3 de Ia solution
Folin (ref : Sigma F9252 - stocké a +4°C) 4 ml
Eau déminéralisée 8 ml

Remarque : se garde a 4°C a 'abri de la lumiére

Témoin positif

Pour faire un témoin positif. il faut pooler au moins 20 sérums (minimum_ le plus grand
nombre possible est le mieux) ayant une valeur comprise entre 1200 et 1800 mUTyrosine/ml I
est nécessaire de le doser afin de vérifier la valeur de I'échantillon. Aliquoter par 230pl. bien
identifier et conserver a -20°C.

III / PETIT MATERIEL ET CONSOMMABLES

Tubes a hémolyse non stériles en plastique (polypropyléne)

Agitateur et barreau magnétique

Ritips de 50 ml. Smlet 2.5 ml

Pointes 200 pl et 1000 ul

Pipette multi distributrice

Pipettes 200 ul et 1000 pul

Microplaques 96 puits a fond plat standards NUNC (Dutscher, ref 055140)
Minuteur

Fioles. béchers

@ * il IIWW. _ Z|N> Mode Opératoire Réf - EPID-MO-04
:vID _‘l_zM — \ Version : 4.0
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IV /APPAREIL

Etuve a 37°C

Balance

Réfrigérateur a 4°C

Vortex

Centrifugeuse (Eppendorf 5810 R)

pH métre

Spectrophotométre : lecteur de microplaque-filtre 750 nm

V /MODE OPERATOIRE

Préparer 3 tubes pour chaque échantillon. et un témoin = par manspulation : (26 échantillons par
plaque et un témoin positif)

Tube A Tube B Tube C
Sérum 1001 100ul
Hgb 500u1 500ud
TCA 1000ul

Agiter les tubes A et C au vortex puis recouvrir le portoir d une feuille d’aluminium
Incuber 22h dans I'étuve a 37°C.

» Arvet de lavéaction: Jour 2 (J2)

Agiter le tube C au vortex puis le transférer dans le tube B.

Ajouter 1000 ul de TCA 10% dans le tube A pour arréter la réaction. a I’aide d’un combitips de
50 ml. et agiter les tubes A et B an vortex.

Centrifuger les tubes A et B pendant 5 minutes a 2200 tours/minute (programme 2).

» Prépavatiov de la. gamune étalov de tyvosine (GE)

Tube A :
Folin (& déposer
Concentration GE | Volume GE | NaOH0,5N au dernier
moment)
10 pg/ml 250 pl 500 pL 150 pl
20 pg/ml 250 pl 500 pL 150 pl
30 pg/ml 250 pl 500 pl 150l
40 pg/ml 250 pl 500 pL 150 pl
50 pg/mi 250 500 pL 150
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Tube B : faire 3 tubes

Folin (& déposar
TCA 10% MaOH 0.5N au dernier
mament)
250 ul 500 uL 150 pl

» Préparation des échantillons

Echantillon NaOH

Folin (3 déposer

Echantillon (surnageant) 0.6 au dernier
moment)
Tube A 250 pl 500 pl 150 pl
Tube B 250 pl 500 pl 150 pl

» Colovalion

Préparer Ia dilution de la solution de Folin Déposer 130uL da cette solution dans les tubes A
et B de 1a gamme étalon et des échantillons (en commencant de préférence par le dépét dans les
tubes B). Lancer le mimuteur sur 30 min ot bien vortexer les tubes.

Déposer 300l de la gamme étalon et des échantillons selon le plan de plague suivant

1 3 3 4 [ 7 3 9 i} 11 13

W] | Smd | et | il | mm il P Srmih | Gmetd | e s

n Telo | Twld | ..
Tabe Tube & Texa Tabe 4 Taml T Toe 4 Tueh Tam & Tae A Tae it
TeH | Twld wrmd | wma | sems [ wmi | sema 1] Serum 28 emn | wman

B Tl
Tabe T 4 Tema fabe a Tamis T T s Tue it Tom 4 Tae a Tabe it
T30 | T30 Sermm 5 wms | wemt [ s [ enmi S 13 Serum 11 e 21 S 11

C T
Tabe i Tube & Texa Tabe 4 Tau il Tube T 4 Tue Bl Tui 4 Tae A Tabe It
D T4 | Ted0 Wi | Semd | Gemt | Em il | =il | Semd | =D | = | e
Tabe d Tebe & Tema Tae 4 Tamll Tke Toe 4 Tue bl Tabe 4 Taea Tae it
TS0 | Ts0 %rmm? | Sm? | St | wmmid | enmid Tl | wmz | emn | ewa

E Tue
Tabe d Tk & T d Tabe d Taull Tube 4 T 4 Tue 1l Tabe 4 Tahe A Tabe It
F Teman+ | Temom: | Temom Wl | Smi | Semb | wmmis | enmis | wemis | s | s | em
Tabe T 4 Tl Tema Tabe Tami Tube T 4 Tue it Tom 4 Taen Tabe it
G Sem| | Snml | tmmi | s | Semd | Semy | wmmi? | @nmi7 | wem | Gnmn | Semn | o
Tabe d Tube & Tl Texa Tabe 4 Tau il Tube T 4 Tue Bl Tui 4 Tae A Tabe It
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Il est important de ne pas oublier de faire un plan de plaque papier.
Noter la température de la piéce sur le cahier de laboratoire.

¥ Lectiuve:

La mesure de la densité optique (DO) s’effectue a 750 nm au lecteur de micreplaque.
Exporter les résultats sur la clé USB a disposition

> Résulind

SEMUMN (w1 syresize) = (DO moyenne A — DO moyenne B) - b

Avec -
DO = Densité Optique

a

a = cogfficient directeur de la droite de régression linéaire de la gamme étalon

b = ordonnée a l'origine

Enregistrer le fichier dans le logiciel Révélation sous la forme :

avec, | = espace;
aa = année ;
M = oS [

1 =jour ;

«pepsi_ aammjjPx »

Px = numéro de la plague (5'il y en a plusieurs)

Quwrir un ancien fichier « pepsi » (2 partir d"avril 2019 soit pepsi 190401).
Enregistrer sous (dans le dossier comrespondant aux sauvegardes des résultats) en modifiant la
date du fichier comme indiqué précédemment.

Modifier et rentrer le nom des échantillons dans I'onglet.

Ouwrir les résultats sanvegardés sur la clé USB et les ouvrir avec Excel.

Sélectionner I'ensemble de la page. copier et coller ses résultats sur le fichier final « pepsi

19.. .. », dans 'onglet data.

Veérifier les valews de a, b et du témomn positif avant de valider les résultats.
La valeur de R”, doit étre comprise entre 0.98 et 0.999. La valeur de b inférieur 4 0.05, et le
témoin positif supérienr & 1300 mUnité de Tyrosine/ml. Enregistrer les valeurs de a et témoin
positif dans le dossier « suivi des témoins ». Noter les valeurs de a et b dans le cahier de

laboratoire.

Imprimer Ia page « Résultats » et I"archiver dans le classeur « Analyses » dans le labo de Diag (et
un autre exemplaire si besoin selon le protocole de recherche).

Les résultats doivent &tre validés par un supérienr hiérarchique.

VI/REFERENCE

Publication :

D. KERBOEUF, C. KOCH. E. LE DREAN. A. LACOURT : Méthode simplifiée de mesure de la
concentration en pepsinogéne dans le sérum, Revue Méd. Veét., 2002
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Annexe 2 : Protocole du kit SYANOVIR® O.Ostertagia Ab

SVANOVIR® O. ostertagi-Ab
Ostertagia ostertagi

Test d'anticorps
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N° d’article

Contenu 10-2940-02
Microplaque / Microtitre plate 2
Microplaque (96 puits) sensibilisée avec I’antigéne non infectieux d’O. ostertagi (Barrettes)
(scellée et gardée au sec) 12x8
Conjugué / Conjugate
Prét a I'emploi (anticorps monoclonal anti-IgG de bovins conjugué a la 1x24 mL
peroxydase)
Solution PBS-Tween / PBS-Tween Solution
Concentrée 20 fois 1x125mL
Solution de substrat / Substrate Solution
ABTS 1x50mL
- CONSERVER A L'OBSCURITE !
Solution stop / Stop Solution L x25 mL
Contient 1% SDS xeom
A. Sérum contréle positif [ Positive Control Serum

. 1x2.5mL
- Contient des conservateurs
B. Sérum contréle négatif / Negative Control Serum

1x2.5mL

- Contient des conservateurs

Cette  notice

concerne le

kit

SVANOVIR® O. ostertagi-Ab kit : Article
number 10-2940-02
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SVANOVIR® O

ik Y
astertagi-Ab

Ostertagia ostertagi

Test d’anticorps

MNom et application

SVAMNOVIR® O. ostartagi-Ab est um kit immung-
enzymatique (ELISA) pour |a détection d'anticorps
specifiques dirigés contre 0. ostertogi dans les |aitsde
tank. La détection des anticorps anti-Ostertagio
pstertagi dans les échantillons de lait de bovin st un
bon indicateur du niveau dinfection, ce qui fait de cet
outil un instrument intéressant pour déterminer la
necessiteé d'un contrdle vermifuge.

Information genérales

Cstertagia ostertagi est 'un des nematodes gastro-
intestinaux les plus répandus dans e bétail o travers
le monde. Le parasite a un cycle de vie comprenant
deux phases différentes : la premiére phase en liberté
dans les paturages, et la deuxiéme phase comme un
parasite chez Ihote, infestant |z caillette. Comme
Ostertogio ostertogi est présent dans les paturages,
tous les bovins des régions & climat tempéré sont
EXPOSEs au parasite.

Les larves de stade 1 se développent a partir des ceufs
dans |es féces, puis muent en larves de second stade.
L'ingestion d'herbe contamings par des larves de
stade 3, qui s2 sont développées 3 partir du deuxieme
stade larvaire et toujours enferméas dans une gaine,
conduira a I'infestation réelle. Les larves du troisieme
stade pénétrent dans les glandes gastrigues de la
caillette dans les 6 heures aprés lingestion. Le
développement d'adulte du guatriéme stade & lieu.
Ces vers adultes vont alors émerger vers |a lumigre de
la caillette. Linfestation de nématode dans les vaches
adultes est principalement subclinique, mais peut
conduire & une diminution de la production de lait. 1l
est important de déterminer |2 niveau dinfestation et
la nécassité d'un traitement vermifuge.

Principe

La méthode du kit reposs sur un test immuno-
enzymatigue indirect en phase solide (ELISA). Dans
cette méthode, |es échantillons de laits sont exposés &
I'antigéne 0. ostertagi non infectieux dans les puits de
la barrette de microtitrage. Les anticorps anti- 0.
ostertogi (si présents dans I'échantillon de sérum) se
lient @ I'antigéne dans les puits. Le conjugué HRP qui
est ajouté ensuite forme un complexe avec ces
anticorps anti-0. ostertogi. L'excés non lig est éliming
par rincages avant I"ajout de la solution de substrat.
Une couleur bleu-vert se développe qui est due a la
conversion du substrat par le conjugue. Un résultat
positif st indiqué par I'apparition d'une couleur bleu-
vert. La réaction est arréteée par I'ajout de la solution
d'arrét. Le résultat est lu par un spectrophotométre
pour microplagque, oo la densité optigue (DO) est
mesurée a 405 nm.
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Matériels nécessaires mais non fournis

1.  Micropipettes deprécision

Embouts jetables pour micropipette

3. Eau distillée, déionisee ou de I'eau
ultrapure

4. Pipetteur a canaux multiples ou laveur de
microplagues

5.  Récipient de 1 & 2 litres pour le PBS Tween

6.  Spectrophotoméatre & microplagues (filtre
de 405 nm)

pa

Information sur les échantillons

Lait:

100p! de lait @crémeé sont nécessaires pour chague
puits. Des echantillons frais, réfrigérés ou congelés
sont utilisables. Les échantillons de lait doivent &tre
centrifugés pendant 15 minutes a 2000 x g pour
enlever la couche de lipide. Sinon, laisser les
échantillons de lait reposer jusqu'a ce que lacouche
de graisse se forme sur le dessus de ['échantillon.
Pipeter sous la couche de graisse.

Préparation des réactifs
Tampon PES-Tween:

Diluer au 1/20 la solution concentrée de PES-Tween
dans de Feau purifide. Préparer 500 ml par plague en
dilugnt 25 ml dans 475 ml d'eau et bien melanger.

M.B Avant la dilution, s"assurer qu'il ne reste pas de
cristaux dans le tampon. Pour dissoudre les restes de
cristaux, réchauffer et bien mélanger.

10.
11.

1z,

13.

14.

Précautions

Lire attentivemnent les instructions et s’y
conformer strictement.

Conserver le kit et tous les réactifs entre 2 -
B°C.

Laisser les réactifs atteindre latempérature
ambiante entre 18-25"C avant utilisation.
Manipuler tout le matériel confarmément
aux bonnes pratigues de laboratoire.

Me pas mélanger les compasants ni les
manuels de différents lots de kits.

Prendre soin d'éviter toute contamination
des composants du kit.

Respecter |a date de péremption du kit.

Me pas manger, boire, ni fumer 1& ol sont
manipulés les échantillons et les réactifs.
Changer d'embout de micropipetie pour
chaque échantillon.

MNe jamais pipeter a la bouche.

Inclure des contrdles de sérum négatif et
positif sur chaque plague ou série de
barrettes.

M'utiliser que de I'eau distillée, déionisée ou
ultrapure pour la préparation des réactifs.
Lors de la préparation des tampons,
mesurer l2 valume reguit.

L'élimination des matériaux biologiques
doit &tre réalisée dans le respect des
réglementations locales, régionales et
nationales.

Recommandations !

MEximum.

Le volume des réactifs est suffisant pour au moins 8 tests séparés.

Les barrettes dont Femballage est ouvert peuvent étre conservées entre 2-8°C pendant 4 semaings au
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Interprétation
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Figure 1

Pour évaluer I'importance de I'infestation par les nématodes gastro-intestinaux dans un troupeau, la valeur de
DOR du lait de tank doit étre reportée sur la ligne. L'effet probable de I'infestation sur le rendement laitier
moyen du troupeau est lu sur lfaxe Y.
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See manual
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DIAGNOSTIC DE L'OSTERTAGIOSE CHEZ LES GENISSES EN FIN DE PREMIERE SAISON
DE PATURAGE : EVALUATION DE L'INTERET DU PEPSINOGENE DE MELANGE ET DU
NIVEAU D’ANTICORPS ANTI-OSTERTAGIA OSTERTAGI.

RESUME

Le dosage de pepsinogene sérique est un examen complémentaire permettant de quantifier
I'infestation par O. ostertagi des génisses de premiére saison de paturage. Afin d’établir un
diagnostic de lot, au moins 5 génisses doivent étre prélevées et c’est la moyenne des 5 dosages qui
est interprétée.

Cette étude visait a :
- quantifier la variabilité des moyennes en fonction des aléas d’échantillonnage de 5 génisses
par lot
- évaluer l'intérét diagnostique du mélange de sérums
- évaluer la relation entre taux de pepsinogéene et taux d’anticorps anti-Ostertagia (mesurés
par ELISA).

Des taux de pepsinogéne et d’anticorps anti-Ostertagia ont été déterminés sur 736 génisses
issues de 124 lots répartis dans 96 élevages. Les moyennes des taux individuels ont été calculées
pour chaque lot et comparées aux taux mesurés sur le mélange des sérums contribuant a la
moyenne. Dans les lots de plus de 6 génisses, des tirages au sort de 5 animaux ont été effectués, et
la moyenne issue de chaque tirage a été calculée et comparée a la moyenne du premier tirage. Dans
19,4% des cas, les moyennes des taux de pepsinogene obtenues en fonction du choix des génisses
dans le lot se distribuaient de part et d’autre du seuil de 1500 mUTyr indiquant que la thérapeutique
du lot est modifiée par ce choix. De plus, les taux de pepsinogéne moyens et de mélange étaient
corrélés, soulignant l'intérét diagnostique du pepsinogéne de mélange. Le co(t de cet examen
pourrait étre diminué facilitant la mise en ceuvre de traitements raisonnés. Enfin, aucune relation
linéaire n’a été mise en évidence entre les taux de pepsinogene et d’anticorps anti-Ostertagia :
I’ELISA ne peut donc remplacer le dosage de pepsinogene.

MOTS CLES
Génisses - Paturage — Strongle digestif — Ostertagia ostertagi — Pepsinogéne — Test ELISA
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