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Evaluation de deux techniques d'ELISA pour
le diagnostic de la paratuberculose bovine

Mireille Meylan1, J. Nicolet2, A. Oppliger3, A. Bumens2, J. Martig1

Resume

Lors de revaluation de deux methodes serolo-
giques pour le diagnostic de la paratuberculose,
on a obtenu pour l'une d'elles (ELISA commercial

absorbe des Commonwealth Serum Laboratories,

Parkville,Australie) dans une population
formee de vingt troupeaux infectes, suspects et
negatifs de la region du Plateau de Diesse une
sensibilite de 50% et une specificite de 98%.
Un autre ELISA non-absorbe, teste en parallele, a
revele une sensibilite de 30% et une specificite
de 91%.

Mots cles: paratuberculose — diagnostic —

ELISA - sensibilite — specificite

Evaluation of two techniques of ELISA for the
diagnosis of bovine paratuberculosis

A sensitivity of 50% and a specificity of 98%

were obtained in the evaluation of a serological
method (commercial absorbed ELISA, Commonwealth

Serum Laboratories, Parkville, Australia)
for the diagnosis of paratuberculosis.The population

used in the study consisted of 20 infected,
suspect and non-infected herds from the region
of the Plateau de Diesse.
Another evaluated non-absorbed ELISA test had a

sensitivity of 30% and a specificity of 91%.

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

Introduction

La paratuberculose (maladie de Johne) est une infection
chronique de l'intestin des ruminants qui se manifeste
cliniquement par des diarrhees profuses et un amaigris-
sement marque. Les animaux s'infectent generalement
avant Läge d'une annee,mais la maladie se declare
cliniquement ä Läge adulte, done apres une periode d'incu-
bation de plusieurs mois ä plusieurs annees. La
paratuberculose resiste ä tout traitement et conduit invariable-
ment ä la mort de l'animal atteint. Le germe responsable
est Mycobacterium paratuberculosis, un bätonnet aci-
do-resistant (Chiodini et al., 1984).
Le diagnostic est au centre de la problematique de la
paratuberculose. En l'absence d'une therapie efficace,le
seul moyen de lutter contre la maladie est d'identifier les
animaux infectes et de les eliminer pour eviter qu'ils ne
contaminent l'environnement et les autres animaux, per-
petuant ainsi l'infection ä l'interieur d'une exploitation.
On ne dispose cependant ä l'heure actuelle d'aucune
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methode de diagnostic satisfaisante pour la paratuberculose,

particulierement sous sa forme subclinique. Or,
lorsqu'un cas de paratuberculose clinique peut etre dia-

gnostique dans une exploitation, e'est generalement
dejä 38 ä 42% du cheptel qui est infecte de facon subclinique

(Kreeger, 1991). Les methodes actuellement en
usage (mise en evidence de l'immunite humorale ou cel-
lulaire, mise en evidence du germe par frottis ou culture
de matieres fecales) donnent un pourcentage variable de
resultats faux-positifs ou faux-negatifs. En ce qui concer-
ne les methodes de Serologie, des reactions croisees
suite ä un contact avec d'autres mycobacteries jouent un
role particulierement important. Cette difficulte peut
etre circonvenue par l'absorption prealable des serums
avec des extraits mycobacteriens, generalement ä partir
de M. phlei (Yokomizo et al., 1985). D'autre part, la
methode la plus fiable, la culture bacteriologique de
matieres fecales est extremement fastidieuse et deman-
de quatre mois d'incubation avant l'obtention d'un resul-
tat definitif.
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II est done important de connaitre les limites des tests
utilises pour le diagnostic de la maladie de Johne, afin de

pouvoir interpreter les resultats en consequence dans

une situation epidemiologique donnee. C'est dans cette
optique que nous avons etudie 1'ELISA commercial des
Commonwealth Serum Laboratories (ELISA CSL) ainsi

que celui de l'Institut Galli-Valerio (ELISA GV) dans une
region oil la paratuberculose est endemique.

Animaux, materiel et methodes

Organisation du projet

Nous avons examine 595 vaches et genisses de race ta-
chetee rouge agees de plus de dix-huit mois d'une ä trois
fois sur une periode d'une annee. Ces animaux prove-
naient de vingt troupeaux (comptant de treize ä quatre-
vingt-huit tetes de betail) de la region du Plateau de Dies-
seJura bernois,a l'exception d'une exploitation connue
pour etre infectee dans une autre region du canton de
Berne. Des le debut du projet, ces troupeaux ont ete
repartis arbitrairement en trois groupes, positifs,
suspects et negatifs, selon une anamnese fournie par le vete-
rinaire local.
Apres un echantillonage initial ou toutes les betes ont ete
testees par serologic uniquement, les animaux des
exploitations positives (deux troupeaux) ont ete soumis
simultanement ä une analyse serologique par ELISA et ä

une recherche de M.paratuberculosis dans les matieres
fecales, la culture conventionnelle servant de methode
de reference pour 1'evaluation des methodes serologi-
ques.Dans les exploitations suspectes (neuf troupeaux),
tous les animaux ont ete testes par serologic, ceux
s'etant averes positifs ä l'ELISA en plus par culture fecale.
Sur la duree de l'etude, toutes les betes des exploitations
negatives (neuf troupeaux) ont ete soumises une fois ä la
recherche du germe dans les matieres fecales parallele-
ment ä la serologic afin de comparer les resultats de la
culture avec ceux de l'ELISA dans le cadre de 1'evaluation
de la specificite de la methode serologique; lors des au-
tres echantillonages, la surveillance des troupeaux negatifs

s'est bornee ä une Serologie sur huit animaux adultes,
dans la mesure du possible toujours les memes.

Prises d'echantillons

Les echantillons de sang et de matieres fecales ont ete
recueillis en trois series, en novembre 1991, janvier-fe-
vrier et avril-mai 1992.

- Prises de sang: 10 ml de sang ont ete recoltes par
ponction, chez les bovins adultes, de la veine ä lait
(Vena epigastrica cranialis superficialis), et, chez les

jeunes animaux, de la veine jugulaire.
- Matieres fecales: environ 50 g de feces ont ete prele-

ves du rectum avec un gant jetable et transportes dans
des recipients steriles de matiere plastique.

Serologie

Nous avons compare les deux methodes suivantes:
1. ELISA (CSL) absorbe
Les echantillons de serum ont ete testes ä l'Institut de

Bacteriologie veterinaire de l'Universite de Berne (IVB)
par l'ELISA commercial des Commonwealth Serum
Laboratories (CSL), Parkville,Australie, qui comprend une
etape d'absorption des serums avec M. phlei, selon les

instructions du fabricant. Ce test utilise un antigene pro-
toplasmique de la souche VRI 316/102-2 de M.paratu¬
berculosis (Sockett et al., 1992).
La valeur-seuil lors de 1'interpretation des resultats est la

moyenne des valeurs des deux controles negatifs plus
0,100.

2.ELISA (GV) non-absorbe
L'examen des serums a ete effectue selon une methode
developpee dans les laboratoires de l'Institut Galli-Valerio.

II s'agit d'un ELISA non-absorbe utilisant comme
antigene la souche de M. paratuberculosis NCTC 8578
cultivee en milieu liquide de Middlebrook 7H9, puis soni-

quee pour en extraire 1'antigene selon une methode mo-
difiee decrite par Milner et al. (1990) et reprise par Bech-
Nielsen et al. (1992). Les microplaques sont incubees
avec les serums dilues ä 1:20 et la presence d'anticorps
contre M.paratuberculosis est mise en evidence par une
reaction de la peroxidase de raifort conjuguee ä des IgG
anti-bovins.
Les resultats sont dans un premier temps exprimes en %

de I'extinction moyenne des deux temoins positifs, puis
transposes en unites semi-quantitatives -,+/-,+,++,+++.

Cultures bacteriologiques

Les cultures bacteriologiques ont ete effectuees selon
une methode standardisee (Whipple et al., 1991) legere-
ment modifiee:
Lors de la fabrication du milieu d'Herrold, 1'adjonction
d'oeufs frais est remplacee par une suspension commer-
cialisee (EggYolk Suspension Oxoid), et l'on y ajoute un
melange d'antibiotiques (MB-Check Supplement Roche,
List Nr. 07 2823 3). Les cultures sont incubees ä 37° C
durant 18 semaines.Une lecture est effectuee toutes les

quatre semaines. Toute colonie apparaissant apres un
mois sur le milieu contenant de la mycobactine est iden-
tiflee comme M.paratuberculosis par repiquage sur
milieu depourvu de mycobactine et par PCR avec comme
amorce la sequence d'insertion speciflque IS900 (Vary et
al.,1990).

Evaluation des resultats

Pour 1'evaluation des performances des deux ELISA,
nous avons compare leurs resultats avec ceux des
cultures fecales, mais en prenant pour reference une
population differente pour l'estimation de la sensibilite
ou de la specificite (Sockett et al., 1992).
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Analyse de sensibilite: le «gold standard» auquel on se
refere pour 1'estimation de la sensibilite de ELISA est le
resultat de la culture fecale. La methode de reference est
specifique ä 100%, par contre sa sensibilite est indifferente,

puisqu'on ne considere que la population infectee,
done positive ä la culture fecale, pour le calcul de la
sensibilite.
La formule suivante permet de determiner la sensibilite
des ELISA etudies (Martin et al., 1987):

Sensibilite £ + " EI ISA + n ELISA +
D + n infectes n culture +

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

Nous avons inclu dans cette analyse tous les animaux
pour lesquels nous disposions de resultats paralleles de
Serologie et de culture fecale, en ne prenant qu'un resultat

par bete, et, en cas de resultats discordants dans les
dififerentes analyses, en partant du principe qu'une bete
qui a reagi positivement, ne serait-ce qu'une fois, doit
etre consideree comme positive.

Analyse de specificite: afin de s'assurer que tous les
animaux pris en compte pour l'estimation de la specificite
des methodes serologiques etaient en effet exempts
d'une infection ä M. paratuberculosis, nous avons exclu
de la population de reference tous les animaux positifs et
suspects, ä savoir:

- les animaux positifs ä la culture fecale.

- les animaux negatifs ä la culture, mais provenant
d'exploitations comprenant des animaux positifs.

- les animaux provenant d'exploitations ayant connu
des problemes cliniques de paratuberculose confir-
mes ou non par culture.

- les troupeaux comprenant des animaux achetes
d'exploitations positives.

- les troupeaux oü la paratuberculose a ete mise en
evidence sur la base de methodes de pathologie.

- les animaux ayant päture avec des betes d'exploitations

positives.
Apres l'exclusion de tous les animaux correspondant ä

ces criteres, il reste 5 troupeaux sur 20 qui peuvent etre
consideres comme non-suspects. De la sorte, dans une
population reconnue, dans une marge de securite raison-
nable, comme exempte de paratuberculose, tout resultat
serologique positif pourra etre assimile ä un resultat
faux-positif. Le calcul de la specificite se fait selon la
formule suivante (Martin et al., 1987):

T- _ n ELISA- _ n ELISA -Specificite D - n non-infectes n culture -

semiquantitativement selon l'ampleur de (extinction
mesuree (tableau 1).
Pour la suite de (interpretation, nous avons dichotomise
les resultats, c'est-a-dire que les valeurs - et +/- ont ete
considerees comme negatives, tandis que les valeurs +,
++,+++ formaient le groupe positif.

Tableau 1: Resultats des deux techniques d'ELISA
(CSL et GV) sur I'ensemble des echantillons de serum.

(n=965) - +/- + ++ +++

Nombre
CSL 925 2 17 15 6

GV 746 88 56 34 41

CSL • 95,85 0,21 1,76 1,55 0.62

GV 77,3 9,1 5,8 3,5 4,2

negatif
+/- suspect
+ legerement positif
++ positif
+++ fortement positif

Analyse de sensibilite

Nous disposions pour 379 animaux de resultats paralleles

de Serologie et de culture fecale. Les resultats compa-
ratifs sont donnes dans le tableau 2.

On obtient done pour les deux methodes serologiques
etudiees les valeurs suivantes:
ELISA CSL: sensibilite =50%.
ELISA GV: sensibilite 3 0%.

Tableau 2: Comparaison des resultats des deux
techniques d'ELISA (CSL et GV) avec ceux de la
culture fecale.

Methode n=379 ELISA 'tELISA -

CSL
Culture + is 18

Culture - 5 338

GV
Culture + 11 25

Culture - 37 306

Chaque animal est pris en compte une seule fois, meme
si (on dispose pour certains de deux, voire trois resultats
successifs, auquel cas un seul resultat positif suffit ä clas-

ser (animal comme positif.

Resultats

Les resultats des deux ELISA, CSL (Commonwealth
Serum Laboratories) et GV (Galli-Valerio), ont ete classifies
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Analyse de specificite

Apres l'exclusion des animaux suspects, il reste 100
animaux non-suspects, qui sont par definition tous negatifs
ä la culture fecale, pour la determination de la specificite
des deux methodes serologiques. Les resultats sont donnes

dans le tableau 3-

On obtient ainsi apres calcul de la specificite les valeurs
suivantes:
ELISA CSL: specificite 98%.
ELISA GV: specificite =91%.

En resume, nous obtenons pour les deux ELISA etudies
les caracteristiques suivantes:
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ELISA CSL: sensibilite 50%.

specificite 98%.
EUSA GV: sensibilite =30%.

specificite =91%.

Tableau 3: Resultats des deux ELISA pour les groupes
d'animaux definis comme suspects et non-suspects.

Methode n=595 ELISA + ELISA -

CSL Suspect
Olli 27 468

non 2 98

GV Suspect
oui 126 369

non 9 91

Discussion

[importance et les retombees economiques de la para-
tuberculose sont mal connues et, de fait,souvent sous-es-
timees en Suisse. Souvent des animaux sont elimines
suite ä des diarrhees chroniques sans que l'on ait etabli
de diagnostic etiologique precis. Le but de notre etude
etait done de valider 1'utilisation d'un ELISA pour la Suisse,

ä savoir d'etablir des valeurs de sensibilite et de speci-
ficite applicables dans notre contexte epidemiologique,
de sorte ä disposer d'un outil diagnostique dont les ca-

racteristiques soient connues pour la surveillance de la
maladie dans nos regions.
Puisque e'est surtout le depistage de la paratuberculose
subclinique qui est d'importance capitale dans la lutte
contre cette maladie, et non le diagnostic de cas clinique-
ment manifestes, e'est dans cette optique que nous
avons etudie l'application de deux methodes serologi-
ques. La population de reference utilisee comprenait
done des animaux cliniquement sains, mais dont une
partie etait infectee subcliniquement par M. paratuber-
culosis.
Nous avons etudie d'une part un ELISA absorbe destine
au depistage de la paratuberculose. II s'agit d'un test

commercial ayant dejä ete largement evalue et utilise en
Australie, ou il a ete developpe dans les laboratoires des
Commonwealth Serum Laboratories (CSL), et aux USA

(Cox et al., 1991; Collins et al., 1991; Ridge et al., 1991;
Sockett et al., 1992). D'autre part, nous avons procede, ä

partir des memes echantillons, ä 1'evaluation d'un autre
ELISA, non-absorbe, mis au point dans les laboratoires de
1'Institut Galli-Yalerio ä Lausanne.
Le «gold standard» auquel nous avons compare les resul-
tats de nos methodes de Serologie pour evaluer leur
sensibilite et leur specificite est une methode de culture
fecale standardisee,tres proche de Celles decrites dans la
litterature (Whipple et al., 1991).
II est generalement admis que la msie en evidence de

M.paratuberculosis par culture fecale est une methode
speeifique ä 100% et que tout animal positif ä la culture
fecale peut etre considere comme infecte.
En comparant les resultats des deux methodes serologi-
ques avec ceux de la culture fecale, nous avons obtenu
pour 1'ELISA CSL des valeurs de sensibilite et de specificite

de 50% et 98% respectivement,pour l'ELISA CSL aux
valeurs citees dans la litterature:65% et 99,8% (Cox et al.,
1991), 47,3% et 99,0% (Collins et al., 1991), 47,3% et
99,0% (Ridge et al., 1991), 43,4% et 95,4% (Sockett et al.,
1992). Les variations constatees sont probablement im-
putables ä la methode de reference par rapport ä laquelle
sont calculees la sensibilite et la specificite. Dans pres-
que tous les cas, il s'agissait dans les publications citees
d'echantillons provenant du «Repository for Paratuberculosis

Specimens» (Sockett et al., 1992), une «banque»
de materiel (echantillons de serum et de matieres fecales

provenant de betes dont le Statut d'infection a ete determine

de facon precise) constitute pour servir de
reference lors de 1'evaluation de nouvelles methodes de
diagnostic.

En ce qui concerne la determination de la sensibilite, la

population du «Repository» comprend, outre des
animaux positifs ä la culture fecale, des sujets infectes mais
n'excretant pas le germe, dont le Statut d'infection a ete
determine post mortem par des methodes histopatholo-
giques et bacteriologiques. Ceci explique done les va-

Evaluation zweier ELISA-Techniken für die
Diagnostik der bovinen Paratuberkulose

Bei der Evaluation einer serologischen Methode
zur Diagnose der Paratuberkulose (absorbiertes
ELISA der Commonwealth Serum Laboratories,
Parkville,Australia) konnten in einer gemischten
Population von 20 infizierten, verdächtigen und
negativen Herden eine Sensibilität von 50% und
eine Spezifität von 98% ermittelt werden.
Am gleichen Probenmaterial wurde ein nicht
absorbierter ELISA vom Institut Galli-Valerio,
Lausanne, geprüft; die Sensibilität dieses Tests
betrug 30% und die Spezifität 91%.

Valutazione di due metodi diagnostic! per la
paratuberculosi bovini

La valutazione di un metodo diagnostico serolo-
gico per la paratuberculosi (commercial absorbed

ELISA, Commonwealth Serum Laboratories,
Parkville,Australia) ha reso possibile determinare
all'interno di una popolazione di bovini infetti,
sospetti e negativ! del Plateau de Diesse una sen-
sibilitä del 50% e una specificitä pari al 98%.
Un altro non-absorbed ELISA, sperimentato paral-
lelamente, ha rilevato una sensibilitä del 30% e

una specificitä del 91%-
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leurs de sensibilite un peu plus basses que celle que nous
avons obtenue dans notre population infectee, definie
comme positive ä la culture fecale.
Pour l'estimation de la specificite, nous disposons d'une
population de reference constitute d'animaux selec-
tionnes comme non-infectes selon des criteres tres
stricts. II s'agit done d'une population negative representative

du cheptel local, de sorte que la valeur de specificite

obtenue de 98% est applicable specifiquement ä la

population bovine suisse Nous disposons ainsi pour ce
test serologique de valeurs specifiques ä la situation epi-
demiologique de la paratuberculose en Suisse, de sorte
qu'on pourra desormais l'appliquer ä notre population
bovine en connaissance de cause, de facon ä pouvoir
interpreter en consequence les resultats bruts obtenus
lors d'etudes de seroprevalence dans nos regions.
La methode serologique de l'lnstitut Galli-Valerio, pre-
sentant une sensibilite de 30% et une specificite de 91%,
soit des valeurs inferieures ä Celles de l'ELISA CSL, parait
moins indiquee pour des etudes de seroprevalence ä

grande echelle.
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