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Introduction

L’étude des maladies 4 prion...

\

Les encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST), aussi appelées ‘maladies a prion’,
constituent un groupe de maladies neurodégénératives qui affectent de nombreux mammiferes,
dont ’homme (Tableau 1). La premiere description d’EST remonterait a la tremblante du mouton,
au Royaume-Uni en 1772 (Comber and Morborne, 1772) ; chez ’'homme, la maladie de Creutzfeldt
Jakob (MC]) fut décrite en 1921. Les connaissances sur la physiopathologie de ces maladies ne se
sont vraiment développées que pendant la deuxieme moitié du XXeme siecle (Poser, 2002a; Poser,
2002b).

Les EST ont une période d’incubation souvent longue par rapport a la durée de vie de l'espece
concernée. L’évolution clinique est généralement subaigué (d’ou la dénomination parfois rencontrée
d’encéphalopathies spongiformes subaigués transmissibles — ESST, que je n’utiliserai pas par la suite)
et consiste en diverses manifestations neurologiques d’intensité croissante ; I'issue est toujours fatale.
Chez 'homme, les EST sont des maladies rares, dont I'incidence annuelle est de 'ordre de quelques
cas par million, mais largement réparties dans le monde (De Pedro-Cuesta, Glatzel et al., 2006).
Chez les animaux, les prévalences sont généralement faibles mais des flambées épizootiques ont
également été décrites comme pour la maladie du dépérissement chronique des cervidés (CWD) et,
dans une moindre mesure, la tremblante classique (revu par Doherr, 2007) ou anazootique dans le
cas de I'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) ou maladie de la « vache folle ».

Les EST se caractérisent par des lésions histologiques localisées principalement dans le systeme
nerveux central (SNC) et qui incluent, avec une intensité variable selon les formes, une
vacuolisation spongiforme des neurones, une mort neuronale, la prolifération de cellules
astrocytaires et gliales (gliose) et parfois des plaques amyloides. Aucune séroconversion n’est décelée
au cours du développement des EST. Par contre, il y a conversion de la protéine prion cellulaire,
PrP¢, en un isoforme pathologique, PrP%, qui s’accumule. L’accumulation de PrP*: est détectable au
microscope électronique sous forme de fibrilles appelées ‘scrapie associated fibrils’ (SAF). Le produit
de dégradation de la PrPS par la protéinase K (PK), désigné PrP-res, peut étre mis en évidence par
différentes techniques biochimiques ou immunohistochimiques, la principale étant le Western Blot.
La PrP-res est un marqueur spécifique des EST (Bolton, McKinley et al., 1982).

Les EST présentent des similitudes avec d’autres maladies neurodégénératives beaucoup plus
fréquentes et associant 'accumulation anormale d’une protéine comme pour la maladie d’Alzheimer
et la maladie de Parkinson (Caughey and Baron, 2006). La différence essentielle est que ces deux
maladies ne semblent pas transmissibles (Gajdusek, 1977; Brown, Salazar et al., 1982; Caughey and
Baron, 2006) méme si derniérement il a été montré quune certaine forme d’infectiosité pourrait
exister dans la maladie d’Alzheimer (Meyer-Luehmann, Coomaraswamy et al., 2006; Riek, 2006). Le
caractere transmissible des EST se démontre expérimentalement par inoculation intracérébrale a des
especes sensibles souvent choisies pour leur durée d’incubation courte par rapport a 'espéce hote,
principalement des rongeurs, et dont la réceptivité peut étre améliorée par génie génétique (revu
par Telling, 2008). La nature de I'agent infectieux, qualifié d’agent transmissible non conventionnel
(ATNC), a fait I'objet de nombreuses controverses et sera évoquée ultérieurement. On distingue de
facon consensuelle trois types d’EST chez ’homme (Tableau 1) :
i) des formes familiales ou génétiques pour le syndrome de Gertsmann-Straiissler-Scheinker
(GSS) (Baker, Ridley et al., 1985; Hsiao, Baker et al., 1989), le variant familial de CJD
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(fC]D)(Masters, Gajdusek et al., 1981), et I'insomnie familiale fatale (FFI) (Medori, Montagna
etal., 1992) ;

iil)  des formes acquises par exposition infectieuse soit de fagon iatrogene pour la maladie de
Creutzfeldt Jakob iatrogeéne (iCJD) notamment a travers des greffes de dure mere (Duffy, Wolf
et al., 1974; Bernouilli, Siegfried et al.,, 1977) ou l'utilisation d’hormones de croissance
extractive (Brown, Gajdusek et al., 1985) soit par I'alimentation pour le kuru (Gajdusek, 1977);

iii)  des formes sporadiques comme la maladie de Creutzfeldt Jakob sporadique (sCJD), qui est la
forme majoritaire (85%) et dont l'origine reste indéterminée (Masters, Harris et al., 1979;
Baker, Ridley et al., 1985).

Les EST présentent une importante diversité phénotypique et se distinguent notamment par I'aspect
et la localisation des 1ésions, les signes cliniques, la durée d’incubation et le spectre d’hotes. Au sein
des différentes EST, des souches, dont la définition biologique reste floue, sont différenciées
notamment par le profil lésionnel, la durée d’incubation et le profil biochimique de la PrP-res (revus
par Hill and Collinge, 2004 ; Collinge and Clarke, 2007). La faculté des différentes souches a étre
transmises plus ou moins facilement a différentes especes correspond a la notion de barriére
d’espéce (revu par Béringue, Vilotte et al., 2008). A l'occasion du franchissement de barriére
d’espeéce, de nouveaux phénotypes peuvent apparaitre.

...Marquée par Ia crise de Ia vache folle...

Ainsi, il a été suggéré que I'agent de 'ESB provenait du passage de la tremblante aux bovins (Wells,
Scott et al., 1987 ; Wilesmith, Wells et al., 1988). L’ESB a émergé en 1985 au Royaume-Uni sous
forme d’une épizootie (Wells, Scott et al., 1987; Wilesmith, Wells et al., 1988 ). 1l a rapidement été
montré que la diffusion de la maladie était liée a la consommation par les bovins de farines de
viande et d’os (FVO) contaminées; cela ayant été rendu possible par les modifications des
traitements thermiques et chimiques intervenant dans la production de ces farines autorisant le
recyclage de I'agent infectieux de la tremblante ou de I'agent d'une EST bovine non identifiée
jusqu’alors (Wilesmith, Ryan et al., 1991; Wilesmith, Ryan et al., 1992).

Des 1998, le Royaume-Uni prit des mesures visant a interdire l'utilisation des aliments contenant
des protéines de ruminants, hormis le lait, pour l'alimentation des ruminants (Bradley and
Wilesmith, 1993). Les effets de ces mesures furent percus apres un délai de 4-5 ans, correspondant
grossiérement au temps d’incubation chez les bovins (Hoinville, 1994). Cependant, plus de 10 000
cas apparurent chez des animaux nés apres I'interdiction des farines animales (cas NAIF), ce qui posa
question sur l'origine de leur contamination. Il fut montré que la transmission horizontale de I'ESB
chez les bovins était nulle a négligeable (Hoinville, Wilesmith et al., 1995) et que la transmission
verticale de 'ESB était possible mais trés limitée (Hoinville, Wilesmith et al., 1995 ; Donnelly,
Ferguson et al., 1997 ; Wilesmith, Wells et al., 1997). Corollairement, il fut montré que les cas NAIF
avaient été vraisemblablement infectés par des aliments produits avant l'interdiction des farines de
ruminants ou par contamination croisée via des farines dédiées aux monogastriques (Hoinville,
Wilesmith et al., 1995). En 1990, I'interdiction des FVO d’origine bovine avait été étendue a toutes
les especes afin d’éviter 'exposition des porcs, espéce réceptive par inoculation intracérébrale
(Dawson, Wells et al., 1990; Ryder, Hawkins et al., 2000) mais peu par voie orale (Wells, Hawkins et
al., 2003). Cette mesure eut pour principal effet de limiter la contamination croisée, accidentelle ou
pas, d’aliments destinés aux ruminants par des aliments contaminés destinés aux animaux
monogastriques (Bradley and Wilesmith, 1993 ; Wilesmith, 1996; Stevenson, Wilesmith et al.,
2000 ; Stevenson, Morris et al., 2005). Elle fut renforcée en 1996 par une interdiction complete des
FVO contenant des protéines issues de mammiferes.
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Tableau 1 : Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles : espéces cibles et origine principale d’apres (Prusiner, 1998) et (Hopp, 2007) modifiés

Maladie Principales espéces atteintes (hors conditions | Origine principale |Premiére description
nom anglais (acronyme) expérimentales) (nom scientifique)
Tremblante M0}1 ton (Ovis an'es) . (Comber and
Serapie Chevre (Capra hircus) Contagieuse Morborne, 1772)

P Mouflon (Ovis aries musimon) ’
Creutzfeldt-Jakob sporadique Inconnue — | Jakob, 1921, reviewed

Sporadic Creutzfeldt-Jakob (sCJD)

Homme (Homo sapiens)

spontanée ?

by (Prusiner, 1993)

Gerstmann , 1936,
Gertsmann-Straiissler-Scheinker (GSS) Homme (Homo sapiens) Héréditaire reviewed by
(Prusiner, 1993)
Alimentaire
. (cannibalisme  en|(Gajdusek and Zigas,
K H He
uru omme (Homo sapiens) Papouasie 1957)

Nouvelle-Guinée)

Encéphalopathie spongiforme du vison

(Hartsough and

. ) Améri . . Al .
Mink transmissible encephalopathy (TME) Vison d'Amérique (Neovison vison) fmentaire Burger, 1965)
Creutzfeldt-Jakob iatrogéne . (Duffy, Wolf et al,
H H I ¢
latrogenic Creutzfeldt-Jakob (iC]D) omme (Homo sapiens) atrogene 1974)
Creutzfeldt-Jakob familial Homme (Homo sapiens) Heéreditaire (Rosenthal, Keesey et
Genetic or familial Creutzfeldt-Jakob (gCJD, fC]D) sap ¢ al., 1976)
Cerf mulet (Odocoileus hemionus hemionus)
Maladie du dépérissement chronique des cervidés Cerf de Virginie (Odocoileus virginianus) (Williams and Youn
Chronic wasting disease (CWD) Cerf de Colombie (Odocoileus hemionus columbianus) | Contagieuse &

Wapiti (Cervus elaphus nelsoni)
Orignal (Alces americanus)

1980)
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Insomnie Fatale Familiale
Fatal familial insomnia (FFI)

Homme (Homo sapiens)

Héréditaire

(Lugaresi, Medori et
al., 1986)

Encéphalopathie spongiforme bovine
Bovine Spongiform Encephalopathy (BSE)

Bovin (Bos taurus taurus)

Nyala ( Tragelaphus angasii)
Gemsbok (Oryx gazella)

Oryx d'Arabie (Oryx leucoryx)
Eland (7aurotragus oryx)
Watusi (Bos primigenius taurus)
Grand kudu ( Tragelaphus strepsiceros)
Oryxblanc (Oryx dammah)
Bison (Bison bison)

Chevre (Capra hircus)

Zébu (Bos taurus indicus)

Alimentaire (farines
animales)

(Wells, Scott et al.,
1987)

Encéphalopathie spongiforme féline
Feline spongiform encephalopathy (FSE)

Chat (Felis catus)

Puma (Puma concolor)

Guépard (Acinonyx jubatus)

Chat de Temminck (Catopuma temminckii)
Ocelot (Leopardus pardalis)

Tigre (Panthera tigris)

Lion (Panthera leo)

Leopard (Prionailurus bengalensis)

Alimentaire (agent
de ’ESB)

(Wyatt, Pearson et

al., 1990)

Variant de Creutzfeldt-Jakob
Variant Creutzfeldt-Jakob (vC]D)

Homme (Homo sapiens)

Alimentaire (agent
de 'ESB)

(Will, Ironside et al.,
1996)

Tremblante atypique incluant Nor98

Mouton (Ovis aries)

Inconnue -

(Benestad, Sarradin et

Atypical scrapie (AS) Chevre (Capra hircus) spontanée ? al., 2003)
Encéphalopathies - spongiforme  bovine - atypique Bovin (Bos taurus taurus) Inconnue —| (Biacabe, Laplanche
formes H et L )

spontanée ? et al., 2004)

Bovine atypical spongiform encephalopathy (BASE)

0c




Introduction

Avec un certain décalage par rapport au Royaume-Uni, de nombreux autres pays européens furent
touchés par I'épizootie d’ESB, principalement du fait de I'importation de FVO britannique qui n’a
cessé en Europe que courant 1990 (Schreuder, Wilesmith et al., 1997). A partir de 1990, la maladie
fit I'objet d'une réglementation communautaire (Decision 90/134/EEC). En France, des mesures
réglementaires et un réseau de surveillance clinique furent mis en place a partir de 1990, avec
I'inscription de I'ESB a la liste des maladies réputées contagieuses (MRC) (Arrété, du 3 décembre
1990; Décret, du 13 juin 1990 ) et l'interdiction de I'utilisation de certaines protéines issues de
bovins pour l'alimentation des bovins (Arrété, du 24 juillet 1990). Les premiers cas furent détectés
en 1991 et étaient localisés dans le grand Ouest (Savey, Belli et al., 1991). En France, l'interdiction
des FVO en vigueur pour les bovins fut étendue a 'ensemble des ruminants en 1994 (Arrété, du 20
décembre 1994) suivant une décision communautaire, renforcée a partir de juin 1996 par une série
de mesures visants a sécuriser les FVO (Arrété, du 8 juillet 1996 ; Arrété, du 13 juin 1996). En
2000, il fut finalement décidé de suspendre complétement l'utilisation des FVO pour toutes les
especes de rente au niveau européen (Arrété, du 14 novembre 2000), ces mesures ont été
pleinement effectives a partir de 2001.

L’agent de 'ESB s’avéra capable d’infecter de nombreuses espéces animales (Tableau 1). Lorsqu’en
1996, le lien entre I'agent de I'ESB et un variant de la maladie de Creutzfeldt Jakob (vC]JD) chez
I'homme fut établi (Will, Ironside et al., 1996 ; Bruce, Will et al., 1997), I'ESB devint un enjeu
majeur de santé publique. Des mesures avaient déja été prises pour éviter l'exposition du
consommateur en retirant de la chaine alimentaire un certain nombre de tissus infectieux : les
matériaux a risques spécifiés (MRS), ou susceptibles de I’étre, provenant de carcasses de bovins et
de petits ruminants (Arrété, du 17 mars 1992). Un embargo sur la viande bovine fut également mis
en place en France en 1990 (dont le maintien ajouta ultérieurement une dimension politique a la
crise) puis au niveau communautaire en 1996. Au Royaume-Uni, le retrait pur et simple de la
consommation des bovins de plus de trente mois fut décidé en 1996. Ces mesures ont permis de
réduire trés fortement l'exposition de 'homme, de l'animal et de l'environnement a I'agent
infectieux responsable de I'ESB. Cependant, 'incertitude sur les conséquences épidémiologiques
humaines (Ghani, Ferguson et al., 1998a; Ghani, Ferguson et al., 1998b) conduisit a une
importante crise sociétale, politique et médiatique. Les mesures prises n’étaient pas en mesure de
calmer les esprits puisque la longue période d’incubation de la maladie (ESB et vC]JD) en différait
les effets et que des cas continuaient a étre détectés et ce d’autant plus que la surveillance s’était
intensifiée. Différentes mesures furent prises pour rassurer les consommateurs comme l’abattage
total des troupeaux infectés, la tragabilité accrue de la viande et des animaux, 'extension de la liste
des MRS, I'interdiction totale des FVO.

Le développement de tests rapides de diagnostic de 'ESB a permis la mise en place de programmes
de surveillance des EST animales a large échelle. Deux études, la premiere réalisée en 1999 en
Suisse chez les bovins et la seconde menée en 2000 dans le grand Ouest en France, ont contribué a
montrer la sous-estimation liée a la surveillance passive et la faisabilité de dépistage a grande
échelle (Doherr, Oesch et al., 1999 ; Calavas, Ducrot et al., 2001). A partir de juillet 2001, un
dépistage systématique a été mis en place au niveau communautaire chez les bovins de plus de 30
mois abattus, trouvés morts ou euthanasiés (European Commission, 2001) afin d’évaluer la
prévalence de 'ESB, notamment pour conduire des analyses de risque. Ceci n’était pas une mesure

de protection du consommateur mais contribuait toutefois a le rassurer (Scientific Steering
Committee, 2001).
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... Y compris chez les petits ruminants. ..

Parallelement a la crise de 'ESB bovine, la menace d’une crise de I'ESB des petits ruminants se
précisait. Des 1993, la transmissibilité de I'ESB aux ovins par voie orale et intracérébrale fut
démontrée expérimentalement (Foster, Hope et al., 1993). Progressivement, on a mis en évidence
I'infectiosité des tissus périphériques apres infection orale d’ovins par I'agent de I'ESB (Foster,
Bruce et al., 1996 ; Foster, Parnham et al., 2001b). Cette diffusion large de l'infectiosité laissait
craindre la possibilité d’'une contagiosité de 'ESB chez les petits ruminants, a I'image de celle
connue pour la tremblante (classique).

Entre le milieu des années 1980 et le milieu des années 1990, 'exposition des ovins a des FVO
contaminées par I'agent de 'ESB est indéniable, mais en quantités largement inférieure a celle des
bovins, la dose infectieuse pouvant de plus étre supérieure du fait de la barriere d’espece (Baylis,
Houston et al., 2002). Différents modeéles montrerent la gravité potentielle pour 'homme d’une
infection des petits ruminants par ITESB en fonction de différentes hypothéses sur la
transmissibilité naturelle de la maladie (Ferguson, Ghani et al., 2002; Kao, Gravenor et al., 2002 ).
Des mesures de surveillance et de contrdle de la tremblante furent mises en place pour les petits
ruminants dans les années 1990. Ces mesures reposaient sur trois volets: I'organisation d’une
surveillance des EST chez les petits ruminants, I’éradication des foyers et la sélection génétique de
la résistance a la tremblante chez les ovins, cette résistance ayant potentiellement un effet vis-a-vis
de 'ESB (Hunter, 1997; Baylis, 2002 ).

La différenciation entre ’ESB et les autres souches d’EST chez les petits ruminants posait un réel
probleme en raison de la ressemblance des signes cliniques et des lésions histologiques et de
I'incertitude sur I'aspect que prendrait 'ESB chez les petits ruminants apres transmission naturelle
(Butler, 1998; Foster, Parnham et al., 2001b ). Le développement de techniques de typage de
souches permit d’étudier de nombreux isolats d’EST en vue d'un diagnostic différentiel. Aprés une
fausse alerte donnée au Royaume-Uni en 2001 (Balter, 2002), un cas d’EST détecté chez une
chevre en France en 2002 fut confirmé comme non distinguable de I'ESB en 2005, apres la
réalisation de l'ensemble des tests de discrimination possibles (Eloit, Adjou et al., 2005). Un
résultat semblable a propos d'une chevre détectée en 1990 en Ecosse (Dustan, Spencer et al., 2008)
a été récemment confirmé (Thierry Baron, communication personnelle). D’autres isolats douteux
détectés chez des ovins furent détectés et finalement rapprochés d’'une souche particuliere de
tremblante, CH1641 (Baron and Biacabe, 2001; Jeffrey, Gonzalez et al., 2006).

...A permis la découverte de la tremblante atypique...

A Toccasion des nombreuses analyses d’isolats d’EST réalisées chez les petits ruminants, une forme
atypique de tremblante ovine, baptisée Nor98, a été détectée en 1998 en Norvege (Benestad,
Sarradin et al., 2003). Cette forme présentait des particularités lésionnelles et moléculaires rendant
le diagnostic difficile. Elle apparaissait sur des animaux dgés et génétiquement résistants a la forme
classique. Les animaux appartenaient a des élevages sans relations épidémiologiques apparentes.
Ses caractéristiques la rapprochaient du GSS chez 'homme dont l'origine est supposée non
infectieuse. Des formes semblables furent détectées chez les ovins et les caprins dans de nombreux
pays européens: en Belgique (De Bosschere, Roels et al.,, 2004), en France et en Allemagne
(Buschmann, Biacabe et al., 2004; Buschmann, Lithken et al., 2004), en Irlande (Onnasch, Gunn et
al., 2004), au Portugal (Orge, Galo et al., 2004), en Suede (Gavier-Widen, Noremark et al., 2004),

22



Introduction

en Espagne (Geijo MV., Garrido JM. et al., 2005), aux Falklands (Epstein, Pointing et al., 2005), en
Grande Bretagne (Everest, Thorne et al., 2006 ; Konold, Davis et al., 2006) y compris en Ecosse
(Dagleish, Rodger et al., 2008) et en Suisse (Nentwig, Oevermann et al., 2007 ; Seuberlich,
Botteron et al., 2007). Ces formes étaient parfois qualifiées d’isolats discordants en référence aux
résultats positifs ou négatifs obtenus selon les tests diagnostiques employés. La transmissibilité de
la tremblante atypique fut effectivement démontrée chez la souris en 2005 (Le Dur, Béringue et
al., 2005). Cependant, apparente rareté des cas secondaires dans les troupeaux atteints et la
localisation de la PrPS, suggéraient une maladie non contagieuse. En 2005, I’Agence européenne
de sécurité alimentaire (AESA) classifia 'ensemble de ces formes sous la dénomination de
tremblante atypique (EFSA, 2005) qui se distinguait de la forme classique de tremblante et de 'ESB
ovine. En France, un peu plus de 400 cas furent ainsi détectés entre 2002 et 2007.

...Qui a soulevé de nouvelles questions...

La découverte de la tremblante atypique mettait en question la pertinence des programmes de
lutte génétique contre la tremblante (Baylis and McIntyre, 2004). Au-dela, cette souche posait les
questions de son étiologie, de sa physiopathologie, de sa fréquence, de sa contagiosité en
conditions naturelles et de son éventuelle dangerosité pour 'homme.

Un projet de recherche (TREMBLATYPIC, ANR-05-PNRA-006) fut lancé en France dans le cadre
du groupement d’'intérét scientifique « GIS prion» afin d’étudier la physiopathologie, le
franchissement de la barriére d’espéce, la susceptibilité génétique et les méthodes diagnostiques.
Le volet épidémiologique de ce projet fut écarté par le GIS prion.

L’objectif de la these, débutée en 2006, soit un an apres la publication de la classification de
I'AESA, était d’explorer les caractéristiques épidémiologiques de la tremblante atypique chez les
ovins en France. Les caprins ont été exclus du champ d’étude en raison de l'encore plus grande
rareté de la tremblante atypique chez ces animaux : seulement 14 cas détectés entre 2002 et 2007,
ce qui limitait considérablement les possibilités de les étudier spécifiquement. Par ailleurs, les
différences physiopathologiques en matiére de tremblante classique et les spécificités
zootechniques interdisent de les grouper avec les ovins. L’étude se limite a la France continentale
en raison d’'une moins bonne qualité des données provenant de Corse et dans les départements et

territoires d’Outre-mer, notamment en termes de surveillance.

De nombreuses contraintes pésent sur l'étude épidémiologique de la tremblante atypique :
difficulté diagnostique, rareté de la maladie, durée d’incubation inconnue mais a priori longue,
étiologie et physiopathologie inconnue, tragabilité et informations démographiques des espeéces
concernées médiocres, inadaptation des mesures de surveillance et de contrdle. L’enjeu de la these
était la production de connaissances sur la tremblante atypique et l'acquisition d’outils
épidémiologiques sans nécessairement de développement méthodologique. Par conséquent, nous
avons cherché a diversifier les approches de la maladie. Compte tenu des contraintes précédentes
et de la qualité des données, nous avons préféré privilégier des méthodes statistiques éprouvées.
Dans la plupart des études, la modélisation de la distribution du nombre de cas de tremblante
atypique ou classique s’est faite par une loi binomiale ou une loi de Poisson si I'’échantillon était de
taille suffisante pour que lapproximation soit valide. Nous avons toutefois vérifié que nous
n’avions pas de sur-dispersion, due notamment a la contagiosité dans le cas de la tremblante
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classique, ni de sous-dispersion pour les deux formes de tremblante, notamment en raison de
facteurs de résistance génétique ou du manque de sensibilité des tests.

...Sur une partie desquelles porte cette thése

Le premier chapitre présente des rappels bibliographiques ainsi que 'objet d’étude. La tremblante
atypique est de découverte récente et les connaissances sont encore limitées. La partie
bibliographique fait aussi appel a des connaissances plus générales sur les EST et sur la tremblante
classique. Elle se prolonge par une description des dispositifs de surveillance et de controéle des EST
ovines qui constituent la principale source de données disponibles.

Les chapitres deux, trois et quatre reposent sur les six études menées dans le cadre de cette these et
sont essentiellement constitués des articles publiés ou soumis a publication. Lorsque le format de
l'article a imposé une présentation courte des méthodes, un développement spécifique de celles-ci
précede larticle.

Le deuxieme chapitre est consacré a une approche d’épidémiologie descriptive. A partir des
données issues des programmes de surveillance active, nous avons décrit les parametres
démographiques disponibles pour les cas de tremblante atypique et estimé la prévalence de la
tremblante atypique. Nous avons comparé nos résultats avec ceux obtenus pour la tremblante
classique en France mais également dans un certain nombre de pays européens.

Le troisiéme chapitre porte sur 'exploration des facteurs de risque de la tremblante atypique. Deux
études cas-témoins ont été réalisées. La principale étude portait sur les facteurs de risque associés
aux pratiques d’élevage et prenait en compte le risque génétique. La seconde étude, portait
uniquement sur les facteurs de risque génétique.

Le quatrieme chapitre porte indirectement sur 1’évaluation de la contagiosité de la maladie. Nous
avons étudié l'agrégation des cas de tremblante atypique en considérant qu'une transmission
naturelle de la maladie devrait aboutir a un regroupement de cas au niveau spatial et/ou au sein des
élevages ou un premier cas, qualifié de cas index, est détecté. Nous avons donc étudié la
distribution géographique de la tremblante atypique et la prévalence au sein des animaux soumis a
des mesures de controle. Nous avons comparé les résultats obtenus pour la tremblante atypique a
ceux obtenus pour la tremblante classique dont la contagiosité est connue.

Le cinquiéme chapitre offre une discussion générale sur ce que suggerent nos résultats a propos du
schéma épidémiologique de la tremblante atypique, des limites imparties a nos études et des
perspectives de ce travail, notamment en matiére de mesures de contrdle a appliquer et de
perspectives de recherche.
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Chapitre 1: La tremblante atypique ovine: caractéristiques et
gestion sanitaire d'une EST méconnue

La tremblante atypique est une EST, dont les propriétés pourraient se rapprocher davantage des
maladies humaines que de la tremblante classique.

1.1.L origine controversée des EST

Sans reprendre la chronologie de I'étude des EST, un apercu historique des grandes avancées sur la
question de l'origine de ces maladies, semble nécessaire pour appréhender I'état actuel des
connaissances et des incertitudes.

1.1.1. Par le passé : dualité entre origine héréditaire et acquise

Les archives disponibles (Comber and Morborne, 1772; Besnoit, 1898; Stockman, 1926) ainsi que la
revue de plus de 200 références historiques, la plupart datant du XIXeme siécle, publiée
récemment par Schneider (Schneider, Fangerau et al., 2008), témoignent des questionnements qui
entourent depuis toujours l'origine de la tremblante. Bien entendu, une certaine prudence doit
accompagner l'interprétation d’observations essentiellement basées sur des suspicions cliniques qui
n‘ont pas pu étre confirmées avec les méthodes actuellement disponibles. Il est cependant
remarquable que, des les premiéres descriptions, différentes formes cliniques aient été clairement
identifiées et que les avis aient été partagés entre une maladie d’origine infectieuse et une maladie
d’origine héréditaire, alors que quelques observateurs cités par Schneider considéraient que la
tremblante était une maladie héréditaire pouvant étre occasionnellement transmise. Il semble que
ce débat se soit prolongé jusque dans les années 1930, ou le caractére transmissible de la
tremblante fut finalement démontré chez le mouton (Ovis aries) par Cuillé et Chelle (Cuillé and
Chelle, 1936; Cuillé and Chelle, 1938) qui mirent également en évidence une longue durée
d’incubation (deux ans) qui est a la fois une caractéristique de ces maladies et un frein a leur étude
expérimentale et épidémiologique.

1.1.2. De l'hypothese virale a la théorie du prion

Si la nature infectieuse des EST semblait démontrée de par leur transmissibilité, la nature de
l'agent infectieux n’était pas encore connue, méme si on avancait I’hypothése d’'un virus lent
(Sigurdsson, 1954). Cependant, la nature purement infectieuse de la tremblante ne faisait pas
l'unanimité. Ainsi, Parry considérait, a I'image de ses prédécesseurs du XIXéme siecle, la possibilité
d’une maladie génétique occasionnellement transmise (Parry, 1962).

La longue période d’incubation, I'absence de réaction immunitaire détectable, I'influence des
facteurs génétiques, la petite taille de l'agent infectieux et la grande résistance aux procédés
d’inactivation (chaleur, ultra-violets, formol, ammonium quaternaires, et enzymes comme ARNase
et ADNase) faisaient suspecter des virus de nature particuliere (Alper, Haig et al., 1966 ; Alper,
Cramp et al., 1967; Gajdusek, 1972 ). L’agent infectieux semblait principalement composé de
polypeptides basiques (Pattison and Jones, 1967) et Alper émis I'idée qu’il pouvait ne pas contenir
d’acide nucléique (Alper, Cramp et al., 1967). En 1967, Griffith proposa un modele étiologique
original basé sur l'autoréplication d'un agent de nature uniquement protéique par dimérisation ;
lauteur soulignait que ce modele était compatible avec une maladie d’origine contagieuse ou
spontanée (Griffith, 1967).
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Au début des années 1980, Prusiner, en se reposant, notamment, sur la corrélation entre
I'infectiosité des tissus et la purification de la PrP-res (Bolton, McKinley et al., 1982), et sur les
propriétés physico-chimiques de l'agent infectieux, réactualisa I'hypothese de Griffith, sans la
démontrer formellement. Il proposa que I'agent infectieux était uniquement de nature protéique et
il suggéra de le dénommer prion, anagramme de « proteinaceous infectious particle » (Prusiner,
1982). Prusiner proposait que le prion soit principalement composé de PrPs et n’excluait pas
complétement la présence d’'un oligonucléotide. Sa définition du prion était alors une particule
infectieuse protéinique qui résiste aux traitements inactivant les acides nucléiques (Prusiner,
1982). Paralléelement a cette hypothése, d’autres modéles étaient proposés, s’écartant plus ou moins
de la structure classique des virus (pro-virus (Parry, 1962), virino (Kimberlin, 1982), holoprion
(Weissmann, 1999)).

Grace au séquencage de la protéine prion, il fut possible de mettre en évidence que le gene PRNP,
codant pour la protéine prion, était présent chez tous les mammiferes et qu'une production de
prion existait dans des cellules d’organismes sains (Chesebro, Race et al., 1985). La protéine prion
trouvée dans les cerveaux témoins (PrP¢) n’était pas résistante aux différents traitements
dénaturant, contrairement a la protéine trouvée dans les cerveaux atteints de tremblante (PrP), et
ne présentait pas de propriétés réfringentes, responsables des plaques amyloides ou les propriétés
d’agrégation responsables des SAF (Oesch, Westaway et al., 1985). Des modeles de souris
transgéniques n’exprimant pas le géene PRNP (knock-out) furent construits. Ces souris étaient
viables, ce qui posait question sur le role de la PrP¢, et surtout résistantes a 'agent infectieux de la
tremblante (Biieler, Aguzzi et al., 1993). De plus, il a également été montré in vitro que la PrpP%
avait la capacité d’induire les changements de conformation permettant la transformation de PrP¢
en une protéine ayant les mémes propriétés physico-chimiques que la PrP5¢ (Kocisko, Come et al.,
1994), mais en faible quantité et sans reproduction du pouvoir infectieux.

De facon simplifiée, la formation de la PrP5 résulterait de la transconformation de la PrP¢a partir
d’une amorce représentée par la PrPS et accompagnerait le développement des lésions selon un
mécanisme inconnu, passant éventuellement par une étape intermédiaire instable et cytotoxique.
La PrP%¢initiale proviendrait soit d'une contamination notamment iatrogene ou alimentaire ou une
autre cause contagieuse, soit d’'une formation «spontanée » dans l'organisme et plus ou moins
fortement conditionnée par le génotype PRNP. Une expérience déterminante en faveur de cette
théorie fut la production spontanée de lésions comparables a celle du GSS chez des souris
transgéniques sur-exprimant un grand nombre de fois un des alleles PRNP trouvé chez les patients
atteints de GSS (Hsiao, Scott et al., 1990), bien que cet état ne fut pas transmissible par inoculation.
Une expérience similaire fut conduite par Chiesa et al. en 1998 (Chiesa, Piccardo et al., 1998). La
théorie de Prusiner fut récompensée par un prix Nobel de médecine et physiologie en 1997. Un an
apreés, Prusiner définissait le prion comme une particule infectieuse d’origine protéique et
dépourvue d’acide nucléique (Prusiner, 1998).

1.1.3. Vers une adoption de la théorie du prion ?

A la fin des années 1980, certains aspects des EST restaient mal expliqués par la théorie du prion,
notamment le support moléculaire des souches et de la barriere d’espece. Prusiner proposa que la
conformation spatiale de la PrPSc constitue le support de cette diversité, en se basant sur le fait que
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la PrPsc se liait préférentiellement a la PrP¢ homologue (Prusiner, Scott et al., 1990; Prusiner,
1991).

Dans les années 2000, la manipulation in vitro de la PrPS, la maitrise accrue de la construction de
souris transgéniques et la production de PrP par des levures ou des bactéries recombinantes, ont
permis des avancées importantes. Deux études ont particulierement crédité la théorie du prion. La
premieére a été la production d’agent infectieux responsable d’EST en inoculant a des souris sur-
exprimant la PrP¢ des fibrilles de PrP% homologues produites par un E. coli recombinant
(Legname, Baskakov et al., 2004) et transconformée in vitro sans amorce de tissu infecté
(Baskakov, Legname et al., 2002). La deuxiéme a été la mise au point d'un procédé d’amplification
in vitro de la PrP% a partir de PrP¢, nommé PMCA (pour protein misfolding cyclic amplification)
(Saborio, Permanne et al., 2001). Grace a lui, des EST ont pu étre reproduites par inoculation
d’échantillons de PrP5 formée in vitro a partir de PrP¢ de synthése et de PrPs issue d’animaux
malades mais a des dilutions 10® a 10 fois inférieures aux doses infectieuses, ce qui laisserait
supposer l'absence d’infectiosité résiduelle (Castilla, Saa et al., 2005). De méme, des éléments
récents ont contribué a montrer que la variabilité phénotypique des souches était due a la
variabilité de la conformation spatiale du prion (Peretz, Scott et al., 2001; Weissmann, 2005;

Tanaka, Collins et al., 2006; Collinge and Clarke, 2007; Béringue, Vilotte et al., 2008).

Malgré les nombreux éléments et prises de position en faveur de la théorie du prion, aucune
démonstration absolue n’a encore été apportée. Certains travaux ont continué a nourrir la
controverse : la transconformation in vitro de PrP¢ en PrPc est améliorée par la présence de petits
fragments d’ARN spécifiques (Deleault, Lucassen et al.,, 2003) et de nombreuses expériences
récemment revues par Supattapone indiquent que certains fragments d’ARN se lient
spécifiquement a la PrP%c y compris in vivo (Supattapone, 2004). Certaines équipes soutiennent
I'hypothese que I'agent responsable des EST est de nature virale en s’appuyant sur l'identification
de particules virales de 25nm de diametre (Manuelidis, Yu et al., 2007 ; Manuelidis, Liu et al.,
2009) et en critiquant les principaux résultats soutenant la théorie du prion, sur la base d'une
surinterprétation des résultats, d'un manque de transparence des résultats ou d’absence de
reproductibilité des méthodes (Manuelidis, 2007).

1.1.4. Prise de position

Ces dernieres années, les articles portant sur la biologie des EST se sont complexifiés avec le
développement des modeéles expérimentaux. L'implication biologique réelle des résultats ainsi
obtenus, autrement dit, la lecture critique de ces études, fait appel a des connaissances
approfondies en biologie moléculaire. Il semble donc plus prudent, sans prendre parti, de constater
qu’au bout d’une vingtaine d’année, la grande majorité des spécialistes ont adopté la théorie du
prion mais qu'une prudence, voire une défiance, vis-a-vis de cette théorie demeure de mise chez
une petite minorité (Ledford, 2007). Par ailleurs, 'intervention de cofacteurs dans la formation de
I’agent infectieux n’est pas improbable et n’est pas incompatible avec la théorie du prion (Caughey
and Baron, 2006).
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1.2 La protéine prion, biologie et relation avec l’agent infectieux

Quelle que soit la nature de I'agent infectieux responsable des EST, il est certain que la protéine
prion joue un réle fondamental dans la biologie de ces maladies. Pour de nombreux chercheurs,
C’est en élucidant le role biologique de la protéine prion que I'on parviendra a comprendre et a
prévenir le développement des EST. Bien que ces aspects se situent en marge du champ
disciplinaire de nos travaux, les principaux éléments de connaissance sur la PrP¢ sont nécessaires
pour situer l'origine des hypothéses mobilisées dans l'investigation épidémiologique de la
tremblante atypique.

1.2.1. Description de la protéine prion normale

La protéine PrP¢ est une métalloprotéine transmembranaire constituée d’environ 250 acides
aminés (AA), nombre variable en fonction des especes, et d'un poids moléculaire d’environ 33-35
kilo-daltons (kd) (Oesch, Westaway et al., 1985). Chez les ovins, elle comprend 256 AA
(Goldmann, Hunter et al., 1990). Elle est soluble dans les détergents, sensible a la protéinase K
(PK) ainsi qu’aux différents traitements inactivant les protéines. La structure primaire de la PrP¢
comporte différents domaines (Figure 1).
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Figure 1 : Structure primaire de la protéine PrP¢ humaine d'apres (Aguzzi, Baumann et al., 2008)
De l'extrémité N terminale (a gauche) a U'extrémité C terminale (a droite) : CC1 et CC2 : agrégats d’acide aminés chargés
positivement ; OR: répétition d’octapeptides impliquée dans la fixation de ligands meétalliques ; HC: noyau
hydrophobe ; H1, H2, H3 : hélices alpha ; S-S : pont di-sulfure entre résidus de cystéine en position 179 et 214 ; fourches
rouges : sites de glycosylation en position 181 et 197 ; GPI : ancre glycosyl phosphatiddocupeddyl inositol

La structure spatiale de la PrP¢ présente trois hélices alpha et un feuillet béta (Pan, Baldwin et al.,
1993) (Figure 2).

La PrP¢ présente deux sites de glycosylation aux positions 181 et 197. La protéine peut étre trouvée
a I'état non glycosylé, mono-glycosylé ou di-glycosylé. Les proportions et la nature de ces
différents glycoformes ont des conséquences diagnostiques, qui seront évoquées plus loin, et
probablement des implications sur le mécanisme physiopathologique (Ermonval, Mouillet-Richard
et al., 2003). Par ailleurs, il semble que la glycosylation participe a la stabilisation de la structure
spatiale de la PrP¢ (Lehmann and Harris, 1997) et il a été proposé que la diversité fonctionnelle de
la PrP¢ soit en partie conditionnée par le schéma de glycosylation (Rudd, Merry et al., 2002;
Ermonval, Mouillet-Richard et al., 2003 ).

La PrP¢ comporte deux sites de fixation pour des cations métalliques issus de différents éléments :
cuivre (Cu?), zinc (Zn?), manganese (Mn?*), cobalt (Co?*), nickel (Ni*), fer (Fe?* et Fe3), calcium
(Ca?) et magnésium (Mg?)(Hornshaw, McDermott et al.,, 1995). En raison dune plus grande
affinité pour ces ions, la PrP¢ s’associe préférentiellement a Cu?* (Hornshaw, McDermott et al.,
1995).
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Sur le plan quaternaire, la PrP¢ est usuellement présente a ’état monomeérique, cependant des
oligomeres sont également détectés dans le cytosol (Meyer, Lustig et al., 2000 ; Yuan, Xiao et al.,

2006) montrant la capacité de la molécule a s’associer spontanément en dehors de tout contexte
pathologique.

Figure 2 : Modéles de conformation de la PrP¢et de la PrPS, d’aprés DeArmond, 2002 (DeArmond
and Bouzamondo, 2002)
Les hélices alpha (A, B, C) représentent 42% de la PrP¢ et seulement 30% de la PrP5c. Les feuillets béta représentent 3%
de la PrP€ et 42% de la PrPS.

La PrP¢ est le plus souvent présente a la surface des cellules, associée a la membrane cellulaire par
Pancre GPI, au niveau des rafts lipidiques (Naslavsky, Stein et al.,, 1997). La présentation
membranaire de la PrP¢ est cependant variable et, I'ancre GPI ne permettant pas une position
transmembranaire, il est vraisemblable que la PrP¢ soit en interaction avec d’autres protéines
membranaires permettant ainsi une relation fonctionnelle avec le cytosol (Rudd, Merry et al.,
2002).

1.2.2. Production de la protéine prion

Le gene PRNP codant pour la PrP¢ est présent chez tous les vertébrés (Rongyan, Xianglong et al.,
2008). Chez les ovins, il a été mis en évidence par Goldmann et al. et il est porté par le
chromosome 13 (Goldmann, Hunter et al., 1990).

L’expression de la PrP¢ est la plus abondante dans le SNC au niveau des neurones (Kretzschmar,
Prusiner et al., 1986) et des cellules gliales (Moser, Colello et al., 1995) mais également dans de
nombreux autres tissus tels que la rate, les nceuds lymphatiques, les poumons, le cceur, les reins, les
muscles squelettiques, 'utérus, les surrénales, l'intestin, le proventricule, 'abomasum et les
glandes mammaires, mais pas au niveau du foie (Horiuchi, Yamazaki et al., 1995).

Plusieurs études ont montré que la concentration en cuivre était associée a la production de PrP¢
(Toni, Massimino et al., 2005). Des travaux récents ont montré que la région promotrice du géne
PRNP chez ’'homme comportait différents sites potentiels de liaison de facteurs de transcription
(SP1, AP1, AP2, boite CCAAT) (Mahal, Asante et al., 2001). Le site SP1 peut notamment étre la
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cible du facteur métal responsive transcription factor-1 (MTF1) qui entraine l'activation de la
transcription du gene PRNP en situation d’abondance de cuivre (Bellingham, Coleman et al,,
2009).

1.2.3. Fonctions biologiques de la protéine prion

De nombreux éléments conduisent a penser que la PrP¢ participe a ’homéostasie intracellulaire du
cuivre (Brown, Qin et al., 1997; Pauly and Harris, 1998 ; Brown and Harris, 2003 ; Leclerc, Serban
et al., 2006 ) et a la régulation de 'activité superoxyde dismutase (SOD) (Brown, Schulz-Schaeffer
et al., 1997 ; Brown, Wong et al., 1999 ; Lehmann, 2002 ; Aguzzi, Baumann et al., 2008 ; Davies
and Brown, 2008). Ces fonctions sont a mettre en relation avec le réle neurotoxique et pro-
oxydant des ions métalliques, en particulier du cuivre, que l'on retrouve dans de nombreuses
maladies neurodégénératives (Zatta and Frank, 2007). Il a d’ailleurs été constaté des les années
1970 que la cuprizone, un chélateur du cuivre, induisait des lésions similaires a celles de la
tremblante chez la souris (Pattison and Jebbett, 1971). Les souris PRNP knock out ont également
une moindre activité SOD et une sensibilité accrue aux facteurs de stress oxydatif (Brown, Qin et
al., 1997; Brown, Schulz-Schaeffer et al., 1997; White, Collins et al., 1999; Wong, Brown et al.,
2001; Wong, Liu et al., 2001) ce qui a aussi été observé chez des animaux atteints d’EST (Thackray,
Knight et al., 2002).

La PrP¢ a été également impliquée dans d’autres fonctions cellulaires. Elle aurait une fonction
protectrice vis-a-vis de 'apoptose (revue par Aguzzi, Baumann et al., 2008) et elle interviendrait
dans la signalisation de certaines voies métaboliques (Mouillet-Richard, Ermonval et al., 2000;
Mouillet-Richard and Kellermann, 2001), elle pourrait potentialiser le développement de la
maladie d’Alzheimer en interagissant avec la protéine amyloide-f3 dont 'accumulation caractérise
cette maladie (Lauren, Gimbel et al., 2009), elle interviendrait également dans I'adhésion cellulaire
notamment au niveau des dendrites et des axones, via une interaction entre PrP¢ et certaines
laminines (Graner, Mercadante et al., 2000a; Graner, Mercadante et al., 2000b).

1.2.4. Relations entre la PrPC€ et 1a PrPsc

La PrP% est un isoforme de la PrP¢ et ne differe pas chimiquement de la PrP¢ qui lui est
homologue (Barry and Prusiner, 1986). En revanche, la conformation de la PrP* differe de celle de
la PrP¢, notamment par 'abondance de feuillet béta (42%) et la perte d’hélices alpha (30%) (Figure
2), les propriétés réfringentes des feuillets béta sont responsables de 'aspect des plaques amyloides
(Bolton, McKinley et al., 1982 ; Pan, Baldwin et al., 1993).

La forme PrP% est plus stable thermodynamiquement que la PrP¢ et présente des agrégats
insolubles dans les détergents. Elle se caractérise également par sa grande résistance aux procédés
de désactivation et de désinfection. La résistance partielle de la PrPS a la PK se traduit par la
formation de produits de digestion, la PrP-res, clivés en partie N terminale et ayant un poids
moléculaire de 27-30 kd (Meyer, McKinley et al., 1986). La technique de Western immunoblotting
(Western Blot) représente une des méthodes du diagnostic de confirmation des EST (Katz,
Pedersen et al., 1992).

La PrP% a la capacité d'induire la transconformation de la PrP¢ par interaction directe mais le
mécanisme de conversion n’est pas connu. La transition entre la PrP¢ et la PrPs fait
vraisemblablement intervenir de nombreux isoformes transitoires, comme cela a été montré in
vitro avec de la PrP recombinante (Zhang, Stockel et al., 1997).
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Les ions Cu?*, Zn?* et Mn? interviendraient également dans la formation de PrP%, mais les
mécanismes sont encore peu compris (Choi, Kanthasamy et al., 2006; Leach, Salman et al., 2006 ).
Les répétitions surnuméraires des répétitions d’octapeptides (OR) (Figure 1) sont fréquemment
retrouvés dans des EST humaines d’origine génétique (Owen, Poulter et al., 1989 ; DeArmond and
Prusiner, 1995 ; Stevens, Walter et al., 2009). Des études de simulations moléculaires dynamiques
récentes montrent également que la liaison entre le cuivre et la PrP¢ pourrait induire la formation
initiale de PrPS (Pushie, Rauk et al.,, 2009) bien que selon d’autres, il s’agisse d'une PrP-res
clairement distincte de la PrP% (Quaglio, Chiesa et al., 2001).

La PrP¢ est plus facilement convertie en PrPS lorsqu’elle est non glycosylée ou monoglycosylée
(Taraboulos, Rogers et al., 1990). Certains auteurs s’attendent a ce que I'énergie nécessaire pour la
transconformation de la forme diglycosylée soit supérieure par rapport a la forme monoglycoylée
ou non glycosylée, plus favorables au changement de conformation (Ermonval, Mouillet-Richard
et al., 2003). Cependant, aucun résultat clair sur le role de la glycosylation dans la pathogénie des
EST n’a encore été obtenu.

Selon la théorie du prion, les EST ont trois origines possibles différentes (génétique, infectieuse ou
sporadique), et selon chacune, il est vraisemblable que les mécanismes different. Ainsi, dans les cas
infectieux, une PrP% exogeéne pourrait interagir avec la PrP¢ endogene suivant la voie de
contamination. Dans les cas d’EST génétique, il est supposé qu’en raison d’'une mutation de la
séquence de la PrP¢ de I'hodte, la probabilité d'une formation spontanée de la PrPS augmente
fortement. Dans les cas d’EST sporadiques, 'accumulation de PrPS pourrait traduire 'occurrence,
trés peu probable, d'une rupture d’équilibre entre PrP¢ et PrPSc. Cela impliquerait l'existence de
PrP% dans les organismes sains en I'absence de mutation génétique ce qui a été partiellement
acrédité par la présence d’agrégats insolubles de PrP résistants a la PK trouvés en petite quantité
dans des cerveaux sains d’humains (Yuan, Xiao et al., 2006) et par des études in vitro montrant le
role essentiel des oligomeéres de PrP dans le développement des EST et leur diversité phénotypique
(Eghiaian, Daubenfeld et al., 2007).

1.3 Les souches d’EST ovines

La notion de souches d’EST est apparue avec les expériences d’inoculation de Pattison qui montra
chez la chévre (Capra hircus) que la diversité des présentations cliniques de tremblante (scratching
et drowsy) étaient reproduites lors de la transmission de I’agent, conduisant a la notion de souches
différentes et stables comme celles décrites en virologie (Pattison and Millson, 1961). Cependant,
lorsque la souche était transmise a une nouvelle espéce, la durée d’incubation était plus longue et
le taux de réussite des expériences de contamination était plus faible. La notion de barriere
d’espeéce correspond a la difficulté a transmettre une souche donnée a une nouvelle espece (Zlotnik
and Rennie, 1965). Avec des passages successifs dans la méme espéce, une souche d’EST exotique
semble s’adapter de facon durable (Zlotnik and Rennie, 1965).

1.3.1. Caractérisation des souches

Le premier élément essentiel dans la caractérisation des souches est la constance de la période
d’incubation. La variabilité de la période d’incubation d'une souche donnée inoculée a des souris
de méme génotype est inférieure a 2% de la valeur moyenne de la période d’incubation (Bruce,
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McConnell et al., 1991). Toutefois, des différences marquées sont observées lorsque les génotypes
different (Dickinson and Meikle, 1971; Bruce, McConnell et al., 1991 ).

Le deuxieme élément est la reproductibilité des profils lésionnels associés aux souches (Fraser,
1993). Le profil 1ésionnel repose sur la notation standardisée et semi-quantitative de la sévérité de
la vacuolisation sur un panel de 12 sections du SNC. Il s’avére caractéristique de la combinaison de
la souche et du génotype (Bruce, McConnell et al., 1991). Ces caractéristiques sont par ailleurs
variables par nature, certaines souches affectent préférentiellement certains groupes de neurones,
d’autres ne semblent pas présenter de préférence cellulaire mais different par les zones du SNC
touchées, la production de plaques amyloides semble aussi liée aux caractéristiques de souches
(Bruce, 2003).

D’autres caractéristiques permettent de différencier les souches. Les tableaux cliniques sont
particulierement utilisés chez I’humain (Budka, Aguzzi et al., 1995). Par ailleurs, les produits de
dégradation par la PK, les profils de glycosylation et de sédimentation sont des outils accessibles
pour l'exploration diagnostique (voir p. 46). Ils ne sont cependant pas toujours suffisants, par
exemple pour différencier certaines souches de tremblante de I'ESB (Baron, Crozet et al., 2004).
Cela impose des expériences d’inoculation a la souris pour mesurer le temps d’incubation et établir
le profil 1ésionnel (Bruce, McConnell et al., 1991; Thackray, Klein et al., 2003 ; Legname, Nguyen
et al., 2005 ; Morales, Abid et al., 2007 ). De plus, certaines souches présentent des difficultés
diagnostiques, par exemple, la transmission de ’'ESB a la souris (non transgénique) aboutit a la
production de deux souches dont I'une n’est pas résistante a la PK (Lasmézas, Deslys et al., 1997).

Les mécanismes moléculaires associés a la notion de souche ne sont pas completement connus mais
il semble désormais admis que la conformation spatiale de la PrPSc, elle-méme sous I'influence de
nombreux facteurs comme la glycosylation ou la liaison avec le cuivre, soit le principal support de
cette diversité (Bessen, Kocisko et al., 1995 ; Collinge, Sidle et al., 1996 ; Somerville, Birkett et al.,
1997 ; Caughey, Raymond et al., 1998 ; Rubenstein, Gray et al., 1998; Safar, Wille et al., 1998 ;
Aucouturier, Kascsak et al., 1999 ; Bellon, Seyfert-Brandt et al., 2003 ; Jones and Surewicz, 2005 ;
Collinge and Clarke, 2007 ; Morales, Abid et al., 2007 ).

1.3.2. Définition des trois familles de souches d’EST ovines

Les souches d’EST ovines sont communes a tous les petits ruminants. Depuis 2005, trois souches
d’EST des petits ruminants sont reconnues par I’Autorité Européenne de Sécurité Alimentaire
(AESA): I'ESB, la tremblante classique et la tremblante atypique (Tableau 2) (European Food
Safety Autority, 2005a). Cette classification est basée sur des critéres phénotypiques qui seront
revus dans la partie diagnostic. Les études effectuées avant la détection de la tremblante atypique
se réféerent simplement a la tremblante et il est vraisemblable qu’elles correspondent
majoritairement a la tremblante classique.

La tremblante classique regroupe également une grande variété de souches, au moins une
vingtaine isolées chez la souris (Bruce, Boyle et al., 2002). Cependant, le profil 1ésionnel chez le
mouton est d’'un intérét limité pour les différencier (Wood, McGill et al., 1997). Les principales
souches décrites sont SSBP/1 (Dickinson, Stamp et al., 1968) et CH1641 (Foster and Dickinson,
1988). Cette derniére a présenté un intérét particulier en raison de certaines ressemblances avec
I’ESB (Baron and Biacabe, 2001; Jeffrey, Gonzalez et al., 2006), de nombreuses autres souches ont
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cependant été identifiées chez la souris (Béringue, Vilotte et al., 2008) mais leur signification
épidémiologique est inconnue.

La tremblante atypique regroupe la souche Nor98 détectée en 1998 en Norvege par Sylvie
Benestad et publiée en 2003 (Benestad, Sarradin et al., 2003) et les isolats de tremblante atypique
détectés dans les autres pays. Aucune différence n’a été constatée a ce jour entre ces différents cas
(European Food Safety Autority, 2005a), y compris au terme d’une étude plus poussée portant sur
la comparaison des cas francais et norvégiens (Arsac, Andréoletti et al., 2007). La PrPSc associée
aux cas de tremblante atypique est moins stable que celle associée a la tremblante classique,
notamment vis-a-vis de la digestion par la PK, d’oll un résultat d’analyse négatif lors de traitement
fort a la PK (Tableau 2) (Benestad, Sarradin et al., 2003; European Food Safety Autority, 2005a;
Simmons, Konold et al., 2007 ). Deux articles synthétiques de vulgarisation décrivant la tremblante
atypique, dont je suis premier auteur, sont reportés en annexe (Tremblante atypique acquis et
interrogations, p. 285 et Chemin vers une caractérisation, tableau épidémiologique et contrdle, p.
291).

L’ESB chez les petits ruminants a été démontrée expérimentalement par inoculation intracérébrale
et exposition orale (Foster, Hope et al., 1993; Foster, Parnham et al., 2001b). Toutefois, son
existence en conditions naturelles semble étre extrémement limitée, aucun cas ovin et au plus
seuls deux cas caprins (une chevre en France (Eloit, Adjou et al., 2005) et une chévre en Ecosse
(Dustan, Spencer et al., 2008)) auront été confirmés en Europe parmi les millions d’animaux testés.
L’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) a d’ailleurs estimé qu'une prévalence
nulle était la valeur la plus probable de ’ESB chez les ovins (AFSSA, 2007c).
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Tableau 2 : Critéres de classification des souches d’EST chez les petits ruminants d’aprés ’AESA 2005 (European Food Safety Autority, 2005a)

EST Tests rapides de | Western Blot avec| Western blot avec traitement PK | Immunohistochimie et histopathologie | Commentaire
dépistage approuvés traitement PK fort modéré
(UE/AESA)
Tremblante | Positifs Profil a 3 bandes comprises entre 15kDa et 30kDa ou la| Vacuolisation de la matiére grise|Il n’existe pas de
classique forme diglycosylée prédomine et la forme non-glycosylée | habituellement présente. typologie pour les
(TC) est minoritaire. Les trois bandes sont immunoréactives aux | Inmunomarquage dans la medulla|différentes souches de
anticorps monoclonaux spécifiques en partie N terminale et | oblongata impliquant le noyau moteur | tremblante  classique
en région centrale. dorsal du nerf vague (NMDNYV) basée sur ces critéres
Occasionnellement, négativité ou moins de trois bandes en
fonction de la concentration en PrP. Avec un traitement
a la PK modéré, les cas négatifs sont plus rares et les trois
bandes sont toujours visibles.
Tremblante | Tests BioRad'® et Idexx? |Négatif ou bandes | Positif [en partie N terminale ou| Vacuolisation de la matiére grise|Les souches Nor98 et
atypique positifs ; incompatibles avec | centrale], inconstante. les isolats de
(TA) la TC et DIESB|Avecdes profils différents de 'ESB et | Inmunomarquage et lésions plus|tremblante atypiques
Prionics Check LIA (dépendent des|{de la TC avec wune bande|marqués et plus fréquents dans le|francais ne different
Small Ruminant négatif |anticorps utilisés) reconnaissable d’un poids inférieur a | cervelet que dans le  tronc|pas sur la base de ces
Masse moléculaire | 15kDa. cérébral (surtout obex). critéres
Autres tests® positifs sur | comprise entre | Signal plus fort sur des prélevements | Dans la medulla oblongata,
échantillons de cervelet |(10kDa et 35kDa). |de cervelet mais concordant avec les | immunomarquage absent du NMDNV
observations faites sur le tronc|mais présent dans noyau du tractus
cérébral. spinal du nerf trigéminé.
Structure lymphoides négatives.
ESB Positifs Profil a 3 bandes comprises ou la forme diglycosylée | Vacuolisation de la matieére grise|La confirmation
prédomine avec des anticorps dirigés sur la partie centrale | habituellement présente. définitive de I'ESB chez

et absente ou moins intense avec des anticorps dirigés sur
la partie N terminale; bande non-glycosylée de poids
moléculaire inférieur a celle observée en TC.

Immunomarquage dans la medulla
oblongata impliquant le NMDNYV.

les petits ruminants se
fait par inoculation a
des souris.

" BioRad TeSeE / Platelia et BioRad TeSeE Sheep and Goats
* IDEXX HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test Kit, EIA
3 Prionics Western Blot Small Ruminants, Institut Pourquier Scrapie Test, Enfer TSE Test v 2.0, InPro CDI-5
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1.3.3. Souches et polymorphisme du gene PRNP

Dickinson et ses collegues identifiérent un gene régulant le temps d’incubation de la tremblante
chez la souris, nommé Sinc pour Scrapie incubation period (Dickinson, Meikle et al., 1968) et qui
exercait un effet superposé a celui des souches (Dickinson, Stamp et al., 1968). L’identité du géne
Sinc et du géne PRNP fut montrée ultérieurement (Hunter, Dann et al., 1992). Cependant, d’autres
geénes pourraient intervenir dans la durée d’incubation de la tremblante (Diaz, Vitezica et al., 2005;
Moreno, Cosseddu et al., 2008 ). Bruce confirma la relation entre souche et polymorphisme PRNP
(Bruce, 1993). La différence de PRNP entre animal donneur et receveur lors de transmission intra-
spécifique induit des allongements de la période d’incubation rappelant le franchissement de la
barriere d’espéce et pouvant aboutir a la production de nouvelles souches caractérisées par des
profils 1ésionnels différents (Bruce, 1993).

Pour la tremblante classique, les principaux polymorphismes associés aux codons 136 (Valine — V
ou Alanine - A), 154 (Arginine — R ou Histidine — H) et 171 (Arginine — R, Histidine — H ou
Glutamine — Q) influencent la survenue de la maladie dans les conditions naturelles et
expérimentales (Hunter, Foster et al., 1992 ; Laplanche, Chatelain et al., 1993 ; Hunter, Moore et
al., 1997). D’autres mutations sont rapportées mais elles ne semblent pas jouer un roéle significatif.
L’allele Ai136R154Qu71 (noté ARQ) est supposé étre l'allele ancestral et, en pratique, on ne trouve que
des alleles présentant une seule mutation par rapport a ARQ. Les alleles définis par ces mutations
peuvent étre classés par susceptibilité croissante a la tremblante classique dans l'ordre suivant :
ARR<<AHQ<ARQ =~ ARH<<VRQ, (Dubois, Sabatier et al., 2002; Palhiére, Francois et al., 2002;
Baylis, Chihota et al., 2004; Saunders, Cawthraw et al., 2006; Tongue, Wilesmith et al., 2008 ). 11
n’y a pas vraiment de phénomene de dominance et les alleles semblent avoir un effet multiplicatif
sur le risque de développer la maladie (Dubois, Sabatier et al., 2002). La résistance conférée par
lallele ARR est trés forte. Des cas de tremblante classique sur des animaux homozygotes
ARR/ARR ont été détectés mais uniquement de facon exceptionnelle (Groschup, Lacroux et al.,,
2007) voire incertaine (Ikeda, Horiuchi et al., 1995). Des différences de profils lésionnels sont
détectées en fonction de la souche, de la race et du génotype des animaux (Goldmann, Hunter et
al., 1994; Ryder, Spencer et al., 2001 ; Gonzélez, Martin et al., 2002 ). Ainsi, certaines souches
semblent se manifester différemment en fonction de la race. Aussi, on a pu observer des souches
adaptées au génotype VRQ/VRQ en race Cheviot et d’autres adaptées au génotype ARQ/ARQ en
race Suffolk (Hunter, Foster et al., 1996). Dans les races ou le génotype VRQ/VRQ est rare, il
semble que les souches soient adaptées aux porteurs d’ARQ (Dawson, Hoinville et al., 1998). Pour
information, chez les caprins, l'association entre polymorphisme génétique et sensibilité a la
tremblante classique est moins marquée que chez les ovins, des marqueurs de résistance ont été
récemment reconnus mais doivent encore étre confirmés a large échelle (Billinis, Panagiotidis et

al., 2002 ; Vaccari, Di Bari et al., 2006; Konold, Davis et al., 2007; Barillet, Mariat et al., 2009).

Dans le cas de la tremblante atypique, une mutation au codon 141, résultant en un remplacement
de Leucine —L par Phénylalanine — F, et trouvé exclusivement chez les animaux ARQ, est associé a
une plus forte probabilité de la maladie (Moum, Olsaker et al., 2005). Les alleles doivent donc étre
définis par rapport a quatre codons au lieu de trois en tremblante classique. Les alleles ALHQ et
AFRQ sont nettement plus susceptibles que les alleles VLRQ, ALRQ (l’allele ancestral), ALRH et
ALRR (Moum, Olsaker et al., 2005 ; EFSA, 2006; Moreno, Moazami-Goudarzi et al., 2007 ). Des
cas ALRR/ALRR ont été diagnostiqués, mais pas de cas VLRQ/VLRQ ni de cas ALRQ/ALRQ
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(Buschmann, Lithken et al., 2004; Saunders, Cawthraw et al., 2006 ; Lithken, Buschmann et al.,,
2007 ). Cependant, ces études ont porté sur un nombre limité de cas et la différence de
susceptibilité des différents alleles ALRR, ALRQ, ALRH et VLRQ, ainsi que l'effet associé aux
génotypes, n'a pas été complétement élucidé. A ce stade, la plus ou moins grande susceptibilité
génétique n’a pas eu d’interprétation physiopathologique. Cependant, en terme biochimique, il
semble que la PrP¢ codée par les génotypes les plus sensibles aient une moindre stabilité
thermodynamique (Fitzmaurice, Burke et al., 2008).

Dans le cas de I'ESB chez les ovins, la sensibilité est caractérisée pour les trois codons définis pour
la tremblante classique. On a pu montrer que les animaux de génotype AHQ/AHQ, AHQ/ARQ et
ARQ/ARQ (Foster, Parnham et al., 2001b ; Houston, Goldmann et al., 2003 ; Goldmann, Houston
et al., 2006) sont les plus sensibles avec des périodes d’incubation de deux a quatre ans. Cependant
les animaux ARR/ARR sont également sensibles avec une période d’incubation supérieure a cinq
ans (Andréoletti, Morel et al., 2006).

1.3.4. Souches et franchissement de la barriére d’espece

La capacité de franchissement de la barriére d’espece est différente en fonction des souches. Cela
pourrait étre en partie di aux différences entre la PrPC des espéces d’origine et celle des especes
hotes (Collinge and Clarke, 2007). Cependant, certaines souches sont plus facilement transmises
que d’autres. Ainsi, I'agent responsable de 'ESB a été retrouvé chez de nombreuses espéeces dont
I'homme (Tableau 1) et a été transmis expérimentalement a un nombre encore plus grand
d’espeéces (Bruce, Chree et al., 1994; Hill, Desbruslais et al., 1997).

Lors du franchissement de la barriere d’espece, il n’est pas rare que les caractéristiques des souches
évoluent apres quelque passage dans la nouvelle espece cible. Soit parce qu'une souche est
sélectionnée parmi un mélange préexistant, soit parce que de nouvelles souches se constituent
(Bartz, Bessen et al., 2000 ; Schoch, Seeger et al., 2006 ; Collinge and Clarke, 2007 ; Béringue,
Vilotte et al., 2008).

La tremblante classique peut étre transmise expérimentalement a un certain nombre d’especes de
rongeurs (Chandler, 1963 ; Zlotnik and Rennie, 1965), aux bovins (Gibbs, Safar et al., 1990 ;
Cutlip, Miller et al., 1994) mais aussi au macaque crabier (Macaca fascicularis) (Gibbs and
Gajdusek, 1972). Jusqu’'a présent, aucun lien n’a été établi entre une EST humaine et la tremblante
classique malgré de nombreuses suspicions qu'un tel lien puisse exister (Alter, Frank et al., 1975;
Chatelain, Cathala et al., 1981; Brown, Cathala et al., 1987; Chatelain and Dautheville-Guibal,
1988; Korczyn, 1991; Wientjens, Davanipour et al., 1996). Le passage de la tremblante ovine aux
bovins a longtemps été suspectée comme étant a l'origine de I'ESB (Wilesmith, Wells et al., 1988)
mais cela n’a pas été démontré et il semble que les bovins soient peu réceptifs a 'agent de la
tremblante et que la maladie induite soit phénotypiquement différente (Gibbs, Safar et al., 1990 ;
Cutlip, Miller et al., 1994; Cutlip, Miller et al., 2001 ). On a récemment découvert des souches
d’ESB atypiques (différenciées par leurs profils moléculaires en type H et type L) qui présentent
des caractéristiques lésionnelles évoquant, comme pour la tremblante atypique, une origine
spontanée (Biacabe, Laplanche et al., 2004; Baron, Biacabe et al., 2007). Or, il a été montré chez la
souris transgénique de type bovin que le passage de I'ESB atypique de type L produisait une souche
non distinguable de I'ESB (classique) au bout de plusieurs passages (Capobianco, Casalone et al.,
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2007). L’ESB aurait alors plutdt comme origine une souche d’ESB atypique que la tremblante
classique.

La tremblante atypique a été détectée récemment, des expériences sur le franchissement de la
barriere d’espece ont été lancées sur des modeéles de souris transgéniques. A ce jour, seule une
communication orale a fait état d’'un franchissement possible de la barriére d’espéce par I'agent de
la tremblante atypique (Andréoletti, Herva et al., 2008). Il s’agit d'une transmission depuis des
ovins infectés expérimentalement (souche PS152) vers une lignée de souris transgénique
exprimant la PRNP porcine (Tg Po). Etonnamment, parmi 12 souches d’EST inoculées par voie
intracérébrale, seules I'ESB ovine expérimentale, 'ESB bovine et la tremblante atypique étaient
transmises a la Tg Po. Apres le second passage, le temps d’incubation, le profil lésionnel et le profil
biochimique de PrPres de I'ESB ovine, bovine et de la tremblante atypique étaient stabilisés et non
différenciables, cette adaptation étant irréversible.

Le passage de 'ESB chez les ovins est possible comme évoqué précédemment et la barriere
d’espéce semble assez limitée (Foster, Hope et al., 1993; Foster, Parnham et al., 2001a ; Baylis,
Houston et al., 2002). L’étude d’inoculation expérimentale d’ESB a des petits ruminants montre
que les caractéristiques de la PrP5 sont proches mais différentiables pour les deux maladies. De
plus, la présentation phénotypique de 'ESB chez les petits ruminants pourrait étre différente de
celle observée chez les bovins.

L’inoculation de différentes souches a un méme individu entraine une compétition entre les
souches. De fait, lors d’inoculation par voie périphérique chez la souris (souche RIII), la période
d’incubation correspondant a une souche (22C) associée a une courte incubation (230 jours) se
trouve allongée (a 550 jours) par une seconde inoculation 100 a 300 jours apres, d'une souche
(22A) associée a une période d’incubation longue (550 jours) (Dickinson, Fraser et al., 1975). Cette
expérience a été renouvelée pour d’autres souches et d’autres espéces (Morales, Abid et al., 2007).
L’implication épidémiologique de ce type de données est cependant a considérer au cas par cas
compte tenu de la rareté de ces maladies, surtout si 'on considére des expositions indépendantes.
Chez la souris, en cas de coinfection expérimentale par la tremblante et 'ESB, I'ESB est masquée
par la tremblante (Baron and Biacabe, 2001). Chez des ovins coinfectés expérimentalement par
PESB et la tremblante, la tremblante masquait 'ESB dans le SNC mais pas dans les tissus
périphériques (Lantier, 2008). Aucune information n’est connue en cas de coinfection par la
tremblante atypique et d’autres souches.

1.4. Pathologie des souches de tremblante ovine
1.4.1. Symptdmes cliniques

Tremblante classique

L’age a I'apparition des signes cliniques de la tremblante classique se situe habituellement entre
deux et cinq ans avec un pic a trois ans et demi (4ge médian) mais des cas sont décrits chez des
animaux de un a sept ans (Parry, 1962 ; Clark and Moar, 1992; Wineland, Detwiler et al., 1998 ;
Baylis, Goldmann et al., 2002 ; O'Doherty, Healy et al., 2002 ; Tongue, Wilesmith et al., 2004 ;
Cockcroft and Clark, 2006 ). L’dge d’apparition des signes cliniques varie avec le génotype : les
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animaux les plus sensibles déclarent la maladie plus jeunes (Figure 3). La durée d’incubation va de
quelques mois chez les animaux VRQ/VRQ a quelques années chez les animaux ARR/ARQ, en
général, les animaux les plus sensibles ont la période d’incubation la plus courte (Woolhouse,
Stringer et al., 1998 ; Elsen, Amigues et al., 1999; Kao, Gravenor et al., 2002 ; Baylis, Chihota et al.,
2004 ), mais des observations divergentes pourraient étre obtenues en raison des différences de
souches (O'Doherty, Healy et al., 2002 ; Corbiére, Barillet et al., 2007). Par ailleurs la question de
Pexistence de porteurs asymptomatiques a été soulevée, notamment chez les animaux résistants
(Race and Chesbro, 1998; Race, Raines et al., 2001). De fait, il est possible que la longue période
d’incubation excede la durée de vie de I'animal malade résultant en porteurs asymptomatiques ou
en animaux mourant d’'une autre cause a I'état pré-symptomatique ou en phase prodromique et
potentiellement infectieux (Hill and Collinge, 2003a; Hill and Collinge, 2003b; Georgsson,
Adolfsdottir et al., 2008).
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Figure 3 : Courbe de survie de type Kaplan-Meier des animaux morts de tremblante dans une
étude de cohorte de six troupeaux de race Manech téte rousse (Corbiére, Barillet et al., 2007)

En ordonnées : fonction de distribution de la probabilité de survie, en abscisses : 4ge de mort clinique de tremblante.
Overall sample : courbe pour les 604 animaux incus dans I’étude, R/S : 212 animaux de génotype ARR/ARQ, ARR/AHQ
ou ARR/VRQ, S/S 343 animaux de génoptype ARQ/ARQ ou AHQ/ARQ, VRQ carriers: 49 animaux de génotype
ARQ/VRQ, AHQ/VRQ ou VRQ/VRQ. Les animaux perdus de vue sont marqués par un cercle vide, le dernier cas

clinique observé (5,54 ans) est indiqué par une fleche.

La phase clinique dure habituellement entre quatre et six mois (Parry, 1983; Detwiler and Baylis,
2003 ). Les manifestations cliniques sont nombreuses et variables, notamment en fonction des
souches et du génotype de I'animal affecté. Il n’y a pas de signes pathognomoniques, cependant,
I'association des différents signes est assez évocatrice (Cockcroft and Clark, 2006). Les symptomes
sont par ordre de fréquence décroissante (D'Angelo, Maurella et al., 2007) : de 'amaigrissement,
un déficit proprioceptif, de l'ataxie, le grincements de dents, de la rigidité, des modifications
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comportementales fréquemment des signes d’anxiété, parfois d’agressivité, du ptyalisme, un prurit
intense accompagné de pertes de laine et de plaies d’automutilation, des tremblements, une
parésie, une paralysie, de I'’hypermétrie.

Tremblante atypique

L’age d’apparition des symptomes cliniques des cas en tremblante atypique est moins bien décrit
que pour la tremblante classique car la plupart des cas ont été détectés par la surveillance active et
beaucoup plus rarement par la surveillance clinique. Cependant, dans ces conditions de détection,
les cas de tremblante atypique sont en moyenne plus dgés que les cas de tremblante classique
(Figure 4). La moyenne semble se situer vers six ans et demi (Benestad, Arsac et al., 2008) et, dans
une étude, 16 cas sur 60 avaient plus de 10 ans (Lithken, Buschmann et al., 2007). II est
vraisemblable quune part importante des cas potentiels sont tués ou meurent d’'une autre cause
avant 'apparition des signes cliniques.

Les expériences d’inoculation ont indiqué une durée d’incubation particulierement longue par
rapport a la tremblante classique, 314 jours chez le mouton (n=1) et entre 200 et 300 jours chez la
souris transgénique ovinisée (souche tg338) (Le Dur, Béringue et al., 2005 ; Simmons, Konold et
al., 2007 ; Andréoletti, Herva et al., 2008), ce qui est a rapprocher de I'age élevé des cas en
conditions naturelles.
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Figure 4 : Distribution de 1'dge des cas de tremblante détectés par la surveillance active en 2005
dans 1'Union Européenne (European Commission, 2006b)
En ordonnées proportion de cas, en abscisses : 4ge des cas en mois. En bleu cas de tremblante atypique, en violet : autre

type de tremblante (tremblante classique)

Dans certaines circonstances, des manifestations cliniques de tremblante atypique ont pu étre
observées (Benestad, Sarradin et al., 2003; Onnasch, Gunn et al., 2004; Epstein, Pointing et al.,
2005 ; Konold, Davis et al., 2007; Simmons, Konold et al., 2007 ; Simmons, Simmons et al., 2009) et
méme filmées (Konold, Davis et al., 2007 ; Simmons, Konold et al., 2007). Les symptomes les plus
fréquemment rapportés sont des changements de comportement, de 'amaigrissement, de l'ataxie
et une marche en cercle. Le prurit et les tremblements ne sont généralement pas observés ou alors
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de facon discrete. L’examen approfondi de deux cas a également permis de mettre en évidence un
déficit proprioceptif, notamment une perte du réflexe palpébral (Konold, Davis et al., 2007).
L’influence du génotype sur les manifestations cliniques ou la période d’incubation n’est pas
documentée.

1.4.2. Physiopathologie

Tremblante classique

Les principales connaissances en physiopathologie de la tremblante ont été acquises pour la
tremblante classique et reposent sur des études expérimentales chez des ovins (Pattison, 1974;
Andréoletti, Berthon et al., 2000; van Keulen, Schreuder et al., 2000 ; Andréoletti, Lacroux et al.,,
2002; Andréoletti, Simon et al., 2004 ; Konold, Moore et al., 2008 ; Lacroux, Simon et al., 2008 ) et
chez des rongeurs (Kimberlin and Walker, 1979 ; Kimberlin and Walker, 1989 ; Beekes, Baldauf et
al., 1996 ; Baldauf, Beekes et al., 1997 ; McBride, Schulz-Schaeffer et al., 2001 ; Bartz, Kincaid et
al., 2003; Bartz, Dejoia et al., 2005 ; Beekes and McBride, 2007).

La voie orale est considérée comme la porte d’entrée essentielle de 'agent infectieux (Pattison,
1974; van Keulen, Schreuder et al., 2000 ; van Keulen, Bossers et al., 2008 ) méme si d’autres voies
d’infection ont été décrites comme la voie sous cutanée (Dickinson, 1976) et conjonctive (Scott,
Foster et al., 1993) ou sont suspectées comme la voie intra-nasale (Corona, Porcario et al., 2009).
La voie verticale sensus stricto, longtemps suspectée en raison de l'infectiosité du placenta, ne
semble plus considérée comme importante (Foster, Hope et al., 1993; Foster, Hunter et al., 1996;
Foster, McKenzie et al., 2006b; van Keulen, Bossers et al., 2008 ).

Typiquement, chez les ovins les plus sensibles, de génotype VRQ/VRQ, apres ingestion d’aliments
contaminés, 'agent infectieux pénétre dans I'organisme au niveau des formations lymphoides du
tractus digestif, le Gut Associated Lymphoid Tissue (GALT) essentiellement les plaques de Peyer,
mais aussi secondairement des amygdales. Le role des formations lymphoides dans la réplication de
I'agent infectieux n’est pas encore complétement compris, les nceuds lymphatiques associés au
GALT et aux amygdales et la rate pourrait avoir un réle (Kimberlin and Walker, 1979). La
contamination a lieu généralement durant les premiers mois de vie des animaux et semble corrélée
au développement des tissus lymphoides (St Rose, Hunter et al., 2006). La réplication dans ces
tissus est assez précoce, linfectiosité est retrouvée fréquemment des trois mois apres
contamination néonatale dans les amygdales et le GALT (Andréoletti, Berthon et al., 2000; van
Keulen, Schreuder et al., 2000). Des méthodes de diagnostic précoce reposent sur la mise en
évidence de PrPSc dans les amygdales, la muqueuse rectale et la membrane nictitante (troisiéeme
paupiere) (Schreuder, van Keulen et al., 1996 ; Jeffrey, Begara-McGorum et al., 2002)

Dans un second temps, la neuro-invasion se fait depuis les tissus nerveux périphériques vers le
SNC. L’invasion du SNC a partir du systéme nerveux entérique peut se faire par voie
parasympathique ou orthosympathique. Le mnerf vague joue fréquemment, mais pas
systématiquement (Baldauf, Beekes et al., 1997), un role de porte d’entrée dans le SNC, ce qui se
traduit pas une atteinte précoce des noyaux moteurs dorsaux du nerf vague situés dans le tronc
cérébral, dans la région de l'obex. Dans d’autre circonstances, la neuro-invasion suit le nerf
splanchnique, aboutit aux ganglions cceliaques et mésentériques et pénétre le SNC en zone
thoracique par la moelle épiniére (Kimberlin and Walker, 1982 ; van Keulen, Schreuder et al.,
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1996; van Keulen, Schreuder et al., 1999; van Keulen, Schreuder et al., 2000; McBride, Schulz-
Schaeffer et al., 2001; van Keulen, Vromans et al.,, 2002). L’invasion du SNC survient
généralement a partir de neuf a dix mois et 'obex est la région du SNC ou le diagnostic peut étre
établi le plus précocement (van Keulen, Schreudrer et al., 1995 ; Wood, McGill et al., 1997).

A partir du SNC, on assiste a une dissémination centrifuge vers de nombreux tissus périphériques,
notamment, par ordre de titre infectieux croissant : le sang, (Houston, Foster et al., 2000; Hunter,
Foster et al., 2002), les muscles (Andréoletti, Simon et al., 2004), le lait (Konold, Moore et al.,
2008; Lacroux, Simon et al., 2008 ), le placenta (Pattison, Hoare et al., 1972 ; Pattison, Hoare et al.,
1974; Andréoletti, Lacroux et al., 2002). Concernant le placenta, il est intéressant de constater que
I'infectiosité dépend du génotype du feetus et de la mere (Lacroux, Corbiere et al., 2007), le
placenta associé a une brebis ARR/VRQ n’est pas infectieux. Les autres tissus dans lesquels de la
PrP% ont été détectés incluent les glandes salivaires (Vascellari, Nonno et al., 2007), la mamelle en
condition d’infiltration lymphocytaire (mammite, maladie Maedi-Visna) (Ligios, Sigurdson et al.,
2005), le rein (Siso, Gonzalez et al., 2006), la muqueuse nasale (Corona, Porcario et al., 2009) et la
peau (Thomzig, Schulz-Schaeffer et al., 2007).

Il existe d’importantes variations de la localisation de la PrP% en fonction du génotype des
animaux (Gonzalez, Martin et al., 2002; Jeffrey and Gonzdlez, 2007). Par exemple, chez les
animaux ARR/VRQ on n’observe pas de phase d’'invasion lymphocytaire (van Keulen, Bossers et
al., 2008). L’extension de la PrPSc dans l'organisme diminue quand la résistance génétique
augmente. Les rares observations de PrP chez les animaux porteurs d’allele ARR ou AHQ
suggerent que celle-ci est absente ou présente a des niveaux se situant sous le seuil de détectabilité.

Les expériences d’inoculation d’ESB a des ovins ont montré que la physiopathologie et le
développement de lésions différaient peu de ce qui a été observé pour la tremblante classique
(Foster, Parnham et al., 2001a; Foster, Parnham et al., 2001b ; Bruce, Boyle et al., 2002; Foster,
Goldmann et al.,, 2004; Andréoletti, Morel et al., 2006; Jeffrey, Gonzalez et al., 2006). La
transmission horizontale de I'ESB chez les ovins a été documentée dans un troupeau expérimental
(Bellworthy, Dexter et al., 2005) et la transmission verticale semble limitée (Foster, Goldmann et
al., 2004).

Tremblante atypique

La physiopathologie de la tremblante atypique est trés peu connue (Benestad, Arsac et al., 2008).
Les infections expérimentales ont eu lieu par inoculation intracérébrale (Le Dur, Béringue et al.,
2005 ; Simmons, Konold et al., 2007 ; Andréoletti, Herva et al., 2008) et peu de cas naturels ont pu
avoir d’autres tissus que le tronc cérébral examinés (Benestad, Sarradin et al., 2003; Onnasch,
Gunn et al., 2004 ; Orge, Galo et al., 2004 ; Konold, Davis et al., 2007 ; Nentwig, Oevermann et al.,
2007; Seuberlich, Botteron et al., 2007; Benestad, Arsac et al., 2008 ; Dagleish, Rodger et al., 2008;
Foster, Toovey et al., 2008; Sofianidis, Psychas et al., 2008; Simmons, Simmons et al., 2009 ). Le
noyau dorsal moteur du nerf vague est intact et aucune présence de PrPS n’a été rapportée en
dehors du SNC. Au niveau du SNC, la PrPsc et les 1ésions sont principalement présentes au niveau
du cervelet et de facon inconstante dans le tronc cérébral et dans le cerveau. La localisation des
lésions évoque celle retrouvée dans le GSS (Benestad, Sarradin et al.,, 2003) mise a part la
communication orale faisant état d'un marquage du nerf sciatique observé en phase terminale sur
un ovin infecté par inoculation intracérébrale (Andréoletti, Herva et al., 2008). De facon plus
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surprenante cette méme expérience a permis de détecter de linfectiosité dans un nceud
lymphatique pré-scapulaire sans détection de PrPS (Andréoletti, Herva et al., 2008). Le manque de
corrélation entre infectiosité et détection de PrP5 avait également été souligné par 'excellent taux
de transmission obtenu a partir de tissus nerveux avec un faible marquage par la PrP* (Le Dur,
Béringue et al., 2005 ; Simmons, Konold et al., 2007). Cela pourrait s’interpréter par la difficulté a
détecter la PrP5 dans la tremblante atypique ou par le fait que la fraction infectieuse est corrélée a
des formes de PrP difficiles a mettre en évidence. Dans les deux cas, cette présence d’infectiosité
ou de PrP* dans des tissus périphériques correspond a une diffusion centrifuge de 'agent.

1.4.3. Etiologie

Tremblante classique

Aujourd’hui, il est communément admis que le développement de la tremblante classique requiert
I'exposition a un agent infectieux (Detwiler and Baylis, 2003). La voie de contamination et le mode
de transmission sont intimement liés et dépendent des matiéres virulentes et de 'exposition a
I'agent infectieux.

La transmission verticale par voie paternelle semble improbable, compte tenu de l'apparente
absence d’infectiosité du sperme (Palmer, 1959; Wrathall, 1997 ; Sarradin, Melo et al., 2008).

La transmission verticale par voie maternelle sensu stricto, c'est-a-dire in utero ou via les ovocytes,
est incertaine (Wrathall, Holyoak et al., 2008). Cette voie était fortement suspectée du fait de
I'infectiosité du placenta (Race, Jenny et al., 1998; Andréoletti, Lacroux et al., 2002 ) mais les
connaissances sur la localisation histologique exacte de I'infectiosité du placenta indiquent que la
contamination se produirait plutot a la naissance (Lacroux, Corbiére et al., 2007). Les expériences
de transferts d’'embryons ont donné des résultats contradictoires, certains montrant ’'absence de
contamination in utero (Foote, Call et al., 1986; Wang, Foote et al., 2001 ), d’autres obtenant des
feetus contaminés (Foster, McKelvey et al., 1992 ; Foster, Hunter et al., 1996) mais peut étre en
raison de failles dans les protocoles (Wrathall, Holyoak et al., 2008).

La transmission horizontale est la voie de transmission la plus importante sur le plan
épidémiologique (Stringer, Hunter et al., 1998 ; Detwiler and Baylis, 2003 ; Touzeau, Chase-
Topping et al., 2006). De nombreuses études épidémiologiques ont montré le caractére contagieux
de la maladie. Les introductions d’animaux, les contacts entre troupeaux sont d’ailleurs des facteurs
de risque bien établis (Wilson, 1951 ; Pattison, 1964 ; Hoinville, 1996 ; Hopp, Ulvund et al., 2001 ;
Healy, Hannon et al., 2004 ; Philippe, Ducrot et al., 2005 ; Green, Del Rio Vilas et al., 2007).

Il semble que la plupart du temps, la contamination a lieu durant les premiers mois de vie des
animaux (Andréoletti, Berthon et al., 2000 ; Heggebo, Press et al., 2000) et que leur susceptibilité
décroisse avec I'dge (Hunter, Foster et al., 1996 ; Elsen, Amigues et al., 1999 ; Baylis, Chihota et al.,
2004). Ceci peut étre expliqué par la maturation du systéme lymphocytaire (St Rose, Hunter et al.,
2006) ou l'évolution de la physiologie du tube digestif, notamment des conditions du rumen
(Scherbel, Pichner et al.,, 2006). Cependant, des contaminations d’adultes ont également été
rapportées (Dickinson, Stamp et al., 1974 ; Ryder, Dexter et al., 2004 ; Foster, McKenzie et al.,
2006a).
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La voie de contamination orale est la plus importante et peut impliquer différentes sources de
matiéres virulentes.

Le placenta joue un role important dans la diffusion de la maladie au sein d'un troupeau (Hopp,
Ulvund et al., 2001; Healy, Hannon et al,, 2004 ) par transmission pseudo-verticale ou par
transmission horizontale via un comportement de léchage ou via un environnement contaminé.

Le lait pourrait également étre un facteur de contamination orale, principalement pseudo-verticale
ou éventuellement via I'utilisation de laits de substitution (Konold, Moore et al., 2008; Lacroux,
Simon et al., 2008). Il y a peu d’indication sur son importance épidémiologique, une étude cas-
témoins a trouvé une association entre la distribution de lactoremplaceurs, plus particulierement
en provenance d’un certain fabricant, et le risque de tremblante classique (Philippe, Ducrot et al.,
2005). Cependant les compléments alimentaires issus de ce fabricant étaient également a risque et
les auteurs considéraient qu’il était difficile de différencier l'effet complément de Ieffet
lactoremplaceur.

Le recyclage de carcasses d’animaux infectés via les farines animales et principalement les FVO, a
constitué par le passé une voie possible pour la contamination orale. Ce mode de contamination a
été mis en évidence pour 'agent de I'ESB dans les populations bovines (Wilesmith, Wells et al.,
1988; Wilesmith, Ryan et al., 1991; Wilesmith, Ryan et al., 1992). Il est vraisemblable, vu les
propriétés similaires de l'agent de I'ESB et de l'agent de la tremblante, quune exposition
alimentaire des ovins par l'agent de la tremblante et de I'ESB ait eu lieu. Une étude
épidémiologique francaise a montré un lien entre la survenue de tremblante et
l'approvisionnement en concentrés alimentaires du commerce (Philippe, Ducrot et al., 2005).
Consécutivement aux différentes vagues d’interdiction des farines animales dans I'alimentation des
ruminants, cette source aura dit diminuer progressivement pour atteindre un niveau nul a partir de
la fin de 'année 2001, le temps que les mesures d’interdiction totale de 'usage des farines animales
soient effectives.

Compte tenu de la grande résistance de l'agent responsable de la tremblante classique,
I'environnement peut jouer le role de réservoir. Des études expérimentales ont montré que des
tissus infectieux étaient toujours virulents apres plusieurs années d’enfouissement dans la terre
(Brown and Gajdusek, 1991; Johnson, Phillips et al., 2006 ; Seidel, Thomzig et al., 2007). De plus,
des études épidémiologiques ont indiqué des liens possibles entre la structure du sol et la
prévalence de la tremblante (Imrie, Korre et al., 2008) et en Islande, une étude a suspecté la
résurgence de tremblante a partir de 'environnement au bout de 16 ans (Georgsson, Sigurdarson
et al,, 2006). La contamination du sol peut se faire par les nombreuses matiéres virulentes
potentielles évoquées précédemment, les feces pourraient étre infectieuses comme montré chez le
hamster (Safar, Lessard et al., 2008; Kruger, Thomzig et al., 2009) et les carcasses éventuelles
d’animaux mort a un stade clinique et laissées a 'abandon. Il est également possible que I'épandage
de fumier contaminé constitue un mode de diffusion supplémentaire de I'agent infectieux dans
I'environnement.

La contamination latérale directe a été mise en évidence a plusieurs reprises (Pattison, 1964;
Ryder, Dexter et al., 2004; Foster, McKenzie et al., 2006a; Konold, Moore et al., 2008 ). Les
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modalités de contamination n’ont pas été déterminées, mais compte tenu de la large diffusion
périphérique de la PrP5 en fin d’incubation, de nombreuses matiéres pourraient étre virulentes. La
pénétration de I'agent infectieux pourrait se faire par la voie orale, la voie olfactive (Doty, 2008;
Corona, Porcario et al., 2009) ou par la voie iatrogéne. La contamination iatrogéne est possible
notamment par inoculation sous cutanée (Stamp, Brotherston et al., 1959 ; Glaysher and Mabbott,
2007) et a plusieurs reprises des épisodes de tremblante ont été provoqués par l'utilisation de lots
de vaccins contaminés (Greig, 1950; Mechelli and Mantovani, 1988 ). La contamination de plaies
accidentelles ou chirurgicales par des vecteurs biologiques ou inanimés pourrait également
constituer un mode de transmission, plus anecdotique (Detwiler and Baylis, 2003).

Tremblante atypique

Contrairement a la tremblante classique, il n’est pas certain que le développement de la tremblante
atypique nécessite I’exposition a un agent infectieux.

Les cas ne semblent pas partager de liens épidémiologiques évidents (Benestad, Sarradin et al.,
2003; Green, Del Rio Vilas et al., 2007; Lithken, Buschmann et al., 2007) et des cas sont apparus
dans un troupeau d’animaux destinés a un programme de recherche et présumés indemnes sans
quaucun source de contamination soit identifiée (Simmons, Simmons et al., 2009). Les cas
secondaires, c'est-a-dire ceux détectés dans un troupeau a la suite d'un cas index, semblent
également assez rares (Benestad, Sarradin et al., 2003; Onnasch, Gunn et al., 2004; Konold, Davis
et al.,, 2007; Lithken, Buschmann et al., 2007). Préalablement a ces travaux, deux études
épidémiologiques ont porté sur la tremblante atypique et n’ont pas trouvé de facteur de risque
associés a une origine contagieuse (Hopp, Omer et al., 2006; Green, Del Rio Vilas et al., 2007 ).

Ces données, ainsi que les éléments de physiopathologie, suggérent que la maladie aurait une
origine endogéne. Le développement serait alors influencé par la génétique et éventuellement par
d’autres facteurs de risque (Benestad, Sarradin et al., 2003 ; Benestad, Arsac et al., 2008). Une
enquéte étiologique, réalisée sur une quarantaine de cas en Norvege, a trouvé que I'alimentation
minérale et vitaminique était un facteur de risque ce qui a été interprété comme un effet propre
des minéraux ou des vitamines plus qu'un risque de contamination par un agent infectieux compte
tenu du contexte épidémiologique et réglementaire de la Norvege (Hopp, Omer et al., 2006). Dans
cette étude, le retrait du placenta était une mesure protectrice mais l'identification de la présence
de chien comme facteur de risque indiquait vraisemblablement la présence d’associations
purement dues au hasard.

1.5. Diagnostic de la tremblante

Compte tenu du caractére protéiforme des symptomes de la tremblante, le diagnostic différentiel
inclue de nombreuses maladies et 'examen clinique ne permet que d’émettre une suspicion. Cela
est encore plus vrai dans le cas de tremblante atypique pour laquelle les symptomes sont assez
frustes.
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Le diagnostic de confirmation des différentes formes de tremblante passe par l'examen de
laboratoire. En l'absence de réaction immunologique humorale, il n'y a pas la possibilité de
rechercher des anticorps. Actuellement, plusieurs approches diagnostiques sont utilisables.

Certaines méthodes sont quasiment abandonnées, comme la mise en évidence des SAF par
microscopie électronique (Merz, Rohwer et al., 1984), méthode spécifique mais peu sensible
(Rubenstein, Merz et al., 1987) et trop lourde pour étre utilisée en routine. Elle présente
cependant un intérét pour les échantillons en mauvais état de conservation (Chaplin, Aldrich et
al., 1998).

D’autres méthodes sont en cours de développement comme les techniques d’amplification de la
PrP% par PMCA a partir de prélévements sanguins mais ces méthodes prometteuses ne sont pas
encore utilisables en routine (Supattapone, 2004; Grassi, Maillet et al., 2008). Actuellement, la
plupart des méthodes reposent sur un diagnostic post-mortem de la maladie a un stade clinique ou
préclinique.

1.5.1. Prélévements et souche de tremblante

Quelle que soit la technique employée, I'issue du diagnostic est tres liée a la nature du prélévement
dont la positivité dépend de la souche, du stade de la maladie et de la génétique de I'hote (Ligios,
Jeffrey et al., 2002).

Pour la tremblante classique, des lésions sont toujours retrouvées dans le tronc cérébral, en
particulier au niveau de I'obex et plus précisément du noyau moteur dorsal du nerf vague, de facon
assez précoce par rapport aux autres régions du SNC (van Keulen, Schreudrer et al., 1995;
Gonzélez, Martin et al., 2002). La positivité des prélevements de cervelet, de cortex frontal et
occipital est inconstante (Chaplin, Barlow et al.,, 2002). Les prélevements de formations
lymphoides secondaires comme les amygdales, la muqueuse rectale, la membrane nictitante ou les
neeuds lymphatiques rétro pharyngiens permettent un diagnostic pour la tremblante classique et
pour I'ESB (van Keulen, Schreuder et al., 1996 ; Schreuder, Van Keulen et al., 1998; O'Rourke,
Baszler et al., 2000 ; Gonzalez, Jeffrey et al., 2005 ; Langeveld, Jacobs et al., 2006 ). Certains de ces
tissus, plus accessibles que le SNC, peuvent étre prélevés du vivant de 'animal et ils permettent un
diagnostic de la tremblante classique précoce et souvent plus sensible que celui obtenu par examen
du tronc cérébral (Gonzalez, Dagleish et al., 2006; Reckzeh, Hoffmann et al., 2007 ; Georgsson,
Adolfsdottir et al., 2008 ).

Pour la tremblante atypique, les données sont moins completes que pour la tremblante classique
ou I'ESB, mais les différences sont notoires. Vidal et al. ont représenté la positivité de
prélevements provenant de deux cas de tremblante classique et d'un cas de tremblante atypique
(Figure 5)(Vidal, Tortosa et al., 2007). Ce diagramme illustre bien la différence entre les deux types
de tremblante, mais il ne suffit pas & montrer la diversité des situations rencontrées en tremblante
atypique. Au niveau du tronc cérébral, la positivité est inconstante, 'obex est souvent négatif, le
noyau moteur dorsal du nerf vague est toujours négatif et le noyau du tractus spinal du nerf
trigéminé est occasionnellement atteint (Benestad, Sarradin et al., 2003 ; Buschmann, Biacabe et
al., 2004; Buschmann, Liihken et al., 2004 ; Gavier-Widen, Noremark et al., 2004; Onnasch, Gunn
et al., 2004 ; Konold, Davis et al., 2007; Simmons, Simmons et al., 2009 ). Contrairement a la
tremblante classique, le cervelet est le plus souvent atteint (Benestad, Sarradin et al., 2003 ;
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Gavier-Widen, Noremark et al., 2004; Onnasch, Gunn et al., 2004 ; Orge, Galo et al., 2004;
Konold, Davis et al., 2007 ; Vidal, Tortosa et al., 2007 ; Simmons, Simmons et al., 2009 ) mais pas
systématiquement (Nentwig, Oevermann et al., 2007). Le cortex cérébral est fréquemment positif
avec des variations entre individus, a priori sans relation avec le génotype (Benestad, Sarradin et
al., 2003 ; Gavier-Widen, Noremark et al,, 2004; Onnasch, Gunn et al., 2004; Nentwig,
Oevermann et al., 2007; Simmons, Konold et al., 2007 ; Andréoletti, Herva et al., 2008 ; Simmons,
Simmons et al., 2009 ). Le meilleur préléevement pour la tremblante atypique pourrait étre le
cervelet (European Food Safety Autority, 2005b; European Food Safety Autority, 2005c; European
Food Safety Autority, 2005a).
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Figure 5 : Préléevements de cerveau et positivité A la tremblante atypique et classique, d’aprés Vidal
2007 (Vidal, Tortosa et al., 2007)

En noir : tremblante atypique (n=1), en rouge : tremblante classique (n=2).En ordonnées : ratio entre densité optique et
seuil de positivité du test ELISA utilisé pour le diagnostic, en abscisses : zone de prélévement.

Ob : bulbe olfactif, Lp : lobe piriforme, H : hippocampe, Fc : cortex frontal, Tc : cortex temporal, Pc : cortex pariétal, Oc :
cortex occipital, S: striatum avec noyaux caudés et lenticulaires, T : thalamus, M : mésencéphale, P : pont, Mob :
medulla oblongata, Sc : Moelle épiniére (moelle spinale), Cv : vermis cérébelleux , Cm : Substance blanche cérébelleuse,

Cc : hémispheres cérébelleux. La zone du tronc cérébral est la moins positive pour la tremblante atypique.

Les organes lymphoides périphériques n’ont été trouvés positifs dans aucune étude (Benestad,
Sarradin et al., 2003 ; Konold, Davis et al., 2007 ; Nentwig, Oevermann et al., 2007 ; Simmons,
Konold et al., 2007 ; Vidal, Tortosa et al., 2007 ; Simmons, Simmons et al., 2009). Une seule
communication orale, évoquée précédemment, a fait état de la présence de prélevements positifs
dans le nerf sciatique et au niveau du ganglion prescapulaire chez des animaux infectés par
inoculation intracérébrale (Andréoletti, Herva et al., 2008). Les tissus périphériques ne constituent
donc pas un bon prélévement pour le dépistage de la tremblante atypique.
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Par ailleurs, T'évolution de la sensibilité des différents prélevements, en fonction du
développement de la maladie ou du génotype, est inconnue.

1.5.2. Histologie et immuno-histochimie

L’observation au microscope des lésions caractéristiques a été tres utilisée pour le diagnostic de
confirmation de la tremblante (Besnoit, 1898; Stockman, 1926 ; Delez, Gustafson et al., 1957). La
vacuolisation des neurones et éventuellement des cellules gliales sont des 1ésions caractéristiques
des EST. Elles sont accompagnées de mort neuronale, de prolifération des astrocytes et de fagon
inconstante d’accumulation de plaques amyloides.

Il n’y a pas toujours de corrélation entre 'intensité des lésions et la sévérité clinique (Fraser, 1976 ;
Miller, Jenny et al., 1993) et celles-ci peuvent étre particulierement discretes en début de phase
clinique.

L’histologie est une technique longue pour un diagnostic de routine, de plus le résultat peut étre
faussé par des artefacts de préparation et manquer de sensibilité en fonction du stade de
développement de la maladie (Hamir, Miller et al., 2001) et de la souche considérée (European
Food Safety Autority, 2005a).

Grace au développement d’anticorps monoclonaux visant spécifiquement certains épitopes de la
PrP%, il a été possible de faire évoluer le diagnostic histologique vers un diagnostic immuno-
histochimique (IHC) (Bruce, Mc Bride et al., 1989 ; Diedrich, Bendheim et al., 1991 ; Miller, Jenny
et al., 1993). L'IHC est une technique tres spécifique mais sa sensibilité dépend fortement des
prélevements.

Le diagnostic par IHC met en évidence les dépots de PrPSc sur des préparations tissulaires ce qui
permet un diagnostic spécifique et plus précoce que l'histopathologie. L'THC peut également étre
utilisée sur des prélevements partiellement lysés (Miller, Jenny et al., 1993 ; Chaplin, Barlow et al.,,

2002). Cependant, I'THC est une technique lourde a mettre en place, nécessitant un important
niveau d’expertise technique, qui est réservée a la confirmation des cas difficiles et a la recherche.

La conservation de I'intégrité des tissus permet d’établir le profil 1ésionnel utile a la caractérisation
des souches (Bruce, Mc Bride et al., 1989). Pour établir correctement le profil lésionnel, il convient
de disposer de coupes du SNC en plusieurs emplacements standardisés et ce qui implique que la
zone prélevée soit importante, ce qui n’est pas le cas dans les conditions de surveillance active.

Tous les anticorps utilisables en IHC pour le diagnostic de la tremblante classique sont également
utilisables pour la tremblante atypique (Gretzschel, Buschmann et al., 2006).

1.5.3. Western blot

La technique de Western Blot est une des méthodes de référence pour I'Office International des
Epizooties (OIE), sa spécificité est excellente mais sa sensibilité varie en fonction des prélévements
(OIE, 2004). L’échantillon est broyé, soumis a un traitement détergent pour purifier la PrP% puis
centrifugé pour concentrer la PrP%, et soumis a une digestion par la PK pour ne laisser que le
mélange de protéines constituant la PrP-res. Ces différents constituants sont séparés sur gel par
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électrophorese et révélés au moyen d’anticorps spécifiques (Rubenstein, Merz et al., 1987 ; Race,
Ernst et al., 1992).

En raison de la plus grande sensibilité a la PK de la PrP%c associée a la tremblante atypique, le
Western Blot, dans les conditions recommandées par 'OIE, ne permet pas le diagnostic de la
tremblante atypique. En effet, la PrP% est entiérement dégradée et le résultat d’analyse est négatif
(Benestad, Sarradin et al., 2003 ; Buschmann, Biacabe et al., 2004; Buschmann, Liithken et al,,
2004 ; European Food Safety Autority, 2005a). Pour le diagnostic de la tremblante atypique par
Western Blot il convient donc d’utiliser un protocole modifié avec un traitement a la PK modéré
(European Food Safety Autority, 2005b).

Lors du diagnostic d’EST par Western-Blot, le profil de migration de la PrP-res permet la
différenciation de certaines souches d’EST, en particulier selon : i) le poids moléculaire de sa forme
non-glycosylée, ii) la répartition entre ses différents glycoformes et iii) I'immunoréactivité
différentielle obtenue avec différents anticorps monoclonaux dirigés contre des épitopes
séquentiels distincts.

D'apres ce principe, I'étude du profil de la PrP-res permet la distinction entre I'ESB transmise
expérimentalement et la tremblante classique, dont Ilisolat CH1641 qui présente des
caractéristiques proches de I’ESB (Baron, Madec et al., 2000 ; Stack, Chaplin et al., 2002 ; Baron,
Crozet et al., 2004 ; Baron, Biacabe et al., 2007), ces trois souches présentant des profils a trois
bandes (27, 24 et 19 kd). Pour la tremblante atypique, on observe un profil caractéristique a 5
bandes avec la présence de bandes a 31, 27, 21, 17 et 11 kDa (Figure 6) (Benestad, Sarradin et al.,
2003 ; Buschmann, Biacabe et al., 2004; Buschmann, Liithken et al., 2004 ; European Food Safety
Autority, 2005c ; Arsac, Andréoletti et al., 2007).

kDa kDa
1 2
58.1 - - i
— Signal 58.1 Signal
30.8 - — 39.8 -
. <e—Band| : 30,9 (+/-0,6)kDa
no-w— | ~ <&-Band |l : 27,1 (+/-0,8) kDa 29.0 & 27,2 (+1-0.7) kDa
- <@——Band Il : 21,4 (+/- 0,5) kDa —— 231 (+*/-0.5)kDa
20.1 -- : 20.1 -
~———Band IV : 17,6 (+/- 0,5) kDa 19,0 (+/-04) kDa
14.3 - . 14.3 --
<————BandV : 11,4 (+/-0,9) kDa
6.5 6.5

Figure 6 : Profil électrophorétique de PrP5 résolu par WesterBlot (Arsac, Andréoletti et al., 2007)
Bande 1: poids moléculaires de références en kd, 2: Tremblante atypique, 3 : Tremblante classique, Signal : densité

optique des différentes bandes, proportionnel a leur abondance respective

Toutefois, cette méthode ne permet pas toujours de différencier certaines souches de tremblante
classique de ’ESB (Baron, Crozet et al., 2004 ; Baron, Biacabe et al., 2007). Dans ce cas, des
inoculations sur souris transgéniques sont utilisées pour différencier les souches, en se basant sur
les différences de périodes d’incubation, de profil 1ésionnels et les caractéristiques biochimiques de
la PrP%. L’inoculation est la méthode la plus sensible mais le temps d’incubation est long, entre
170 et 700 jours et 408 jours en moyenne pour I’ESB chez les souris RIII (revue par Gavier-Widen,
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Stack et al., 2005), entre 200 et 300 jours chez la souris transgénique ovinisée (souche tg338) (Le
Dur, Béringue et al., 2005 ; Simmons, Konold et al., 2007).

1.5.4. Tests rapides

Les méthodes d’ THC ou de Western Blot ne sont pas utilisables en routine car trop lourdes a mettre
en ceuvre. En se basant sur la mise en évidence de la PrPS, des tests rapides, utilisables en routine,
ont été développés a I'échelle commerciale pour le dépistage de 'ESB chez les bovins (Moynagh
and Schimmel, 1999; Deslys and Grassi, 2005 ).

Les tests rapides utilisés actuellement reposent sur différents principes :

- IEnzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA) direct ou indirect associé a une digestion
par la PK pour les tests suivants : Enfer TSE Test, version 1.0 et version 2.0 Technology
Ltd ; les tests BioRad TeSeE également appelé Platelia BioRad et le test BioRad TeSeE
sheep/goat, développés par le Commissariat a I'énergie atomique (CEA) et commercialisés
par la société BioRad ; le test Prionics Check LIA SR (small ruminants) ;

- un test immunologique ELISA sans digestion par la PK pour le test Idexx HerdCheck BSE-
Scrapie Test commercialisé par la société Idexx ;

- le Western Blot automatisé pour les tests Prionics Check Western et Prionics Check
Western SR commercialisés par la société Prionics ;

- un immunodosage automatisé dépendant de la conformation, qui compare la réactivité
d'un anticorps de détection aux formes de PrP% sensibles et résistantes a la protéase et a la
PrPC¢ pour le test InPro CDI-5 commercialisé par Beckman Coulter.

Ces tests sont assez peu sensibles a la lyse des prélevements a analyser (Grassi, Créminion et al.,
2000; Grassi, Comoy et al., 2001), de plus ils sont faciles a mettre en ceuvre et leur cofit est réduit.
La sensibilité et la spécificité de ces différents tests rapides ont été initialement évaluées pour
I’analyse de prélevements d’obex puisque c’est le tissu qui permet le diagnostic le plus précoce de
I’ESB chez les bovins. Lorsque les programmes de surveillance ont été élargis aux petits ruminants,
les validations de ces tests pour les ovins et les caprins n’étaient pas disponibles et les tests validés
pour les bovins ont donc été utilisés sur échantillon d’obex pour le dépistage des EST ovines
(Scientific Steering Committee, 2002 ; European Food Safety Autority, 2005a). Les tests sont
extréments spécifiques et leur sensibilité pour la tremblante classique et 'ESB est généralement
trés bonne (Tableau 3). Toutefois, du fait des particularités de la PrP5 associée a la tremblante
atypique, la capacité de ces tests a détecter la tremblante atypique est inégale.

En 2005, PAESA a publié deux rapports d’évaluation pour respectivement neuf et trois tests
rapides pour le dépistage des EST ovines a partir de différents essais indépendants (European Food
Safety Autority, 2005b; European Food Safety Autority, 2005c). Ces rapports d’évaluation ont
porté sur la détection de trois cas tremblante atypique (Nor98) a partir de préléevements de cerveau

\

ou de cervelets, la détection de trois cas d’ESB expérimentale a partir d’échantillons de tronc

cérébraux et la détection de cas cliniques de tremblante classique a partir de plusieurs
prélevements de tronc cérébral, de nceuds lymphatiques mésentériques et de rate (Tableau 3).

A partir de ces résultats, 'AESA a validé tous les tests sauf le Fujirebio FRELISA pour la détection

de la tremblante classique et de I'ESB a partir du tronc cérébral, en notant toutefois une meilleure
sensibilité des tests BioRad. Concernant la tremblante atypique, 'AESA a considéré que tous les
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tests sauf Prionics Check LIA SR et Fujirebio FRELISA pouvaient détecter cette souche mais que
seul les tests BioRad et Idexx pouvaient étre recommandés pour la détection de la tremblante
atypique a partir d’échantillons de tronc cérébral (European Food Safety Autority, 2005a;
European Food Safety Autority, 2005b).

Ces évaluations sont quelque peu sommaires, par exemple, méme si des animaux de différents age
et génotypes ont été intégrés au panel de cas de tremblante classique, I'effet du génotype et de I'age
de I'animal prélevé n’ont pas été étudiés en tant que tels. Une étude en Grande Bretagne a
d’ailleurs suspecté une moins bonne sensibilité des tests BioRad sur les échantillons de tremblante
classique provenant d’animaux de génotype VRQ/VRQ (Tongue, Wilesmith et al., 2008) mais cela
n’a pas été confirmé par ailleurs. Pour la tremblante atypique, les incertitudes sont encore plus
grandes. On ne dispose donc pas de valeurs chiffrées de sensibilité et de spécificité pour les
différentes méthodes diagnostiques vis-a-vis de la tremblante atypique et les différences entre tests
peuvent engendrer des biais. Par ailleurs, on ne sait pas non plus dans quelle mesure la lyse des
prélevements influence la sensibilité des tests. En pratique, les prélévements sont ciblés sur la
région de l'obex. La lyse partielle des tissus nerveux peut alors s’accompagner d’effets
contradictoires : soit la diminution de la sensibilité, liée a des modifications de la PrP%, qui
peuvent étre attendues dans la mesure ol la PrPS associée a la tremblante atypique est moins
résistante, soit une amélioration de la sensibilité via une moins bonne spécificité histologique du
prélevement et I'inclusion d’une partie du cervelet ou la PrPS semble plus abondante.

Des essais de tests rapides permettant la différenciation entre différentes souches d’EST sont en
cours mais n’ont pas encore d’application courante (Grassi, Maillet et al., 2008). A ce stade, les
résultats obtenus par les tests rapides doivent encore étre confirmés et éventuellement typés par
une méthode de référence : Western Blot , IHC ou histopathologie, mise en évidence des SAF par
microscopie électronique ou inoculation a la souris (OIE, 2004).
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Tableau 3 : Rapport d'évaluation des tests rapides (d’aprés European Food Safety Autority, 2005b; European Food Safety Autority, 2005c))

N: nombre de cas testés, entre parenthese dans les colonnes spécificité et sensibilité : intervalle de confiance a 95%, entre parentheése dans les colonnes

tremblante atypique et ESB : nombre de cas correspondant

Tremblante classique Treml?lante ESB
atypique
Tronc cérébral Nceuds lymphatiques Rate Cerveau Tronc cérébral
n= 242 n= 232 n =229 n=3 n=3
Test rapide spécificité sensibilité | spécificité sensibilité spécificité sensibilité S.e uq de dete.ctlon S.e 111% de dete.cuon
(dilution maximum) | (dilution maximum)
1:10 (1)
. 100 99,6 100 78,9 100 85,1 1:50 (1) )
BioRad TeSek (99,7-100)  (98,1-100) | (99.7-100)  (71,9-846) | (99.7-100) (79,0 - 89,7) 1:500 (2) 1?3 8;
BioRad TeSeE 99,8 100 100 94,2 100 92,9 1:50 (1) 1:100 (3)
sheep/goat (99,4-100) (98,8-100) | (99,7-100) (91,3-97,6) (99,7-100) (90,1 - 96,3) 1;500 (2) ’
100 100 _ 1:1 Q)
Enfer TSE Test v 2.0 (99,7-100) (98,8 - 100) ND ND ND ND 1:1 (3) 15 (1)
Institut Pourquier 99,9 100 97,8 93,8 ND ND 1:1 (1) 1:25 (2)
Scrapie Test (99,5-100) (98,8-100) | (96,3-98,4) (88,9 -96,2) 1:5 (2) 1:50 (1)
Prionics Check LIA 100 100 , i 1:5(2)
Small Ruminant | (99,8-100) (988-100) | - ND ND ND Non détecté 1:10 (1)
Prionics Check WB 100 100 100 83,1
Small Ruminant (99,8-100) (99,8 -100) | (99,7 -100) (76,8 - 88,0) ND ND L10) 1:503)
o 100 97,6 L 1:10 (2)
Fujirebio FRELISA (99.7-100) (952 - 100) ND ND ND ND Non détecté 1550 (1)
1:1 (1)
100 100 99,2 94,2 99,5 94,2 ] ]
ldexx HerdChek | 997 100) (98,8~ 100) | (984-997) (90,1-969) | (988-998)  (90,1-969) ﬁgg 8; 1500 2)
99,9 100 1:1 (1) 1:25 (1)
tnPro CDI5 (99,5-100) (98,8 - 100) b D ND D 125 (2) 1:50 (1)
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1.6. Surveillance des EST chez les ovins

1.6.1. La population ovine

La population sur laquelle a porté nos études est constituée des ovins adultes de France et, dans
une moindre mesure d’Europe.

Effectifs

La population ovine européenne (Union Européenne plus Islande, Norvege et Suisse) était estimée
en 2005 a environ 110 millions d’animaux répartis de fagon tres hétérogene entre les pays (Figure
7) mais également dans les pays. Depuis plusieurs années, cette population est en baisse en raison
des contraintes économiques, structurales, réglementaires et sanitaires qui pesent sur la filiére : le
colt de l'alimentation des animaux, le différentiel élevé entre le prix payé au producteur et le prix
de la viande a la consommation, la dévalorisation économique de la laine et du cuir, le manque de
subventions en comparaison a d’autres secteurs, les épizooties de fievre aphteuse et de fievre
catarrhale ovine ou encore la sécheresse de 2003 (Bailly and Fortassin, 2008).

Population gvine
(en 100 000 de tétes)

B 100-354
B 50-100
O 25- 50
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O Pas dinformation
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1955 P
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Figure 7 : Population ovine européenne en 2005 (source : Eurostat, 2009)

La population ovine francaise connait les méme contraintes et entre 1996 et 2006 le cheptel a
reculé de 16% (Bailly and Fortassin, 2008). D’apres les données Agreste, elle était estimée en 2005
a 8 800 000 d’animaux répartis dans pres de 73 000 élevages (Figure 8)(Agreste - Ministere de
I'Agriculture et de la Péche, 2006). Les données sur la population ovine sont cependant peu fiables.
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En fonction des départements et des communes, les indicateurs statistiques peuvent porter sur des
catégories d’animaux différentes comme les brebis reproductrices, le nombre total d’ovins, de
méme en fonction des zones les détenteurs de petits cheptels ne sont pas comptabilisés de la méme
fagon. Le recensement des exploitations par le ministére de I’ Agriculture est incomplet. A partir de
2005, dans le cadre de la réforme de I'identification des petits ruminants, la DGAI a mis en place
un recensement obligatoire et annuel des élevages ovins et caprins. Malgré le caractére obligatoire
de ce recensement, de nombreux élevages n’y ont pas répondu. Le taux de réponse a augmenté
d’environ 30% entre 2005 et 2007. Le taux de non réponse est probablement plus fort dans
certaines régions (Corse et Provence-Alpes-Cote-D’azur (PACA)).

FPopulation ovine Forportion de brebis laitiére
500 000- 1 110 000 51 >10%

50000- 500000 o

50000- 100000 W Total

10 000 - 50 000 [ Brebis lsitizres
0- 10000

|
=
O
[
O]

Figure 8 : Population ovine francaise en 2005 d’aprés Agreste (Agreste - Ministére de 1'Agriculture
et de la Péche, 2006)

Mode de production

Les systémes de production ovins en Europe sont trés variés et principalement orientés vers la
production bouchere. En France, la production ovine est consacrée a deux types de production : la
viande et les produits laitiers. Le cheptel laitier représente 15% de la population ovine et 7,5% des
cheptels, il s’agit d'une production hautement spécialisée. Les brebis laitieres correspondent a des
régions et des races bien déterminées : Manech a téte rousse, Manech a téte noire et Basco-
béarnaise dans les Pyrénées-Atlantiques, Lacaune dans le bassin de Roquefort et race Corse en
Corse. Ces trois zones regroupent 95% de la production laitiere ovine, il existe également une
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production laitiére en marge de la région de Roquefort, dans la région PACA et en développement
en Auvergne, en Bourgogne et en Bretagne (Anonyme, 2005a).

En France continentale, les élevages laitiers sont en général d’'un niveau technique supérieur a
celui des élevages allaitants (Anonyme, 2005a). Dans le bassin de Roquefort, la production est plus
intensive, ce qui se traduit par des troupeaux d’assez grande taille, plus de 300 brebis laitieres en
moyenne, des apports conséquents de concentrés, une utilisation réguliere de l'insémination
artificielle (IA) (65% du nombre total d'TA en France en 2004). Certains élevages associent une
activité d’engraissement ou un troupeau allaitant. Dans les Pyrénées-Atlantiques, les élevages sont
plus diversifiés, allant d’élevages treés traditionnels et transhumants a des installations tres
modernes comme dans le bassin de Roquefort (Anonyme, 2005a). En Corse, la production est tres
traditionnelle et les élevages de petite taille, moins de 125 brebis en moyenne.

Les élevages allaitants frangais sont extrémement diversifiés (Anonyme, 2006) selon les races et les
systemes de production. Environ 70% de la population est constituée de différents mélanges
raciaux. On recense plus de 25 races mais les 10 races les plus fréquentes représentent 95% des
effectifs en race pure: Blanc du massif central (16%), Lacaune (14%), Texel (13%), Mouton
charolais (12%), Ile de France (10%), Suffolk (7%), Tarasconnaise (7%), Rouge de 'Ouest (5%),
Causses du Lot (5%), Moutons vendéens (5%), INRA401 (2%), Berrichon du Cher (2%), Noir du
Velay (1%), Grivette (1%) (Babo, 2000). Toutes les régions d’élevage sont concernées par la
production ovine et particuliérement les zones de paturages pauvres ou humides, mieux valorisées
par les ovins que par les bovins, notamment dans le Nord Est et le Nord Ouest. Certaines régions
ont une production particuliérement importante comme le bassin du Poitou, la région PACA, le
Limousin, ’Auvergne, la Bourgogne et le Midi Pyrénées. Dans la région Poitou, les élevages sont
tres intensifs avec une technicité importante et des ateliers d’engraissement hors sol. A I'inverse,
dans les régions PACA et Midi Pyrénées, la production ovine est trés extensive avec de grandes
transhumances et des cheptels de plus de mille brebis. Les régions du centre de la France ont des
systémes de production intermédiaires souvent en poly-élevage-poly-culture et parfois de petites
transhumances sont réalisées.

Paramétres démographiques

Contrairement a la situation chez les bovins, les parametres démographiques chez les ovins sont
assez mal connus. Des réformes réglementaires sont actuellement en cours au niveau européen
pour remédier a cette situation. Les principales modifications sont une réforme de I'identification,
devenue pérenne pour les animaux nés a partir de juillet 2005, et la mise en ceuvre d’'une base
nationale d’identification prévue a ’horizon 2011 qui permettra une bonne tracabilité des animaux
et la connaissance précise de 'age, du sexe, du type de production et de la race. La grande majorité
des animaux inclus dans nos études sont nés avant la réforme de l'identification et ont pu
connaitre des défauts d’identification.

Le sexe ratio en élevage ovin est d’environ un male pour 30 a 40 femelles, mais ce ratio peut étre
inférieur en élevage laitier compte tenu de l'utilisation massive d’IA. Dans tous les cas, la
population ovine adulte est essentiellement féminine.

Pour T'ensemble des productions ovines, les causes de mortalité sont assez peu précisément

connues, les complications a la mise-bas représentent la premiére cause (environ 30%). Les
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courbes de survie des animaux en fonction des systemes de production ne sont connues que pour
certains troupeaux en suivi de production dont la représentativité est incertaine. De plus méme ces
données ne sont pas facilement disponibles. La période de réforme dépend du calendrier de
reproduction et de prime et correspond souvent au début de I'été. En général, 10% des brebis sont
éliminées la premiere année, 40 a 50% l'année suivante puis les animaux satisfaisants sont
conservés pour une durée variable en fonction du mode de production.

En systéme allaitant, I'age a la réforme se situe généralement entre six et huit ans (Lasseur and
Landais, 1992) (Figure 9). Le taux de renouvellement annuel varie de 17 a 20%, le taux de
mortalité des adultes est estimé en moyenne a 3% (Anonyme, 2005b) mais il peut varier fortement
en fonction des élevages.
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Figure 9 : Distribution de 1'4ge a la derniére mise bas dans un troupeau allaitant en région PACA
de 1977 a 1989 (Lasseur and Landais, 1992)

En systeme laitier, les brebis sont conservées moins longtemps, environ quatre a six ans mais les
animaux ayant « fait leur preuve » peuvent étre conservés au-dela de 10 ans.

Le taux de renouvellement est d’environ 26% dans le bassin de Roquefort et de 20% dans les
Pyrénées-Atlantiques (Anonyme, 2005a). Le taux de mortalité des adultes est estimé en moyenne a
3%, mais la encore, les variations sont vraisemblablement importantes (Anonyme, 2005b).

1.6.2. Surveillance clinique

La surveillance clinique ou surveillance passive peut prendre différentes formes. Jusqu'aux années
1990, la plupart des pays n’avaient pas de systéme organisé de collecte de données sur la
tremblante. Toutefois, des études ponctuelles ou la notification réguliere des cas a permis de
documenter la présence de la maladie sur une base essentiellement clinique.

Cette activité clinique a permis d’établir la présence de la tremblante classique en Europe depuis le
XVIIIeme siecle (Schneider, Fangerau et al., 2008) et sa diffusion, sans doute a partir du Royaume-
Uni (Parry, 1962), dans la plupart des pays d’élevage de petits ruminants ou elle est actuellement
établie hormis en Nouvelle-Zélande et en Australie qui semblent 'avoir éradiquée (revue par
Klingsporn, Hourrigan et al., 1969; Detwiler and Baylis, 2003 ) (Figure 10). Dans de nombreux
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pays, les systémes de surveillance de la tremblante sont inexistants ou insuffisants et rien ne peut
étre déduit de 'apparente absence de cas.

S ———————e ey ey - T—

I(llllﬂ "

AUSTRALIA
THE REPUBLIC OF

]

SOUTH AFRICA ' =1
NEW ZEALAND 47
B Countries whare scrapie has accurred withaut eradication measures B Courtries where scropie bos occurred ond hos been erodicated.
Countries where scrapie hos eccurred ond eradicolion measares [ JCountries where scropie hes nal been afficialiy reported.
hove been opplied
Fig. 1—Scrapie distribution throughout the world.

Figure 10: Distribution mondiale de la tremblante (classique) en 1969 (Klingsporn, Hourrigan et
al., 1969)

En noir : pays ot la tremblante a été reportée et ou il n’y a pas de mesures d’éradication, en hachuré : pays la tremblante
a été reportée et ou il y a des mesures d’éradication, en treillis : pays o la tremblante a été reportée et a été éradiquée,

en blanc : pays ot la tremblante n’a pas été officiellement reportée

A partir des années 1990, la surveillance clinique a été organisée dans un nombre croissant de pays
en réseaux d’épidémiosurveillance bien formalisés, souvent basés sur l'obligation réglementaire
pour l'éleveur de notifier les suspicions a une autorité sanitaire. L’identification de différents
acteurs du réseaux et le niveau d’information dont ils devaient disposer a permis de rendre assez
efficace certains de ces programmes. Cependant, de nombreux biais peuvent contribuer a une sous
estimation de la tremblante par la surveillance clinique :
- lalongue durée d’incubation pouvant se traduire par I'existence de cas dont la clinique est
fruste ou tardive, notamment pour la tremblante atypique ;
- la méconnaissance des signes cliniques par I'éleveur (Morgan, Nicholas et al., 1990; Clark
and Moar, 1992; Ducrot, Dorr et al., 1999; D'Angelo, Maurella et al., 2007; Kuncheva, del
Rio Vilas et al., 2007) ;
- le nombre limité de cas par élevage en fonction de la structure génétique du troupeau, de
I'ancienneté de la maladie et de la souche de tremblante ;
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- le fait que la tremblante puisse avoir une connotation de maladie ‘honteuse’ d’ou la crainte
du regard du voisinage si la suspicion venait a étre connue (Schneider, Fangerau et al.,
2008) ;

- la crainte de mesures de police sanitaire entrainant la perte d’animaux plus ou moins bien
compensée et des entraves commerciales (Hoinville, Hoek et al., 2000; Del Rio Vilas,
Guitian et al., 2006).

En France, l'intérét épidémiologique pour la tremblante semble avoir été assez limité avant
Pavénement de I'ESB. Une étude basée sur la surveillance clinique de la tremblante a tenté de
recenser les cas survenus en France continentale entre 1968 et 1979 (Chatelain, Cathala et al.,
1981). Compte tenu des nombreux biais possibles de cette étude, peu de crédit peut étre attaché
aux estimations de prévalence mais cette enquéte a tout de méme le mérite d’établir une carte de
distribution a minima des cas de tremblante clinique avant la mise en place de réseau formels de
surveillance (Figure 11). La tremblante (classique) semblait alors trés présente dans le sud de la
France et particuliéerement dans I'important bassin de production de ’Aveyron mais des foyers
étaient également recensés dans le Nord-Ouest et I'Est.

Figure 11 : Distribution de cas de tremblante clinique rapportés en France entre 1968 et 1979
(Chatelain, Cathala et al., 1981)
Carrés blancs : cas confirmés par histopathologie (n=10) ; carrés noirs : diagnostic clinique, troupeau ovin (n=141);

cercles noirs : diagnostic clinique, troupeau caprin (n=4)

A partir de 1991, un réseau volontaire de surveillance clinique, Action Tremblante Grand Sud, a
fonctionné a I'échelle interrégionale jusqu’en 1996 (Russo, Ducrot et al., 1996). Ce réseau a permis
de mettre en évidence 94 cas de tremblante répartis dans 82 élevages, principalement dans les
Pyrénées-Atlantiques et 54% des suspicions avaient été confirmées.
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En 1996, la tremblante des ovins et des caprins a été ajoutée a la liste des MRC (décret 96-528 du
14 juin 1996) en France (Décret, du 14 juin 1996). Un réseau de surveillance clinique national a été
défini ’'année suivante, mobilisant les éleveurs, les vétérinaires, les laboratoires et les services
vétérinaires selon un schéma similaire a celui déja mis en place pour les bovins et 'ESB (Calavas,
Philippe et al., 1999). Le taux de confirmation des suspicions était de 80%, ce qui est supérieur au
réseau Grand Sud, sans doute grice aux efforts de formation et d’animation du réseau. Cependant,
cette grande spécificité indique probablement un défaut de sensibilité du réseau. En cinq ans, ce
réseau a permis de mettre en évidence la tremblante dans 339 élevages, dont 282 élevages ovins,
pour moitié situés dans les Pyrénées-Atlantiques (Figure 12)(Ducrot and Calavas, 2002).
L’hétérogénéité géographique de la distribution des cas était assez marquée mais peu interprétable
du fait de la nature passive de la remontée d’information et de la rareté de la maladie (Calavas,
Philippe et al., 1999). Faute de méthode appropriée, il n’y avait pas de distinction entre les
différentes souches d’EST et tout cas confirmé était, de fait, assimilé a un cas de tremblante

classique.

TREMBLANTE = 282 élevages

\ -‘ fl-"\l)"::; ‘_: ‘ y
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Figure 12 : Distribution de la tremblante (classique) en France entre 1997 et 2001 (Ducrot and
Calavas, 2002)
Les départements sont grisés en fonction du nombre de cheptels ovins recensés, du plus clair au plus foncé : moins de

250 élevages ; de 250 a 500 élevages ; de 500 a 1000 élevages ; de 1000 a 2000 élevages ; plus de 2000 élevages

Une étude menée par voie postale au Royaume-Uni en 1998 a montré que seulement 13% des
éleveurs rapportaient les suspicions cliniques de tremblante malgré I'obligation réglementaire
(Hoinville, Hoek et al., 2000) et qu'environ 2,7% (Intervalle de confiance a 95% (IC95%) = 2,3 —
3,2) des élevages avaient été concernés par un cas de tremblante au cours de 'année écoulée alors

60



Chapitre 1

que pendant la méme période, une enquéte en abattoir estimait la prévalence a 10/2798 = 0,4%
(IC95% = 0.2% — 0.7%), toutes catégories d’age confondues (Simmons, Ryder et al., 2000).

Quelque cas de tremblante atypique ont été diagnostiqués en France sur la base de suspicion
clinique (n=4) et a 'étranger des cas cliniques ont été rapportés en Norvege (Benestad, Sarradin et
al., 2003), en Irlande (Onnasch, Gunn et al., 2004), aux Iles Falkland (Epstein, Pointing et al.,
2005) et au Royaume-Uni (Konold, Davis et al., 2007), y compris un cas diagnostiqué de facon
rétrospective au Royaume-Uni et datant de 1989 (Bruce, Nonno et al., 2007). Toutefois, du fait de
I'age des cas, voisin de I'espérance de vie des animaux, et de la discrétion des signes cliniques, ce
type de surveillance est peu adapté a la tremblante atypique. Ainsi entre 2002 et 2007 la
tremblante atypique représentait environ 5% des cas cliniques confirmés par la surveillance
clinique alors qu’elle représentait 41% des cas diagnostiqués par la surveillance active.

1.6.3. Surveillance active

A la suite de la mise en place de la surveillance active des bovins en 2001, la Commission
européenne décida un programme européen de surveillance active des EST des petits ruminants
(réglement CE/999/2001 du 22 mai 2001 modifié) (European Commission, 2001). Le programme a
commencé en avril 2002 et s’est progressivement substitué a la surveillance clinique. Ce
programme avait comme objectif principal de fournir une estimation moins biaisée de la
prévalence des EST chez les petits ruminants et de détecter, le cas échéant, la présence d’ESB
(Scientific Steering Committee, 2001; Scientific Steering Committee, 2002 ).

Ce programme de surveillance pluriannuelle, pour la période allant d’avril 2002 a décembre 2007,
constitue la source de données de plusieurs études effectuées dans le cadre de cette these. Le
programme est décrit plus en détail dans le chapitre suivant, ici figure uniquement son schéma
global de fonctionnement (Figure 13).

Le programme est basé sur des enquétes statistiques visant a échantillonner de fagon aléatoire
différentes sous-populations ovines et caprines a I'abattoir et a I’équarrissage. La population testée
est constituée des animaux, males ou femelles, de plus de 18 mois. L’4ge est évalué via la dentition :
les animaux de plus de 18 mois présentent au moins 2 incisives définitives (ID). Le plan
d’échantillonnage a I’équarrissage concerne les animaux morts en ferme, euthanasiés ou morts en
cours de transport. Ce plan vise une population a risque d’EST et constituait la cible premiere du
programme de surveillance. En raison des biais possible liés a 'absence de collecte des cadavres
dans certaines zones ou a la dissimulation éventuelle de cadavres suspects, une surveillance a
I'abattoir a également été mise en place. Le plan d’échantillonnage a l'abattoir concernait les
animaux de réformes abattus pour la consommation humaine. Compte tenu de la présence d’'une
inspection ante mortem, les animaux présentant des signes cliniques de tremblante étaient
théoriquement dépistés dans le cadre de la surveillance clinique toujours en vigueur. Cependant,
dans certains abattoirs les animaux suspects, surtout les animaux maigres, ont pu étre testés de
fagon privilégiée mais dans le plan de surveillance abattoir.
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Abattoirs et Equarrissages
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Figure 13 : Organisation de la surveillance active des EST (issu de Fediaevsky, Bélichon et al.,
2007)

Chaque année, un quota de tests a 'abattoir et a 'équarrissage a été fixé par la DGAI au niveau
national, sur les bases des minimums requis par la réglementation européenne
(European Commission, 2001) et décliné sous forme d’objectifs pour chaque département. Au
niveau départemental, les directions départementales des services vétérinaires (DDSV) ont été
chargées de la mise en ceuvre du programme. Ils étaient également responsables de la consigne et
de la libération des carcasses des animaux testés a I'abattoir, les carcasses des animaux positifs
devant étre détruites et celles des animaux douteux ou non analysables ayant été consommeées
jusqu’en 2004 et détruites ensuite. Les animaux devaient étre sélectionnés aléatoirement sur le site
de prélévement (abattoir ou équarrissage) et faire I'objet d'un prélévement de tronc cérébral ciblé
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sur 'obex, a I'aide d’'une cuillére congue a cet effet, a partir du trou occipital. Le prélevement,
accompagné d'une fiche d’information, devait étre acheminé vers un laboratoire départemental
d’analyse (LDA) pour étre testé au moyen d’un des kits de diagnostic rapide validés par 'autorité
européenne. De 2002 a 2005, les tests rapides utilisés étaient les tests validés pour les
bovins (Scientific Steering Committee, 2002): BioRad TeSeE, Enfer Test, InPro CDI-5, Prionics
Check Lia and Prionics Check Western (European Commission, 2001). Ces tests avaient été validés
pour un prélevement de tronc cérébral centré sur 'obex chez les bovins pour lesquels ce tissu
permet le diagnostic le plus précoce, raison pour laquelle il fut recommandé d’utiliser le méme
prélevement pour les petits ruminants (Scientific Steering Committee, 2002). En 2005, ’AESA
publia deux rapports d’évaluation de tests rapides pour les petits ruminants qui validerent
l'utilisation des tests suivants : BioRad TeSeE, BioRad TeSeE sheep/goat, Enfer TSE Test v 2.0,
Institut Pourquier Scrapie Test, Prionics Check LIA Small Ruminant, Prionics Check WB Small
Ruminant, Idexx HerdCheck et InPro CDI-5 (European Food Safety Autority, 2005b; European
Food Safety Autority, 2005c). Parmi ceux-ci, seuls les tests BioRad TeSeE, BioRad TeSeE
sheep/goat et Idexx HerdCheck étaient recommandés pour détecter la tremblante atypique a partir
du tronc cérébral. La Commission européenne imposa en 2005 le prélévement d'un fragment de
cervelet en plus du tronc cérébral pour la détection des cas de tremblante atypique mais n’imposa
pas son analyse (European Commission, 2006b). En France, I'inclusion du cervelet n’a en pratique
pas été suivie.

Quoi qu’il en soit, en cas de résultat non négatif, '’échantillon testé devait étre transmis au
laboratoire national de référence (LNR) de ’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
(AFSSA) a Lyon et I'élevage dorigine placé sous surveillance (voir p. 64). A 'AFSSA Lyon
I’échantillon était réanalysé au moyen de méthodes de confirmation incluant un test rapide et un
Western Blot permettant de distinguer les isolats de tremblante atypique des autres EST. Si
I'échantillon s’avérait positif pour une autre EST que la tremblante atypique, une discrimination
biochimique entre tremblante classique et ESB était mise en ceuvre. Si a l'issue de celle-ci 'ESB ne
pouvait étre exclue, I'isolat était envoyé au laboratoire communautaire de référence, le Veterinary
Laboratory Agency (VLA) au Royaume-Uni, qui organisait une expertise collective et, au besoin,
des inoculations a la souris (bio-essais). Les commémoratifs accompagnants les prélévements
incluaient l'identification de ’animal, 1’'espece, la race, la dentition, le sexe, le plan de surveillance,
la date, le lieu et I'état du prélevement, la date d’analyse, le test utilisé, le laboratoire d’analyse et le
résultat. Ces informations ont été transmises par le laboratoire d’analyse a la base de données
nationale des EST (BNEST).

En complément au dépistage des EST, une proportion limitée (0,1% a 3% en fonction des années)
des ovins prélevés a fait I'objet d'un génotypage du gene PrP codant pour la protéine prion afin de
surveiller I'évolution de la structure génétique de la population ovine. Les analyses, effectuées a
partir d’échantillon d’oreille ou de muscle, portaient sur les codons 136, 154 et 171. La méthode
(sondes Tagman) mise en ceuvre par le laboratoire national de référence pour le génotypage,
Labogena a Jouy en Josas, ne permettait pas de faire la distinction entre les phénotypes H et Q en
position 171.
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1.7, Lutte contre la tremblante ovine

La lutte contre la tremblante ovine s’est faite sans discrimination du type de tremblante. Les
références historiques préconisaient au XIXeme siecle d’abattre l'intégralité du troupeau ou de
changer de bélier, ce qui constitue les prémices d’'une lutte génétique (Schneider, Fangerau et al.,
2008). 11 a également été montré que le protocole mis en place pour la lutte contre le Maedi-Visna
était efficace contre la tremblante (Calavas, Lepetitcolin et al., 1999). Cela sans doute grice a la
séparation des agneaux a la naissance permettant de réduire I'exposition au placenta ou a du lait
infectieux. Les pouvoirs publics de la plupart des états occidentalisés n’ont mis en place une lutte
rationnelle contre la tremblante ovine que suite a la crise de 'ESB. Il convient toutefois de
mentionner quelques exceptions notables : I'Islande qui a mis en place un programme drastique de
lutte contre la tremblante dans les années 1950 basé sur des mesures tres rigoureuses de
dépopulation totale de certaines zones par les ovins (Palsson, 1979; Sigurdarson, 1991) et
I’Australie et la Nouvelle-Zélande qui parvinrent a éradiquer la maladie dans les années 1960. Les
Etats—Unis tentérent également un programme d’éradication mais sans succes (Klingsporn,
Hourrigan et al., 1969 ; Lynn, Grannis et al., 2007).

Actuellement, la lutte contre la tremblante repose sur deux grands volets : un volet sanitaire visant
a éradiquer les foyers et un volet préventif visant a sécuriser les élevages y compris par voie de
résistance génétique.

1.7.1. Police sanitaire

Sur le plan européen, le cadre législatif est précis et particuliérement contraignant puisqu’il s’agit
d'un des rares réglements adoptés par la Commission en matiere de contréle d'une maladie
animale (European Commission, 2001), la seule exception étant a ce jour la fievre catarrhale ovine
(les autres mesures sont des directives ce qui reglementairement parlant est moins contraignant).
Sur le plan national, les mesures initialement prévues par le législateur (Arrété, du 28 mars 1997)
ont été remplacées par une réglementation conforme avec le niveau européen en 2003 (Arrété, du
27 janvier 2003).

Jusqu’en juillet 2007, aucune mesure spécifique n’était prévue pour les cas de tremblante atypique.

Détection des foyers

Le point de départ de toute police sanitaire est I'identification des foyers d’infection.

En tant que MRC, toute suspicion de tremblante doit faire 'objet d'une déclaration suivie de
l'euthanasie de I'animal suspect en vue de la réalisation d’'un prélevement et d’'un diagnostic de
confirmation au laboratoire (Décret, du 14 juin 1996 ; Arrété, du 27 janvier 2003; Arrété, du 28
mars 1997 ). Le systeme de surveillance par notification obligatoire est trés influencé par les
possibles incitations a rapporter les suspicions ou au contraire l'existence de contraintes
réglementaires, des mesures de police moins coercitives pouvant encourager une meilleure

notification (Del Rio Vilas, Guitian et al., 2006).

La surveillance active constitue actuellement le principal moyen de détecter des troupeaux
infectés. A I'époque ou elle a été mise en ceuvre, il semble que le lien entre surveillance et police
sanitaire découlait d'une volonté politique puisque des programmes de surveillance auraient pu
étre congus pour estimer la prévalence de la population en préservant 'anonymat des détenteurs
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des cas positifs. A T'heure actuelle, l'article L201-2 du code rural (Loi, du 23 février 2005),
imposant la communication des résultats d’analyses portant sur une maladie réglementée aux
autorités vétérinaires, rendrait délicat sur le plan réglementaire le montage dune telle
surveillance. Cependant, I’assainissement de la population ne constitue quun objectif secondaire
ou une conséquence de la surveillance. Il convient a ce propos de souligner que le protocole de la
surveillance active n’est pas conc¢u dans le but de détecter le maximum de foyers. Une étude par
simulation a montré qu’en Norvege la surveillance active devrait permettre de détecter au mieux
9% des troupeaux infectés par la tremblante classique (Hopp, Webb et al., 2003), en France ce taux
doit étre du méme ordre de grandeur (AFSSA, 2004).

Suite a la suspicion d’EST, la réglementation prévoit que le troupeau d’origine de ’animal suspect,
ou les troupeaux, au cas ou ce dernier a transité par différentes exploitations, soi(en)t placé(s) sous
un arrété préfectoral de mise sous surveillance (APMS). L’APMS prévoit essentiellement le blocage
de lexploitation le temps que la suspicion soit levée ou confirmée par les examens pratiqués au
LNR. L’ensemble des troupeaux faisant 'objet de mesures de controle suite a la découverte d’'un
méme cas index correspond a un foyer unique, identifié par un numéro.

Lorsque la suspicion est confirmée, deux situations peuvent se présenter selon que le cas était

sédentaire ou « nomade ».

Abattage sanitaire

L’abattage sanitaire est appliqué lorsque le cas est considéré comme sédentaire, c'est-a-dire qu’il a
quitté son exploitation de naissance depuis moins de six mois et y a séjourné toute sa vie.
L’exploitation de naissance est placée sous arrété préfectoral portant déclaration d’infection
(APDI). L’APDI prévoit les mesures principales suivantes (Arrété, du 27 janvier 2003) :
- linterdiction de mouvement des animaux appartenant aux especes sensibles,
- le recensement, le marquage et le génotypage des ovins aux trois codons 136,154 et 171 du
géne PRNP,
- l'abattage dans un délai d'un mois des animaux sensibles au sens de la réglementation, a
savoir :
o pour les males, tous les génotypes sauf ARR/ARR,
o pour les femelles, les génotypes VRQ/VRQ, VRQ/ARQ, VRQ/ARH, VRQ/AHQ,
VRQ/ARR, ARQ/ARQ, ARH/ARH, AHQ/AHQ, ARQ/AHQ, ARQ/ARH
- une dérogation peut étre obtenue pour différer d’au maximum deux campagnes d’agnelage
I'abattage des femelles non porteuses d’allele VRQ,
- l'obligation de repeupler avec des animaux ARR/ARR pendant une durée d'un an apres la
levée de 'APDI.

La levée de I’APDI est conditionnée a I'application de mesures de nettoyage et de désinfection des
locaux, cependant aucun protocole n’est recommandé. L’agent infectieux de la tremblante est
sensible a un traitement d'une heure a la soude molaire ou un traitement a I'eau de javel a 2,5%
pendant une heure (Taylor, 2000; Taylor, 2004) mais de tels procédés sont difficilement
applicables en pratique.

Par ailleurs 'APDI s’accompagne d’une part de la recherche des animaux appartenant a la cohorte
de naissance du cas, c’est-a-dire ayant cotoyé celui-ci lorsqu’il était 4gé de moins d'un an et qu’ils
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étaient eux-mémes agés de moins d’un an et, d’autre part, des animaux issus du cas si celui-ci était
une femelle. Les élevages détenant des animaux appartenant a ces deux catégories sont placés sous
APMS. Cet APMS prévoit que ces animaux potentiellement exposés soient génotypés et que les
animaux sensibles soient euthanasiés et testés. En cas de résultat positif confirmé, I'élevage
détenteur est placé sous APDI, sinon 'APMS est levé.

Surveillance renforcée

La surveillance renforcée est appliquée lorsque le cas est considéré comme nomade, c’est a dire s’il
a quitté I'exploitation de naissance depuis plus de six mois. Dans ce cas, 'exploitation de naissance
et toutes les exploitations dans lesquelles il a mis bas sont placées sous APMS de suivi. L’APMS
prévoit les mesures principales suivantes (Arrété, du 27 janvier 2003) :

- la déclaration de mouvements des animaux appartenant aux especes sensibles ;

- le dépistage EST systématique des animaux abattus ou trouvés morts ;

- lalevée de TAPMS au bout de trois ans si aucun cas supplémentaire n’a été confirmé ;

- si un cas supplémentaire est dépisté, un nouvel APMS est pris ou 'élevage est placé sous

APDI selon l'origine du cas.

Il est a noter que ces dispositions ne sont pas prévues par la réglementation européenne.

Police sanitaire en cas de tremblante atypique

En 2006, la DGAI a saisi ’AFSSA au sujet des mesures de police sanitaire a mettre en ceuvre en cas
de détection de la tremblante atypique dans un élevage. En substance, et malgré un manque de
consensus entre les experts, la position majoritaire de I'avis de 'AFSSA suggérait de mettre en
place un suivi des troupeaux ol un cas positif était détecté pendant une durée de cing ans, de
tester les animaux avec un test recommandé pour la détection de tremblante atypique a partir de
tronc cérébral, que le génotype du gene PRNP des animaux du troupeau soit déterminé pour les
quatre codons 136, 141, 154 et 171 et que la vente de reproducteurs soit limitée aux élevages de
méme statut (AFSSA, 2007a).

Depuis mars 2007, la DGAI a donné par note de service (ce qui n’a pas de valeur juridique), la
possibilité aux élevages ayant un cas index de tremblante atypique confirmé et devant étre placé
sous APDI, de déroger partiellement aux mesures de police sanitaire par report de I'application des
mesures réglementaires. Dans ce cas, les animaux sont génotypés et testés au fur et a mesure de
leur sortie de I'exploitation pour I'abattoir et tous les animaux équarris sont testés. En pratique, il
semble que tres peu d’élevages soient concernés par cette mesure et en tout état de cause aucun
parmi ceux étudiés dans nos travaux.

La réglementation européenne a prévu la possibilité, a partir de juillet 2007, de placer les élevages
ayant un cas index de tremblante atypique sous surveillance renforcée pour une durée de deux ans
(European Commission, 2007). Cette surveillance consiste en un dépistage systématique des ovins
de plus de 18 mois abattus pour la consommation humaine, trouvés morts ou euthanasiés. La
France n’a pour I'instant pas mis en place ces mesures.

Dépistage des cas secondaires

Le déroulement du dépistage dans le cadre de la police sanitaire est comparable a celui décrit pour
la surveillance active. Toutefois, le typage de souche (différentiation entre tremblante atypique,
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tremblante classique et ESB) n’a été réalisé de facon systématique que depuis mars 2007. Avant
cette date, seule une faible proportion des cas secondaires issus de foyers avec un cas index de
tremblante classique ont été typés (environ 1%) mais l'intégralité des cas secondaires issus de
foyers avec un cas index de tremblante atypique a été typée.

Lors de I'abattage des animaux sensibles prévu par APDI, depuis juillet 2004, les animaux de plus
de 12 mois sont testés pour le dépistage d’EST selon les taux de sondage du Tableau 4, avant le

dépistage était exhaustif.

Tableau 4 : Taux de sondage des animaux testés en application de la police sanitaire

Nombre d’animaux de plus de 12 mois a T -
re s Tests a réaliser a minima sur
éliminer
0-120 Tous les animaux
121-200 75% des animaux
201-300 50% animaux
Supérieur a 301 150 animaux

Les animaux testés sont identifiés par le numéro de foyer. Les analyses sont également indexées
par un code de surveillance spécifique mais dont l'attribution a pu étre erronée en début de
programme (année 2002) conduisant notamment a l’affiliation de nombreux tests effectués dans le
cadre de la police sanitaire a de la surveillance a I’équarrissage (Morignat, Cazeau et al., 2006).

Les informations relatives au dépistage et au génotypage ont été stockées dans la BNEST et les
informations relatives a la gestion des foyers ont été gérées dans un fichier Excel par la DGAI La
gestion des données de police sanitaire n’a pas toujours été optimale, en particulier il n’y a pas eu
de suivi rigoureux des animaux testés négatifs ni de rapprochement systématique du génotype des
animaux établis dans le cadre des APDI et du résultat des tests de dépistage.

1.7.2. Mesures prophylactiques

Le volet préventif de lutte contre les EST animales comprend les mesures permettant de diminuer
I'exposition des espeéces sensibles et de 'environnement aux matiéres infectieuses via la destruction
des MRS et l'interdiction des FVO déja évoquées préalablement.

De fagon plus spécifique, deux types de programmes ont été mis en place I'un pour augmenter la
résistance génétique de la population ovine a la tremblante et I'autre pour le suivi de troupeau en
vu de leur certification.

Programmes de sélection génétique

La sélection génétique a été utilisée de longue date pour lutter contre la tremblante, y compris
avant 'identification du géne PRNP (Parry, 1962 ; Parry, 1979 ; Schneider, Fangerau et al., 2008 ).
L’identification du géne PRNP et I'estimation de l'effet des différents alleles sur la susceptibilité
ont permis de proposer des programmes de sélection a grande échelle (Belt, Muilheman et al.,
1995 ; Hunter, 1997 ; Dawson, Hoinville et al., 1998). Le principe de la sélection est de
promouvoir les animaux porteurs d’allele de résistance ARR et d’éliminer les animaux porteurs
d’alléle de sensibilité VRQ.
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L'une des principales motivations de ce programme résidait dans l'espoir de diminuer la
susceptibilité de la population ovine a ’ESB (Scientific Steering Committee, 1999).

En France, aux Pays-Bas et au Royaume-Uni des programmes de sélection ont été mis en place
localement pour certaines races. En France, les recherches ont été initiées des 1993 dans les
Pyrénées-Atlantiques (Barillet, Palhiére et al., 2004) et ont permis en 1995 de mettre en place un
typage des béliers utilisés pour I'TA des races laitieres (Elsen, Barillet et al., 1997; Barillet, Palhiére
et al., 2004 ). Entre 2001 et en 2002, les programmes de sélection a grande échelle se sont
généralisés dans différents pays européens dont la France sous la forme du Programme national
d’amélioration génétique pour la résistance a la tremblante (PNARGT). Entre 2002 et 2009, le cofit
du programme a été partiellement pris en charge par le ministere de I’Agriculture (Arrété, du 30
aodt 2002) et par la Commission européenne (European Commission, 2003a). La mise en place
d’un tel programme a été également incitée par la police sanitaire qui créait une demande forte en

animaux de renouvellement résistants.

Les Unités de promotion des races animales (UPRA) ont joué un role essentiel via les centres d’'IA
et les stations de sélection de reproducteurs ou sont identifiés les animaux améliorateurs de chaque
race. En fonction de la situation initiale des races (Tableau 5), soit les seuls béliers ARR/ARR ont
été acceptés pour 'entrée en centre de sélection, soit les béliers porteurs de VRQ ont été exclus de
Pentrée en centre de sélection et la production de béliers améliorateurs et porteurs d’ARR a été
promue. Le programme s’est adressé en priorité aux éleveurs du noyau de sélection et s’est
concentré sur la voie mile afin d’optimiser les cofits. Par conséquent, la diffusion de la résistance a
été plus limitée chez les femelles des sélectionneurs, elle a été globalement lente chez les éleveurs
‘tout-venants’ et a été accélérée par l'utilisation de I'TA (Palhiere, Brochard et al., 2008). Pour la
population générale, un programme de typage des béliers a été proposé via les groupements de
défense sanitaire (GDS) grace a un cofinancement des conseils généraux et de la Commission
européenne mais ce programme n’a eu qu’un succes mitigé.

Le degré de sélection désirable n’est pas nécessairement I'obtention d'une population homozygote
ARR/ARR car il peut suffire de baisser le taux de reproduction de la maladie, R, sous la valeur un,
pour stopper le maintien de la maladie méme si la persistance environnementale de l'agent
infectieux ne permet pas d’exclure le risque de résurgence (Schreuder, van Keulen et al., 1997).
Cependant, il semble qu'en pratique, la plupart des UPRA se soient mobilisées pour éliminer
complétement l'allele VRQ et ne produire que des béliers ARR. En 2008, 90% des béliers
confirmés pour la reproduction de 19 des 22 races boucheres les plus fréquentes étaient ARR/ARR
et cette proportion atteignait 99% dans neuf races. En race laitiere, ce pourcentage était de 100%
pour les races Lacaune et Manech téte rousse, de 53% pour la race Manech téte noire, 77% pour la
race Basco-Béarnaise et de 30% pour la race Corse (Carole Moreno, communication personnelle).

Le succes des programmes de sélection génétique repose sur les hypotheses i) de la résistance a la
tremblante a un caractére universel vis-a-vis des différentes souches, ii) de 'absence d’animaux
génétiquement résistants mais potentiellement excréteurs silencieux de I'agent infectieux et iii) de
I'absence de liens entre le gene PRNP et d’autres caractéres faisant 'objet d’'une sélection (Elsen,
Barillet et al., 1997). Si les deux derniers aspects semblent confirmés (Barillet, Palhiere et al,,
2004), le premier a en revanché été partiellement contredit par la transmission de 'ESB a des
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animaux ARR/ARR et I'apparente susceptibilité génétique a la tremblante atypique des ovins
résistants a la tremblante classique qui a été évoquée précédemment.

Tableau 5 : Fréquences alléliques des principales races frangaises en 1999 (Palhiére, Francois et al.,
2002)

Breed : race, Purpose : utilisation laitiere (Milk) ou bouchere (Meat), n : effectif d’animaux testés

Breed Purpose  n* PrP alleles

ARR AHQ ARQ VEQ

Basco-Béarnaise Malk 149 0399 - 0.601 -
Bernichon du Cher hleat 93 0.803 0.063 0.105 0.026

Bizet Meat 53 0.632 0.019 0.349 -
Blanc du Massif Central Meat 120 0250 0.050 0.621 0.079
Bleu du Maine MMeat 100 0.700 - 0.050 0230
Caussenarde du Lot Meat 106  0.151 0.174 0.604 0071
Charmoise hleat 99 0.313 0.030 0.495 0.1a2
Corse Miilk 152 0470 0.039 0.487 0.003

Est a laimne Mérnos Meat a1 0.159 0.066 0.774 -
Grivette Meat 68 0441 - 0.544  0.015
Hampshire Meat 103 0.602 0.005 0.379 0.015
Ile de France hleat 99 0.687 - 0.146  0.157
Inrad01 Meat 310 0.360 0.071 0.458 0.111
Lacaune, OviTest strain Meat 100 0400 0.030 0.505 0.065
Lacaune, Gebro strain Meat a9 0.566 0.010 0.278 0.146
Lacaune, milk strain Mhalk 561 0545 0.016 0427 0012

Limousine Meat an 0.406 - 0.594 -
Manech blond faced Nalk 315 0.147 0.008 0.806  0.019
Manech black faced Nalk 122 0496 0.012 0.488 0.004
Martinik Meat 99 01323 0.053 0.793 0.021
MMérmos d' Arles Meat a9 0359 0.025 0.591 0.025
MNotre du Velay Ieat 55 0227 - 0736 0036

Préalpes du Sud IMeat 101 0441 - 0.559 -
Fava Meat 71 0430 0.007 0.528 0.035
Rouge de I'ouest Meat 96 0667 - 0.250  0.083
Suffolk Meat o8 0.704 - 0.281 0.015
Tarasconnais Meat a7 0325 0.010 0.6460 0.005
Texel Meat 100 0.270 0.050 0.590 0.090
WVendéen Meat 101 0.1463 - 0.822 0.015

Contréle sanitaire officiel

Parallelement a la sélection de la résistance génétique, une voie de certification a été mise en place
sous forme d'un contrdle sanitaire officiel (CSO) (Arrété, du ler juillet 2004; Arrété, du 3 avril
1998 ).

Le CSO est un programme basé sur le volontariat qui répond aux exigences communautaires pour
les animaux destinés a lexportation ou aux échanges intra-communautaires
(European Commission, 2001). De nombreuses UPRA ont également imposé a leurs adhérents de
participer au CSO. Les élevages concernés sont donc essentiellement les sélectionneurs et/ou
les élevages ayant un débouché commercial pour la vente de reproducteurs a I'étranger.
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Le principe du programme est d’exercer une surveillance privilégiée dans les troupeaux adhérents
tout en garantissant un certain nombre de mesures de biosécurité visant a limiter le risque
d’exposition a la tremblante :
- labsence de signe clinique de tremblante dans le troupeau attestée par une inspection
annuelle du troupeau par un vétérinaire sanitaire ;
- le dépistage EST sur 1% des femelles de réformes de 1998 a 2005 et systématiquement a
I'équarrissage a partir de 2006 ;
- l'introduction uniquement d’animaux ARR/ARR ou issus de cheptels adhérant au CSO.

Le troupeau bénéficie de la certification au bout de trois ans d'inscription et tant qu’il maintient les
mesures décrites. En cas d’apparition d’un cas de tremblante, classique ou atypique, la qualification
du troupeau est suspendue.

I1 est a noter que la DGAI ne dispose pas de la liste exhaustive des adhérents au CSO et que les
résultats des tests de dépistage n’ont pas toujours été correctement identifiés comme correspondant
au CSO dans la BNEST.

La tremblante atypique est une EST assez peu connue, découverte au laboratoire et pour laquelle la
plupart des données ont été collectées de facon fortuite via les systemes de surveillance et les
mesures de controles qui sont communes a la tremblante classique. Les dispositifs d’études et les
connaissances physiopathologiques étant conditionnés par ceux de la tremblante classique, nous
nous appuierons fréquemment sur une comparaison entre ces deux maladies.
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Chapitre 2 : Détection de la tremblante atypique via la surveillance
active

2.1. Présentation des études

Le chapitre précédent a montré que les connaissances sur la tremblante atypique étaient limitées
sur le plan physiopathologique, diagnostic et épidémiologique mais qu’elles sont suffisantes pour la
distinguer de la tremblante classique et susciter un certain nombre de questions. Quelle est la
prévalence de la tremblante atypique ? Varie-t-elle en fonction du temps et des canaux de
surveillance ? Comment se situe-t-elle par rapport a la tremblante classique ?

L’objectif de cette partie est d’établir une estimation de la prévalence de la tremblante atypique
ovine en fonction des années et des canaux de surveillance active ainsi que de décrire I'age et le
génotype des cas et les comparer a ceux estimés pour la tremblante classique.

La prévalence estimée a partir des programmes de surveillance active s’adresse a la population
ovine adulte des animaux réformés ou trouvés morts a I'équarrissage. Il ne s’agit donc pas
véritablement d'une estimation de la prévalence de la population générale adulte, puisque la
grande majorité des animaux de cette population ne sont pas représentés. Toutefois, elle constitue
une estimation dans une population plutét plus a risque que la population générale et I'on peut en
tirer des enseignements en la comparant entre différents groupes.

Pour estimer la prévalence de la tremblante atypique, seuls les échantillons analysés avec un des
tests rapides recommandés pour la détection de la tremblante atypique sont comptabilisés dans le
dénominateur.

Le type ‘tremblante atypique’ a été défini comme un profil Western Blot caractéristique a cing
bandes ou comme un échantillon dont la positivité par test rapide BioRad ou Idexx est répétable,
mais qui fournit un résultat négatif en Western Blot. Cette derniére définition correspond a
quelques rares cas (n=7) de tremblante atypique pour lesquels le profil a cinq bandes ne peut étre
obtenu en raison d'une trop faible quantité de PrPS (Jean-Noél Arsac, communication
personnelle). Ces deux définitions de la tremblante atypique ont été confondues en raison de
I’absence, a ce jour, d’éléments évoquant une diversité phénotypique de la tremblante atypique
(Arsac, Andréoletti et al., 2007).

La premiere partie de ce chapitre repose sur 'analyse du programme de surveillance pour la
période 2002-2006 en France. Cette analyse, effectuée avec 'aide de Géraldine Cazeau, chargée de
I'exploitation des données de surveillance des EST des petits ruminants a ’AFSSA Lyon, a été une
des premiéres étapes de la theése. L’analyse a été exploitée par le groupe de travail épidémiologie du
Comité d’Experts Spécialisés pour les ESST de ' AFSSA (CES ESST) (AFSSA, 2007b) et a fait 'objet
d’une publication dans la Revue de médecine vétérinaire, dont je suis second auteur, et qui
comprend également des données sur les caprins (Cazeau, Fediaevsky et al., 2008) (Prévalence des
formes classique et atypique de tremblante chez les petits ruminants en France entre 2002 et 2006,
p-303). Cette étude a aussi été le support d'une communication orale au congres de la SNGTV en
avril 2007 (Fediaevsky, Ducrot et al., 2007) (Tremblante atypique acquis et interrogations, p. 285).
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Cette étude a été réactualisée en grande partie lors de la rédaction du manuscrit, de sorte a inclure
les données issues des années 2007 et 2008 ainsi que les données sur ’age des cas en fonction du
génotype bien que ces données n’aient pas été disponibles au moment ou les études descriptives
ont été réalisées.

L’analyse des données a permis de mettre en évidence les défauts du programme liés a la qualité
des données ou aux différents biais ayant pu survenir en fonction des années. La prévalence de la
tremblante classique était nettement supérieure a I'équarrissage (6,9.10#) qu’a I'abattoir (1,6.10#)
et la différence était bien moindre pour la tremblante atypique (5,8.10* a I'abattoir et 7,3.10+ a
I'équarrissage). Il apparait également que la prévalence de la tremblante classique chez les ovins a
décru au cours du temps alors que la prévalence de la tremblante atypique est restée globalement
stable sur la période 2002-2008. A partir de l'échantillon analysé, les fréquences alléliques
apparaissent stables au cours du temps. La réactualisation de l’étude a conduit a modifier
légérement nos conclusions puisque la différence de prévalence de la tremblante atypique a
I'abattoir et a I'équarrissage qui n’était pas significative entre 2002 et 2006 1’était pour la période

2002-2008, les deux valeurs restant tres proches.

La seconde partie de ce chapitre repose sur l'article 1, publié dans la revue BMC Veterinary
Research en tant que Research article (Fediaevsky, Tongue et al., 2008) et qui a fait I'objet d’'une
communication orale au congres Neuroprion 2007 (Fediaevsky, Tongue et al., 2007). Cette étude
résulte d’'une collaboration entre différents pays européens dans le cadre du groupe de travail Risk
and Control Programme dépendant du réseau d’excellence Neuroprion. En mai 2006, lors d’une
réunion de ce groupe de travail a laquelle javais pu participer, deux épidémiologistes, Maria
Noremark (Suede) et Petter Hopp (Norvége), ont présenté une étude portant sur I'estimation de la
prévalence de la tremblante atypique dans 13 pays européens. Cette étude montrait que la
détection de la tremblante atypique était trés liée a l'utilisation de tests BioRad et que la
prévalence de la tremblante atypique semblait similaire entre les pays. Cependant I'étude ne
permettait pas de distinguer les différents canaux de surveillance ni de comparer la prévalence
observée a celle de la tremblante classique. Il fut donc décidé de renouveler 'enquéte en incluant
cette fois les deux formes de tremblante et en différenciant la surveillance a l'abattoir et a
I’équarrissage.

L’information relative aux tests rapides n’étant pas disponible dans les statistiques européennes,
nous avons collecté directement aupres des pays les résultats détaillés des plans de surveillance
active pour estimer et comparer la prévalence de la tremblante atypique et de la tremblante
classique chez les ovins, stratifiées par pays, par canal de surveillance et par année.

Sur les 20 pays participants, la tremblante atypique avait été détectée dans tous les pays ot les tests
appropriés avaient été utilisés en nombre assez important. Dans la plupart des pays, la prévalence
de la tremblante atypique et de la tremblante classique étaient faibles. La prévalence de la
tremblante classique présentait une variabilité supérieure a celle de la tremblante atypique qui
apparaissait remarquablement homogéne entre les différents pays, les canaux de surveillance et au
cours du temps. Les caractéristiques d’age et de génotype des cas étaient conformes aux données de
la littérature. Cette étude a montré que la tremblante atypique n’est pas rare par rapport a la
tremblante classique. L’homogénéité de la prévalence de la tremblante atypique entre pays, entre
canaux de surveillance et au cours du temps contrastait avec la situation de la tremblante classique,

ce qui suggérait différentes étiologies pour ces deux maladies.
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2.2. Analyse du programme de surveillance active des EST chez les petits
ruminants en France continentale pour la période 2002-2008

2.2.1. Qualité des données

Les données issues du programme de surveillance des EST des petits ruminants ont été enregistrées
dans la BNESST prévue initialement pour gérer les données issues du programme de surveillance
de I'ESB chez les bovins.

Hétérogénéité des données

Les informations concernant les tests de dépistage ont été renseignées par les LDA qui avaient en
charge I'analyse des prélévements et les informations concernant les tests de confirmation ont été
renseignées par le LNR. En raison de I'hétérogénéité de la gestion de linterface entre les
Laboratory Information Management System (LIMS) des LDA et la BNESST, la qualité des
informations enregistrées différe en fonction des laboratoires, en particulier pour l'identification
des animaux et le programme de détection lorsque celui-ci n’est pas explicitement prévu dans la
base (CSO tremblante, APMS de suivi).

Par ailleurs en 2006, le passage au dépistage exhaustif a été souvent réalisé dans des conditions de
travail difficiles ce qui pourrait avoir entrainé une baisse de la qualité des informations
accompagnant les prélevements (dentition, race, sexe...).

Doublons sur les identifiants

Des doublons portant sur le numéro de prélevement ont été identifiés et les analyses
correspondantes ont été supprimées ou dédoublonnées suivant qu’il s’agissait de doublons vrais ou
d’analyses correspondant a différents animaux.

Age des animaux prélevés

L’age des animaux a été estimé a partir de leur dentition : nombre d’incisives de laits (IL) ou
d’incisives définitives (ID). Les extractions de la BNESST que nous recevions ne fournissaient que
la date de naissance obtenue par un algorithme de conversion de la dentition en une date de
naissance fictive (Tableau 6).

Tableau 6 : Algorithme de calcul de 1'dge en fonction de la dentition

Nombre d’incisives Regle de calFul de la date de Age théorique
naissance
moins de 8 IL Date de prélévement - 60 jours Moins de 2 mois

81IL Date de prélévement - 180 jours 2 2 6 mois
11D Date de préléevement - 360 jours 6 mois a 1 an et demi

2241D Date de prélévement - 540 jours 1 an et demi a 2 ans

5a8ID Date de prélévement - 720 jours 2 ans a4 ans
81D Date de prélévement - 1440 jours 4 ans et plus

« non renseigné » 01/01/1950

73



Chapitre 2

Les animaux devant étre testés a partir de 2 a 4 ID. La date de naissance fictive était peu
interprétable et nous avons préféré utiliser la dentition obtenue par calcul inverse a partir de la
date de naissance. En raison des durées variables des différents mois de I'année, le taux d’erreur du
calcul est de I'ordre de 2 %.

Il est a noter que les services vétérinaires ont mené des investigations dans les élevages de
naissance des cas afin d’essayer de déterminer leur campagne de naissance. Ces données n’ont pas
été saisies dans la BNESST mais dans le fichier de suivi des foyers, par ailleurs, elles ne
différenciaient pas l'dge déterminé par enquéte, de 1'dge déterminé par la dentition lorsque
I'enquéte n’avait pas permis de déterminer un age précis. En exploitant les fiches d’enquétes
transmises par les services vétérinaires a la DGAI, il a été possible de consolider en partie le fichier
de 'dge des cas.

Sexage des animaux prélevés

La base de données ne prévoyait pas que le genre puisse étre indéterminé et la valeur par défaut
était « femelle ». Dans la BNESST, le sexe ratio était de 2 males pour 100 femelles ce qui est sans
doute trop bas par rapport a la réalité, cette variable n’était donc pas fiable.

Détermination de la race

Environ 80% des animaux ont été attribués a une race indéterminée ou a un croisement
indéterminé, ce qui reflete en grande partie la réalité de 1’élevage ovin en France. La race pure la
plus représentée était la race Lacaune (environ 5%). L’identification de la race a été faite
visuellement par I'agent en charge du prélevement et le plus souvent uniquement a partir de la
téte. Si dans quelques départements, comme les Pyrénées-Atlantiques et '’Aveyron, les types
raciaux des ovins sont suffisamment majoritaires et/ou marqués pour permettre une
reconnaissance fiable, dans de nombreuses régions d’élevage peu ou pas spécialisées, la diagnose de
l'age est plus incertaine. D’autant que dans ces départements, il est vraisemblable que l'agent
préleveur ait moins de connaissances sur les races ovines. Cette variable est donc peu exploitable.

Programme de dépistage

Certains prélevements effectués, notamment en 2002, dans le cadre de la police sanitaire, n’ont pas
toujours été enregistrés dans le type de programme prévu. Certains LDA ont envoyé les fichiers de
police sanitaire en indiquant qu’il s’agissait de tests faits dans le cadre du programme
d'équarrissage. Avant 2007, les descripteurs des programmes de dépistage n’étaient pas complets et
ne prévoyaient pas de modalité spécifique pour les programmes CSO et pour la surveillance
renforcée a I'abattoir et a I'équarrissage (APMS AB et APMS EQ). A partir de 2007, une nouvelle
version du LIMS distribué par la DGALI a permis ces distinctions mais tous les laboratoires ne 'ont
pas utilisée. Pour un certain nombre de laboratoire, il a été possible de corriger les données
historiques en utilisant les informations consignées en commentaires, et un reclassement des tests
de police sanitaire a été effectué a 'occasion de I'étude sur les cas secondaires (voir larticle 5,
p- 195) pour les animaux impliqués dans des cheptels faisant I’objet de mesures de controle.

Qualité des prélévements

Les échantillons étaient constitués d'un prélévement de tronc cérébral devant comprendre la zone
de l'obex et, dans la mesure du possible a partir de 2005, un échantillon de cervelet. Ce dernier

\

n’ayant cependant pas vocation a étre analysé, il était absent dans la grande majorité des
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prélevements. Pour la surveillance a 'équarrissage, compte tenu des contraintes techniques liées a
Pétat de conservation des carcasses, les carcasses trop décomposées n’étaient pas prélevées.

La possibilité d'une différence de prévalence entre la tremblante atypique et la tremblante
classique en fonction de I'état du prélevement avait été suggérée. Cependant, en prenant en
compte le programme de surveillance, il n’y avait pas de différence significative au seuil de 5 % en
fonction de I'état du prélévement (test de Chi-deux).

2.2.2. Etude du plan de sondage

Taux de sondage visés

Le nombre minimum d’animaux a tester a été fixé chaque année par la Commission européenne de
sorte a détecter avec une probabilité de 95% une prévalence minimum de 0,02% puis de 0,005% a
labattoir et de 0,1% puis de 0,05% a l'équarrissage (European Commission, 2001 ; European
Commission, 2002; European Commission, 2003c; European Commission, 2003b; European
Commission, 2005a; European Commission, 2005b; European Commission, 2006a). Les objectifs et
les effectifs réellement testés annuellement pour la période 2002-2008 sont donnés dans le Tableau
7.

Tableau 7: Effectifs des ovins testés en surveillance active entre 2002 et 2008
‘Il a été demandé de reconduire le plan en extrapolant a partir des objectifs donnés pour avril 2002 puis au mois de mai
2003 des objectifs plus précis ont été donnés en raison du faible nombre de prélevements effectués en début d’année

“Exhaustif a partir d’avril

Tests Tests recommandés
Plan Année Objectif e . tremblante atypique
réalisés
(%)
Abattoir 2002 41 200 33 663 30
2003 Idem’ 44 267 37
2004 10 000 12 377 40
2005 10 000 12170 38
2006 10 000~ 263 181 43
2007 10% 78 654 46
2008 10000 (1,7%) | 14813 48
Equarrissage 2002 18 700 17 323 18
2003 idem 18 864 23
2004 10 000 12 228 30
2005 10 000 22073 27
2006 10 000 228 465 33
2007 Exhaustif 249 240 41
2008 40 000 71 456 46

Suite a la découverte de l'isolat ’ESB chez une chevre en 2005, la France a décidé de passer a un
dépistage exhaustif des caprins a partir de la fin de 'année 2005 alors qu’initialement elle avait
prévu larrét des tests. Puis, suite a la détection d’isolats suspects d’ESB chez des ovins, la
surveillance a également été exhaustive chez les ovins théoriquement a partir de mai 2006, mais
dans les faits, pas avant septembre 2006 dans la plupart des départements. Le dispositif de
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surveillance a été progressivement allégé depuis 2007. L’évolution mensuelle des effectifs d’ovins
testés en France a 'abattoir et a 'équarrissage entre 2002 et 2007 est donnée Figure 14.
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Figure 14 : Evolution mensuelle du nombre d’ovins testés entre 2002 et 2007 (source BNESST)
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En ordonnées : nombre de tests, en abscisses : mois et année, en jaune : prélévements a I'abattoir, en vert : prélevements

a I'équarrissage

Meéthode de sondage

Les années ou le sondage n’était pas exhaustif, les animaux devaient étre sélectionnés par
échantillonnage aléatoire mais aucun mode opératoire n’était imposé par la DGAI en raison de la
diversité des situations rencontrées dans les différents sites de prélevement.

Une enquéte sommaire a été réalisée, par voie de questionnaire, en 2007-2008 par la DGAI aupres
des DDSV. Le taux de réponse a été de 75%. Parmi les répondants, 34% des DDSV avaient mis en
place un échantillonnage séquentiel a I'équarrissage ou a I'abattoir, les autres DDSV intervenaient
le plus souvent dans des abattoirs dans lesquels peu d’animaux de réforme étaient abattus et elles
effectuaient les prélévements a jour fixe afin de faciliter I'organisation logistique pour le LDA et
I'abatteur. Les trois quarts des DSV considéraient que I’étalement de leur échantillonnage au cours
du temps était représentatif du flux d’animaux au site de prélévement, a l'exception des
changements d’objectifs de nombre d’animaux a tester au court du temps. Un quart des DDSV
considéraient que certains animaux pouvaient étre sur ou sous-représentés du fait de leur jour
d’introduction a I'abattoir ou, plus rarement, de défauts d’identification des animaux.

Certaines DDSV ont également indiqué que les animaux maigres étaient plus souvent sélectionnés
a l’abattoir.

Taux délevages sondés

N’ayant pas de registre fiable des cheptels ovins, l'estimation du taux d’élevages sondés est
imprécise. Nous avons estimé ce taux en utilisant les effectifs recensés par Agreste et les effectifs
issus de la BDNI pour la période 2002-2005 d’une part et pour 'année 2006 d’autre part. Avec les
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données Agreste, 19,6% et 90,8% des élevages avaient eu au moins un animal testé respectivement
pour les deux périodes et ces taux étaient respectivement de 23% et 77% a partir des données de la
BDNI. Ces deux estimations s’accordent pour indiquer qu’avant 2006 moins dun quart des
élevages avaient eu un animal testé et que globalement, au cours de la période d’étude, pres des
trois quart des élevages de petits ruminants ont eu au moins un animal testé.

Nombre d'animaux testés par élevage

Au moment ol nous avons étudié le programme de surveillance active, nous ne disposions pas des
données permettant de calculer le taux de sondage annuel par élevage et nous avons seulement
considéré la distribution du nombre d’animaux testés par élevage. Celle-ci est fortement corrélée
aux effectifs des élevages mais reflete également les variations du taux de sondage et les biais

éventuels de sélection (Figure 15).
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Figure 15 : Distribution du nombre d'ovins testés par exploitation
En ordonnées : Proportion d'exploitations concernées, en abscisses: nombre d’animaux testés (intervalles fermés a

gauche et ouverts a droite)

Au total, sur 86 316 élevages, 47 % ont eu un animal testé et 13 % en ont eu deux, 25 % des
élevages ont eu plus de six animaux testés. En moyenne sept animaux ont été testés par élevage
avec un écart type de 17. Les élevages cas sont des élevages dans lesquels le nombre d’animaux
testé est supérieur.

Répartition géographique du taux de sondage
Les taux de sondage départementaux ont été estimés a partir des données Agreste pour la période
2002-2006 a I'abattoir et a I’équarrissage (Figure 16, Figure 17).

La région PACA a l'un des plus faibles taux de sondage, malgré l'introduction du dépistage
exhaustif. Les Pyrénées-Atlantiques connaissent également un relativement faible taux de sondage
pour la période globale alors que ce n’était pas le cas avant 2006 (données non montrées). Cela
pourrait traduire un échappement volontaire de la part des éleveurs.
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Figure 16 : Taux de sondage des ovins a l'abattoir (données cumulées pour la période 2002-2006).
Un point représente 5 000 brebis, le point étant placé aléatoirement a l'intérieur du département. Le dénominateur

correspond a 'effectif de brebis par département, cumulé sur la période 2002-2006 (source Agreste).
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Figure 17 : Taux de sondage des ovins a 1'équarrissage (données cumulées pour la période 2002-
2006).
Un point représente 5 000 brebis, le point étant placé aléatoirement a l'intérieur du département. Le dénominateur

correspond a l'effectif de brebis par département, cumulé sur la période 2002-2006 (source Agreste).
On observe un fort taux de sondage a l'abattoir dans I'Ouest et un fort taux de sondage a
I’équarrissage dans le Centre. Il est possible que cela traduise un effet lié aux sites de prélevements

(gros abattoirs dans I'Ouest, site d’équarrissage de Bayet (Saria) dans le Centre).
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2.2.3. Laboratoires et tests rapides

Tous les LDA sont soumis a des essais inter-laboratoires coordonnés par le LNR. Les essais sont
spécifiques aux différents tests rapides et en fonction des résultats, la DGAI a délivré des agréments
aux LDA. La plupart des LDA ont été agréés pour plusieurs tests rapides. En tout, 48 LDA ont été
impliqués dans la réalisation de tests rapides a I'abattoir et 45 a 'équarrissage et la plupart des LDA
étaient agréés pour plusieurs tests (Tableau 8).

Tableau 8: Utilisation des tests rapides par les LDA en surveillance active (2002-2008)

Test rapide Nombre’d’e Nombre
LDA agréés | d’analyses
ELISA sandwich-BioRad 34 538 451
Enfer 2 1954
HerdCheck Idexx 24 152 374
LIA Prionics 9 145 865
PrioStrip 2 40
TeSeE Sheep and Goat BioRad 2 733
Western blot Prionics 32 261 537

Durant les derniéres années de surveillance, pendant lesquelles la plupart des animaux ont été
testés, la proportion de tests rapides BioRad ou Idexx a globalement augmenté (Figure 18 et
Tableau 7).
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Figure 18 : Evolution de la proportion de tests recommandés pour la détection de la tremblante
atypique a partir du tronc cérébral (source BNESST)
En ordonnées : proportion du nombre total de test effectués avec un test BioRad ou Idexx, en abscisses : année de

surveillance, en vert : abattoir, en jaune : équarrissage

Cependant, au niveau géographique, la répartition de ces tests a été hétérogene, ce qui accentue la
variation liée aux taux de sondage (Figure 19 a Figure 22). En fait, parmi les 26 laboratoires ayant
réalisé plus de 10 000 tests pendant la période 2002-2007, huit laboratoires ont utilisé plus de 50%
de tests ne détectant pas la tremblante atypique a partir de tronc cérébral (départements 02, 03, 31,
37, 40, 58, 81 et 87). Les tests réalisés dans les principaux sites de prélevements, qu’il s’agisse de
laboratoires ou d’équarrissage, ont été généralement répartis entre plusieurs LDA ce qui a atténué
I'hétérogénéité au niveau des départements. On observe cependant que certaines zones, comme le
centre de la France ou les Pyrénées pour la période 2006-2007, ont été moins fréquemment testées
avec un test recommandé pour la détection de la tremblante atypique a I'abattoir.
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LI

Figure 19 : Proportions de tests BioRad et Idexx (en %) a 'abattoir entre

Figure 20 : Proportions de tests BioRad et Idexx (en %) a 'abattoir entre
2002 et 2005

2006 et 2007

LT il

Figure 22 : Proportions de tests BioRad et Idexx (en %) a 1'équarrissage
Figure 21 : Proportions de tests BioRad et Idexx (en %) a I'équarrissage entre 2005 et 2007

entre 2002 et 2005
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2.2.4. Génétique

Tests réalisés

En 2002 et en 2003, le génotypage devait étre effectué sur 1 % des ovins prélevés aléatoirement.
Ce pourcentage est passé a 3 % en 2004 et 2005, puis a 1 %o en 2006 (Tableau 9).

Tableau 9 : Nombre d'ovins négatifs génotypés par année et par plan de surveillance.

Plan 2002 2003 2004 2005 2006 TOTAL
Abattoir 378 274 367 327 513 1859
Equarrissage 105 58 490 596 287 1536
TOTAL 483 332 857 923 800 3395

Entre 2002 et 2006, 55 prélevements n'ont pu étre analysés a 1'abattoir et 51 a I'équarrissage. Au
total, I'échantillon de 3 395 génotypes ainsi obtenu est tres modeste comparé a la taille de la

population ovine francaise.

Fréquences alléliques en fonction des années et des programmes

La distribution des fréquences alléliques est donnée pour les différentes années et les différents
programmes. Les alleles ARH (rares) sont confondus avec les alleles ARQ et le phénotype du

codon 141 est indéterminé.

Tableau 10 : Distribution des fréquences alléliques ARR, ARQ, AHQ et VRQ par année et par
programme chez les ovins négatifs.

Equarrissage Années
2002 2003 2004 2005 2006 TOTAL
% ARQ 47 % 42 % 47 % 44 % 37 % 43 %
% VRQ 5% 4% 7% 7% 4% 6%
% AHQ 1% 3% 2% 3 % 2% 3 %
% ARR 47 % 50 % 44 % 46 % 57 % 48 %
Abattoir Années
2002 2003 2004 2005 2006 TOTAL
% ARQ 46 % 49 % 48 % 45 % 43 % 46 %
% VRQ 6 % 7% 6 % 7 % 4% 6 %
% AHQ 3% 2% 3% 2% 2% 3%
% ARR 45 % 43 % 43 % 46 % 50 % 46 %

Pour chaque programme, la distribution d’un allele donné ne change pas significativement d'une
année sur l'autre (p = 0,2). La distribution des alleles, apres regroupement des années, n’est pas non

plus significativement différente entre les programmes (p = 0,25).

Par la suite, les échantillons provenant des différentes années et des différents programmes ont été

regroupés.
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Répartition géographique des génotypes

Les animaux génotypés sont issus de la population des animaux dépistés pour les EST. Il s’agit donc
d’'un second degré de sondage. Les tests de génotypage sont assez bien répartis et il ne semble pas
s’ajouter de biais a ceux déja existants pour le sondage (Figure 23).
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Figure 23 : Taux de génotypage des animaux dépistés pour la recherche d'EST.
Données cumulées pour la France continentale pour la période 2002-2006, programmes abattoir et équarrissage. Les
départements en blanc n'ont eu aucun animal génotypé. Un point représente 100 animaux testés, le point étant placé

aléatoirement a l'intérieur du département.

Nous nous sommes intéressés a la distribution des fréquences alléliques par département pour la
période 2002-2006, abattoir et équarrissage confondus (Figure 24 a Figure 27). Pour chaque
département, la distribution des fréquences alléliques a été comparée a celle de 'ensemble des
autres départements par un test de Pearson. Dans les départements pour lesquels une différence a
été mise en évidence, la fréquence de chaque allele a été comparée a la moyenne nationale par un
test d’homogénéité (Khi-deux dans les deux cas).

Les départements pour lesquels les différences étaient significatives sont I’Allier, I’Aveyron, la
Haute-Loire, les Pyrénées-Atlantiques et la Vienne. Ces résultats sont a prendre avec prudence car
il n’a pas été tenu compte des effets éventuels d’interdépendance entre départements voisins. Cela
d’autant que la race ou le bassin sont peu individualisés dans certains départements comme
I’Allier, la Haute-Loire ou la Vienne.

82



nb dpt

Chapitre 2

1 paoint =1

animal génotypé
fréquence alléle ARR (%)
[ Jo-m
[ 31-50
[ 51 - 1m0

nb dpt

0 20 40 60 80 100

Figure 24 : Distribution de la fréquence de 1'allele ARR chez les ovins négatifs.

La fréquence de l'allele ARR est statistiquement plus faible dans les Pyrénées-Atlantiques et la

Vienne que dans les autres départements et plus élevée dans I’Allier, ’Aveyron, et la Haute-Loire.
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Figure 25 : Distribution de la fréquence de I'allele ARQ chez les ovins négatifs.

La fréquence de I'allele ARQ est statistiquement plus élevée que dans les Pyrénées-Atlantiques et

la Vienne dans les autres départements et plus faible dans ’Allier, I'’Aveyron, et la Haute-Loire.
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Figure 26 : Distribution de la fréquence de 1'allele AHQ chez les ovins négatifs.

Avec la méthode choisie, la fréquence de 'allele AHQ n’est statistiquement pas différente selon les
départements. Cependant, s’agissant d’un allele rare, il pourrait s’agir d'un probléme de puissance.
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Figure 27 : Distribution de la fréquence de 1'allele VRQ chez les ovins négatifs.
La fréquence de T'allele VRQ est statistiquement plus faible dans I’Aveyron et les Pyrénées-
Atlantiques que dans les autres départements.

Fréquences alléliques par race

La population générale, principalement représentée par des animaux de races indéterminé ou
croisées, présente une fréquence assez élevée de I'allele ARR mais également de I'allele VRQ. Les
profils des races pures apparaissent assez contrastés, avec des races a faible fréquence d’ARR
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(Basco-Béarnaise, Manech téte rousse, Mouton charolais), des races a forte fréquence d’ARR
(Suffolk), des races a faible fréquence de VRQ (Basco-Béarnaise, Lacaune) (Tableau 11).

Tableau 11 : Répartition des fréquences alléliques par race (période 2002 a 2006, programmes
abattoir et équarrissage confondus).

Effectif
Race testés ARQ (%) VRQ (%) AHQ (%) ARR (%)
Races Indéterminées 1704 44 7 3 47
Croisement 612 43 8 3 46
Lacaune 519 43 2 2 53
Manech Téte Rousse 62 75 2 2 20
Texel 47 44 10 3 44
Ile De France 43 28 12 5 56
Basco-Béarnaise 41 72 0 0 28
Moutons Charolais 37 57 11 3 30
Moutons Vendéens 37 42 12 1 45
Suffolk 37 27 5 0 68
Tarasconnaise 33 52 2 3 44

Nous avons étudié plus spécifiquement I'évolution des fréquences alléliques en race Lacaune pour
laquelle les effectifs testés étaient plus importants. Malgré les programmes de sélection génétique
précoces et la forte utilisation de l'insémination artificielle, nous n’avons pas observé
d’augmentation de la fréquence d’ARR (p=0,1).

La distribution des fréquences des génotypes des cas est étudiée spécifiquement dans le chapitre

suivant.
2.2.5. Prévalence

Prévalence de la tremblante atypique

En France, tous les cas de tremblante atypique ont été détectés avec les tests rapides BioRad et
Idexx. L’intervalle de confiance a 95% de la prévalence a été estimé par la méthode binomiale
(Tableau 12 et Figure 28). Les différences par année sont testées, d’'une part, par un Chi-deux de
tendance (test d’Armitage) et d’autre part, au moyen dune régression logistique du nombre de cas
en fonction du nombre d’animaux testés (fonction de lien binomiale) expliqués par I'année et le
canal de surveillance.

Sur la période 2002 a 2008, il y a une légere baisse statistiquement significative a l'abattoir (Khi-
deux de tendance, p = 0,02, OR d’une année a la suivante = 0,9 [0,87 — 1,01] et p = 0,02) mais pas de
tendance a 1'équarrissage (Khi-deux de tendance, p = 0,2, OR=0,95 [0,84; 1,04] et p = 0,2). La
prévlaence globale pour la période 2002 a 2008 est de 0,57%o a I'abattoir et 0,73%o a 'équarrissage.
La baisse de la prévalence a l'abattoir est essentiellement le fait de 'évolution entre les deux
premiéres années et les années suivantes, puisqu’entre 2004 et 2008 il n’y a pas de tendance

significative (Khi-deux de tendance, p = 0,4).

Il n’y avait pas de différence significative en fonction du plan de surveillance entre 2002 et 2006,
cependant en intégrant les données de 2007 et 2008, il y a une augmentation légére mais tres
significative de la probabilité de trouver de la tremblante atypique a 'équarrissage par rapport a
I’abattoir (en ajustant sur I’année de surveillance, OR = 1,38 [1,19 ; 1,80] et p=0,001).
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Tableau 12 : Prévalence et intervalle de confiance 3 95% de la tremblante atypique et de la
tremblante classique ovine détectées par la surveillance active en France entre 2002 et 2008

Tremblante atypique Tremblante classique
Année|  Tests  Cas O PCC100500 (0ho) | Tests  Cas| o 1C 950 (%o)
(%o0) (%o0)
2002 14627 11 0,75 0,38 - 1,34 33663 16 0,48 0,27 - 0,77
2003 25477 22 0,86 0,54 - 1,31 44267 19 0,43 0,26 - 0,67
-2 2004 8366 4 0,48 0,13-1,22 12377 6 0,48 0,18 - 1,05
E 2005 7544 8 1,06 0,46 - 2,09 12170 3 0,25 0,05 - 0,72
< 2006 195942 107 0,55 0,45 - 0,66 263181 21 0,08 0,05-0,12
2007 66183 34 0,51 0,36 - 0,72 78654 6 0,08 0,03-0,17
2008 13725 6 0,44 0,16 - 0,95 14813 1 0,07 0-0,38
2002 3839 4 1,04 0,28 - 2,66 17323 104 5,97 4,88 -7,23
@ 2003 5611 7 1,25 0,5-257 18864 24 1,27 0,81-1,89
g 2004 5183 2 0,39 0,05 - 1,39 12228 19 1,55 0,93 -2,42
é 2005 7980 5 0,63 0,2-1,46 22073 29 1,31 0,88 -1,88
2. 2006 110872 82 0,74 0,59 -0,92 228465 161 0,7 0,6 - 0,82
= 2007 171087 135 0,79 0,66 - 0,93 249240 73 029 0,23 - 0,37
2008 60161 34 0,56 0,39 - 0,79 71456 17 0,24 0,14 -0,38
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Figure 28 : Prévalence (en %o) et intervalle de confiance a 95% de la tremblante atypique ovine

entre 2002 et

En noir et trait plein : prévalence a I'abattoir, en rouge et en pointillé : prévalence a I'équarrissage

2008

Prévalence de Ia tremblante classique

Tous les types de tests rapides étaient compatibles pour l'estimation de la prévalence de la
tremblante classique. L’intervalle de confiance a 95% de la prévalence est estimé par la méthode

binomiale (Tableau 12 et Figure 29).
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Figure 29 : Prévalence (en %o) et intervalle de confiance a 95% de la tremblante classique ovine
entre 2002 et 2008

En noir et trait plein : prévalence a I’abattoir, en rouge et en pointillé : prévalence a I'équarrissage

Entre 2002 et 2008, la prévalence de la tremblante classique a diminué de facon importante et
statiquement significative a I'abattoir (Khi-deux de tendance, p<10-°, OR d’une année a la suivante
= 0,65 [0,57 ; 0,73] et p<101°) et a 'équarrissage (Khi-deux de tendance, p<10-'%, OR d’'une année a
la suivante = 0,59 [0,57; 0,63] et p<10-19). La baisse est marquée en comparaison avec celle de la
tremblante atypique. Une analyse de la mise en ceuvre du programme en 2002 (Morignat, Cazeau
et al., 2006), a fait ressortir que certains prélevements issus de la police sanitaire avaient été classés
a tort dans le plan équarrissage. Cependant, en éliminant l'année 2002, la tendance reste
significative (Khi-deux de tendance, p<10-%, OR d’une année a la suivante =0,66 [0,61 ; 0,72] et
p<1019). Nous avons également vérifié que la baisse de la prévalence n’était pas le fait de la
situation particuliere dans les Pyrénées-Atlantiques qui concentraient un nombre important de cas
(voir article 4).

La prévalence a I'équarrissage est significativement plus élevée qu’a l'abattoir, cette différence
étant nettement plus marquée que pour la tremblante atypique (en ajustant sur 'année de
surveillance, OR =7,1 [5,52 ; 9,18] et p<10-1°) avec ou sans 'année 2002.

2.2.6. Etude de 1'4ge des animaux

Age des animaux testés

L’age des animaux a été estimé par leur dentition (p. 73 et Tableau 6). Il n’est pas possible de
connaitre la distribution de I'dge des animaux présentés a I'abattoir ou a I'’équarrissage et il n’est
pas exclu qu’il y ait un biais de sélection en faveur de telle ou telle classe d’age. Par conséquent,
nous avons distingué la période 2002-2005 de la période 2006-2007 durant la quelle les tests ont
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été pratiqués de facon quasi-exhaustive. Nous avons représenté la distribution de la dentition en
fonction des mois de prélevement a I'abattoir et a 'équarrissage d’'une part, pour la période 2002 a
2005 et d’autre part, pour la période 2006 et 2007 (Figure 30). On s’attend a observer un pic
d’animaux dgés en été a I'abattoir correspondant aux réformes, une mortalité des jeunes plus élevée
au printemps et une mortalité des animaux agés plus élevée en hiver (mise bas). Cependant, les
fluctuations observées sont de faible amplitude. Elles sont possiblement atténuées par le manque
de précision des classes d’ages définies par la dentition et éventuellement des erreurs de mesure.
On remarque que la proportion d'animaux de la classe intermédiaire a légérement diminué a
I'équarrissage entre 2002-2005 et 2006-2007 au profit des animaux les plus agés.
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Figure 30 : Distribution mensuelle de la proportion d'animaux testés dans les différentes classes de
dentition a 'abattoir et a 'équarrissage entre 2002 et 2007
En gris foncé : classe de dentition 2 a 4 ID, en gris moyen : classe de dentition 5 & 8 ID, en gris clair : classe de dentition 8

ID, en ordonnées : Pourcentage de chaque classe d’age par mois, en abscisses : mois de 'année civile

Prévalence en fonction de 14ge

La prévalence en fonction de la classe de dentition des animaux a été calculée a partir des données
précédentes.

Pour la tremblante atypique (Figure 31), la prévalence augmente avec l'dge (2 a 4 ID a 8 ID),
quelque soit I'année et le plan de surveillance (p<0,01). Toutefois cette tendance est moins nette
pour les animaux testés a I'abattoir entre 2006 et 2007. Cela peut résulter de plusieurs phénomeénes
non mutuellement exclusifs : un moins bon relevé de 'dge, des animaux 4gés seraient repérés dans
la catégorie 2 a 4 ID; une diminution de la prévalence chez les animaux les plus agés; une
augmentation de la prévalence chez les animaux les plus jeunes. Cette derniére hypothése semble
moins probable puisque globalement on assiste plutdt a une baisse de la prévalence.
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Figure 31 : Prévalence de la tremblante atypique en fonction de la dentition et du canal de
surveillance pour la période 2002-2007 et IC 95%
En ordonnées : prévalence en %o, en abscisses : canal de surveillance, Ab= « Abattoir, Eq = Equarrissage, 2002/5 : période
2002 a 2005, 2006/7 : période 2006 a 2007
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Figure 32 : Prévalence de la tremblante classique en fonction de la dentition et du canal de
surveillance pour la période 2002-2007 et IC 95%

En ordonnées : prévalence en %o, en abscisses : canal de surveillance, Ab= « Abattoir, Eq = Equarrissage, 2002/5 : période
2002 a 2005, 2006/7 : période 2006 a 2007
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Pour la tremblante classique (Figure 32), les tendances ne sont pas significatives (p=0,5) et assez
homogenes sauf pour la période 2002-2005 a ’équarrissage ou la classe 2-4 ID est moins a risque
que les autres.

Compte tenu de la qualité des données sur I'age, il est délicat d’essayer d’analyser plus finement ce
phénomene.

Age et génotype des cas

A

La distribution de l'dge des cas en fonction du génotype a été déterminée en fin d’étude, et
seulement pour une fraction des cas pour lesquels un dge précis a pu étre déterminé et le
génotypage aux codons 136, 141, 154 et 171 analysé. Compte tenu des différences entre canaux de
surveillance, les cas détectés a I'abattoir et a 'équarrissage sont reportés séparément (Figure 33 et
Figure 34).

L’examen de ces données, dont la qualité est contestable, ne suggere pas de tendance particuliere.

Les cas des génotypes les plus sensibles (AFRQ/AFRQ) ne semblent pas plus jeunes que les autres.
Les courbes ne présentent pas vraiment de modes et sont assez étalées.
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Figure 33 : Distnbutlon de r ﬁge des cas de tremblante atyp1que par génotype
En ordonnée : nombre de cas, en abscisse Age en année, en gris foncé : abattoir, en gris clair : équarrissage, seuls les

génotypes pour lesquels n > 10 ont été représentés

Les données obtenues pour la tremblante classique ne sont pas non plus riches d’enseignements,
on observe que les cas sont plus jeunes que les cas de tremblante atypique, quel que soit le
génotype mais on ne peut affirmer que les cas du génotype le plus sensible (VLRQ/VLRQ) soient
les plus jeunes, contrairement aux résultats issus d’études plus fines de troupeaux atteints et qui
reposent sur des données plus fiables. Cela peut provenir de I'existence de différentes souches de
tremblante classique dont les effets ne sont pas les mémes en fonction de la structure génétique des
foyers.
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Figure 34 : Distribution de 1'dge des cas de tremblante classique par génotype
En ordonnée : nombre de cas, en abscisse dge en année, en gris foncé : abattoir, en gris clair : équarrissage, seuls les

génotypes pour lesquels n > 10 ont été représentés

2.2.7. Discussion

Surveillance active

A partir des données de la surveillance active des EST chez les petits ruminants en France entre
2002 et 2006, il a été possible de décrire la prévalence des deux formes de tremblante et leur
évolution dans le temps. Entre 2002 et 2006 les taux de sondage ont subi des variations en fonction
des années, des especes et des programmes de dépistage (équarrissage, abattoir). L'estimation de la
proportion d’exploitations sondées s'avere délicate et varie selon la référence prise pour le
recensement des exploitations. Par exemple, le registre d'immatriculation national comptabilise les
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détenteurs deés le premier animal déclaré, a la différence des recensements Agreste qui ne
comptent que les exploitations professionnelles. Aussi, aucun de ces deux dénominateurs n’est
entiérement satisfaisant. Les estimations a partir de ces deux sources s’accordent cependant pour
indiquer qu'entre 2002 et 2005, moins d'un quart des exploitations de petits ruminants ont eu au
moins un animal testé. En ajoutant 1'année 2006, c'est plus de la moitié (sans doute pres des trois
quarts) des exploitations de petits ruminants qui ont eu au moins un animal testé.

En l'absence de données sur les effectifs des exploitations sondées en France, la capacité de
détecter un foyer en fonction du nombre d’animaux testés est difficilement estimable. On observe
en toute logique que la probabilité de détecter une exploitation atteinte de tremblante augmente
avec le nombre d'animaux testés dans 1'exploitation. Cette relation a été déja observée par d’autres
pour la tremblante classique (Hopp, Ulvund et al., 2001 ; Hopp, Webb et al., 2003; Healy, Hannon
et al., 2004 ; Philippe, Ducrot et al., 2005 ; Green, Del Rio Vilas et al., 2007 ; Boehning and Del Rio
Vilas, 2009) et la tremblante atypique (Green, Del Rio Vilas et al., 2007). A propos de la tremblante
classique, Boehning et al. ont par ailleurs montré que la relation n’était pas linéaire mais qu’elle
impliquait des modifications du risque associé au biais de surveillance et au mode de diffusion de la
maladie dans les grands troupeaux (Boehning and Del Rio Vilas, 2009).

Une hétérogénéité géographique des taux de sondage a été constatée. Méme pendant la phase
d’exhaustivité des programmes, décidée chez les ovins en 2006 a 'équarrissage puis a I'abattoir, il
n’a pas été possible d’atteindre des taux de sondage homogénes sur le plan géographique. Ainsi, la
région PACA a eu un des plus faibles taux de sondage, méme depuis 'introduction du dépistage
exhaustif. Les Pyrénées-Atlantiques ont également connu un relativement faible taux de sondage
en 2006, ce qui est regrettable car ce département sert par ailleurs d’observatoire pour un certain
nombre d’études épidémiologiques (Barillet, Palhiére et al., 2004 ; Corbiére, Barillet et al., 2007).
Cela pourrait traduire un probléme conjoncturel : le manque de nourriture pendant la période de
sécheresse de 2006 a pu entrainer une réforme précoce d’'une partie des animaux (Corbiere F.
communication personnelle). Au-dela des problemes conjoncturels ne permettant pas d’atteindre
les objectifs de nombre d’animaux a tester dans certains départements, il est probable que des biais
de sélection des animaux se soient maintenus entre 2002 et 2008, éventuellement dus a un
échappement volontaire ou non de la part des éleveurs. Cette hétérogénéité du taux de sondage
dans le temps et l'espace a pour conséquences : i) une estimation moins précise de la prévalence de
la tremblante classique dans les zones moins sondées, et donc une estimation biaisée de la
prévalence nationale brute (Morignat, Cazeau et al., 2006) sachant que la prévalence de la
tremblante classique n’apparait pas homogene sur le plan géographique, ii) une sous-estimation de
la prévalence de la tremblante classique si un échappement volontaire de la part des éleveurs a
lieu. Cependant, cela ne concernerait vraisemblablement qu'un nombre limité d’animaux, car la
positivité de I'obex pourrait étre précoce par rapport a I'apparition des signes cliniques, iii) un biais
supplémentaire dans l'estimation de la prévalence de la tremblante atypique. En effet,
I'hétérogénéité géographique des taux de sondage est accentuée par la répartition géographique
inégale de l'utilisation des tests rapides capables de la détecter. Le taux d’utilisation des tests
BioRad/Idexx a augmenté au cours du temps et globalement plus de 60% des tests ont été réalisés
avec un test permettant la détection de la tremblante atypique. L'impact de ce biais sur
I'estimation de la prévalence nationale dépend de I'hétérogénéité spatiale du risque de tremblante
atypique qui sera étudiée dans le chapitre 4.
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Le programme de surveillance active des EST des petits ruminants a fourni une quantité
importante de données mais de qualité discutable. Pourtant, dés ses premiéres années de
fonctionnement des critiques constructives ont été formulées par 'AFSSA (AFSSA, 2004) et ont
fait 'objet d’'un stage de I'école nationale des services vétérinaires (ENSV) (Beloeil, 2003). En 2007,
des recommandations avaient également été émises sur les mémes points: standardisation des
protocoles, gestion des données et controle des biais de sélection. L’augmentation du nombre de
tests n’a pas permis de corriger ces défauts mais elle augmente la quantité de données disponibles
aboutissant a des estimations tres précises mais pas toujours exactes.

Prévalence en fonction du canal de surveillance

Au cours de la période 2002-2008, la prévalence de la tremblante classique était supérieure a
I'équarrissage (0,69%o) par rapport a l'abattoir (0,16%0) d’un facteur 3,6. Ceci est conforme a la
plupart des observations faites dans d’autres pays (Bird, 2003; Del Rio Vilas, Ryan et al., 2005; Del
Rio Vilas, Hopp et al., 2007). Cet écart est vraisemblablement imputable aux animaux dont la mort
a été causée ou favorisée par les manifestations cliniques de la tremblante classique.

Pour la tremblante atypique ovine, on n’observait pas de différence significative de prévalence
entre 'abattoir et 'équarrissage entre 2002 et 2006 (Cazeau, Fediaevsky et al., 2007) par contre, sur
la période 2002-2008, la prévalence a I'équarrissage (0,73%o) était statistiquement significativement
supérieure a celle observée a I'abattoir (0,58%o). Le ratio des prévalences est de 1.3 ce qui n’est pas
trés éloigné de un, et si un peu moins d’animaux avaient été testés la différence ne serait pas
significative (en divisant les effectifs de cas et d’animaux testés en 2006-2007 par trois la différence
n’est plus significative). On peut donc considérer que cette différence bien que significative n’est
pas importante. Cela pourrait s’expliquer par I'age élevé a I'apparition des signes cliniques qui tend
a se confondre avec la durée de vie commerciale des animaux. Il est également possible que 1'age
réel des animaux testés a l'abattoir soit plus élevé qu’a I'équarrissage et que cela contribue a
augmenter la prévalence a I'abattoir. Enfin il n’est pas exclu que certains éleveurs réforment de
fagon anticipée des animaux maigres ou au comportement anormal, sans nécessairement suspecter
qu’ils soient atteints de tremblante, ce qui contribuerait a faire augmenter la prévalence de la
tremblante atypique a l'abattoir par rapport a I'équarrissage. Cela peut étre d’autant plus vrai que
I'évolution de la maladie serait lente, notamment par rapport a celle de la tremblante classique.

Prévalence au cours du temps

La prévalence de la tremblante classique ovine présente une diminution significative entre 2002 et
2008 a l'abattoir et a I'équarrissage, et n’était pas due aux erreurs de classification de 2002. Cette
diminution de prévalence est possiblement multifactorielle. Elle pourrait s'expliquer par un effet
du controle de la maladie dans les cheptels atteints, notamment grace aux restrictions de
mouvements et a la recherche des animaux appartenant a la cohorte de naissance du cas. Par
ailleurs, il a été montré que certains aliments concentrés avaient pu étre une source de
contamination pour la tremblante classique (Philippe, Ducrot et al., 2005). Les mesures de retrait
des MRS puis linterdiction des farines animales auraient contribué a réduire l'exposition
alimentaire a la tremblante classique. Compte tenu de la longue période d’incubation de la maladie
et de sa contagiosité modérée, il est vraisemblable que l'effet de ces mesures puisse se mesurer avec
un décalage de quelques années. La diminution de la prévalence peut également s’expliquer par la
sélection génétique des animaux résistants et I'élimination des animaux sensibles. Aux vues de
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Iéchantillon d’animaux génotypés, I’évolution des fréquences alléliques n’est pas statistiquement
significative. Cependant, la fréquence de I'allele ARR augmente et la fréquence de I'allele VRQ
diminue. Cette augmentation de portage de l'allele ARR est d’ailleurs proche du seuil de
significativité pour la race Lacaune (Khi-deux p = 0,06) qui connait une diminution marquée de la
prévalence de tremblante classique (entre 2002 et 2006, a I'abattoir Khi-deux de tendance : p<10°;
a 'équarrissage, Khi-deux de tendance : p<10-). Une évolution récente de la structure génétique
ne pourrait étre observée que parmi la population la plus jeune, qui n’est actuellement pas testée.
Par ailleurs, les élevages sélectionneurs connaissent déja une évolution favorable de la structure
génétique de leur troupeau (AFSSA, 2007a), celle-ci étant d’autant plus rapide que 'insémination
artificielle est pratiquée. Au niveau de la population générale, I’évolution est plus lente.

La prévalence de la tremblante atypique semble nettement plus stable. La faible décroissance
observée a l'abattoir pourrait résulter de biais démographiques car elle n’est pas observée a
I'équarrissage. En 2008, la prévalence a I’équarrissage était légérement plus basse qu'en 2007, mais
de fagon non significative et cela pourrait correspondre a des fluctuations aléatoires. Il n’y a pas de
tendance significative a la baisse depuis 2002 a I'équarrissage mais les données observées nous
invitent a rester attentifs a d’éventuelles évolutions. Si une baisse de la prévalence de la tremblante
atypique était effectivement en cours dans la population générale, et qu'on ne la détectait pas a
I'équarrissage, cela pourrait s’expliquer soit par le fait que I'abattoir serait plus sensible ou plus
précoce pour la détecter soit par l'existence d'un biais compensateur a I'équarrissage. Etant donné
que 'équarrissage est le canal ou sont détectés les animaux a risque, il semble logique que ce canal
soit également plus sensible pour détecter une évolution, ce qui semble d’ailleurs le cas pour la
tremblante classique. Cela est toutefois a nuancer en fonction de parametres démographiques
comme 1'dge moyen plutdt plus bas a I'équarrissage et a d’éventuelles différences génétiques que
nous n’aurions pas pu détecter. Des mortalités importantes dues a la fievre catarrhale ovine en
2007 et en 2008 ont du contribuer a faire baisser I'dge moyen a I'équarrissage et a y introduire des
animaux morts d’autre chose ce qui aurait tendance a entrainer une baisse de la prévalence.

Il est possible que la fluctuation de la prévalence de la tremblante atypique soit liée a des
fluctuations démographiques a I'abattoir, notamment des évolutions de la répartition mensuelle
des animaux testés en fonction des années et dues a des modifications des objectifs des plans de
surveillance. Les animaux les plus agés étant principalement abattus a la belle saison, les années
pendant lesquelles les tests ont été moins nombreux en début d’année pourraient avoir des
prévalences légérement plus élevées. Il est toutefois difficile de confirmer cette hypothése en ne
disposant que d’indicateurs grossiers pour 'dge des animaux testés. Par ailleurs, I'utilisation des
tests recommandés pour la détection de la tremblante atypique a partir d’échantillons de tronc
cérébral a augmenté au cours du temps, ce qui a pu avoir pour conséquence d’inclure des zones ou
les ovins étaient moins atteints. Dans ce cas, on devrait assister a une stabilisation de la prévalence
au cours du temps. On doit également s’attendre a conserver des fluctuations aléatoires du nombre
de cas qui, si elles sont nettement visibles sur une répartition mensuelle et sont lissées sur la
répartition annuelle, restent toutefois perceptibles sur la répartition annuelle. Quoiqu’il en soit la
prévalence de la tremblante atypique ovine en France n’augmente pas et nous considérons qu’elle
est stable ou tres légerement en baisse ce qui indique que les mesures prises pour le contréle de la
tremblante n’ont pas eu autant d’influence que pour la tremblante classique. La discussion et
I'interprétation de cette stabilité sera reprise dans I’étude suivante et dans la discussion générale.
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Abstract

Background

The development of active surveillance programmes for transmissible spongiform
encephalopathies of small ruminants across Europe has led to the recent identification of a
previously undetected form of ovine prion disease, ‘atypical’ scrapie. Knowledge of the
epidemiology of this disease is still limited, as is whether it represents a risk for animal and/or
public health.

The detection of atypical scrapie has been related to the use of only some of the EU agreed rapid
tests. Information about the rapid tests used is not, as yet, available from public reports on the
surveillance of transmissible spongiform encephalopathies in small ruminants. We collected
detailed results of active surveillance from European countries to estimate and to compare the
prevalence of atypical scrapie and classical scrapie in sheep for each country stratified by each
surveillance stream; healthy slaughtered and found dead adult sheep.

Results

From the 20 participating countries, it appeared that atypical scrapie was detected in Europe
wherever the conditions necessary for its diagnosis were present. In most countries, atypical
scrapie and classical scrapie occurred at low prevalence level. The classical scrapie prevalence
estimates were more variable than those for atypical scrapie, which appeared remarkably
homogeneous across countries, surveillance streams and calendar years of surveillance. Differences
were observed in the age and genotype of atypical scrapie and classical scrapie cases that are
consistent with previous published findings.

Conclusions
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This work suggests that atypical scrapie is not rare compared to classical scrapie. The homogeneity
of its prevalence, whatever the country, stream of surveillance or year of detection, contrasts with
the epidemiological pattern of classical scrapie. This suggests that the aetiology of atypical scrapie
differs from that of classical scrapie.

Background

Classical scrapie (CS) is a transmissible, chronic, neurological disease affecting small ruminants
that was first described clinically in the 18th century [1]. It belongs to the group of diseases called
transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) together with, among others, bovine
spongiform encephalopathy (BSE) in cattle and Creutzfeldt-Jakob disease (CJD) in humans. CS has
a worldwide distribution with the exception of Australia and New Zealand, which are usually
recognized as free of CS [2].

BSE was first detected in 1986 [3] and the BSE-agent is the probable cause of variant Creutzfeldt-
Jakob disease (vC]JD) in humans [4, 5]. Sheep in Europe have most probably been exposed to feed
concentrates contaminated with the BSE-agent [6], and it cannot be ruled out that sheep might
have been infected with BSE in natural conditions. In experimental conditions, BSE-infection can
transmit horizontally between sheep [7], if such transmission occurred in usual husbandry
conditions, it is feared that BSE-infection might persist in the sheep population with potential
consequences for public health [8-10].

Because of this, the European Union (EU) introduced an active surveillance programme for TSE in
sheep from 2002. The surveillance programme targeted sheep older than 18 months, both those
sheep routinely slaughtered in abattoirs (healthy slaughter) and those sheep either found-dead or
killed but not intended for human consumption (fallen stock). A sample size was set for each
target population in each country [11, 12]. Later, the sample size requirements varied with
amendments to regulation EC 999/2001 in 2002 [13], 2003 [14], and 2006 [15]. EU member states
could test above these minimum requirements and non-EU member states were free to establish
their own objectives.

Scrapie Nor98 was first detected in sheep in Norway in 1998 [16]. After the introduction of the
active surveillance programmes in EU, scrapie Nor98 and TSEs in sheep designated "atypical
scrapie” or "Nor98-like" have been reported from several other European countries [17-23].
Atypical scrapie (AS) cases have been characterized by the distribution of pathological changes
and deposits of the disease-associated isoform of the prion protein (PrP5), which have been most
prominent in the cerebellum. The PrPS has not been detected in peripheral tissues. The PrPs
associated with AS cases has a characteristic Western Blot profile [16, 17] and animals with
specific prion protein (PrP) genotypes usually with the AHQ or AF141RQ allele are associated with
the occurrence of the disease [16, 24-27]. In 2005, the European Food Safety Agency (EFSA)
produced three documents, hereby used as reference. The first provided harmonised criteria to
discriminate between AS (including scrapie Nor98) and CS [28]. The other two documents
evaluated submitted tests. They recommended the use of eight tests (BioRad TeSeE (test A) and
BioRad TeSeE Sheep/Goat (test G), Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test Kit (test F), Enfer
TSE Test v.2.0 (test C), InPro CDI-5, Institut Pourquier Scrapie Test, Prionics Check LIA Small
Ruminants (test D), Prionics Check WB Small Ruminants (test B)) for the detection of CS on
brainstem samples. For the detection of AS, all tests above, except test D, could be used on
cerebellum or cerebrum samples but only three rapid tests (tests A, F and G) were recommended
for the detection of AS in brainstem samples [29, 30].

98



Chapitre 2

In a Norwegian case-control study, based on 28 cases and 102 controls, none of the risk factors
that measure transmission of scrapie between flocks by movement of animals or animal-to-animal
contact were significantly associated with the occurrence of scrapie Nor98. In Great Britain, a
study found that the flocks associated with atypical scrapie had a higher size and dealt with more
stock than control farms but no connection between atypical scrapie farms was found [31].
Different authors have observed that one or two additional case of AS have been found in only a
few flocks in which all or most of the adult sheep in flock were examined for TSEs when culled
due to the detection of an AS [16 , 20, 26, 32]. Although AS was reported in 2005 to be
transmissible into mice transgenic for ovine PrP [33] and into sheep [34] in 2007, the
epidemiological evidences cited above suggest either that AS is not transmissible by direct contact
between sheep, or that the transmission rate under natural conditions is low. Due to this and
because the distribution of PrP* has been limited to the CNS, a spontaneous aetiology for AS has
been suggested [16].

In 2005 data on AS were collected from 13 countries in a questionnaire-based study [35]. The
results of this study showed firstly that 95% of AS cases were detected by the BioRad
Platelia/TeSeE rapid test (which represented 42% of the total number of tests) and secondly that
the prevalence of AS was more similar between countries than the prevalence of CS was. It was
suggested that the differences in the prevalence of AS might partly be explained by differences in
sampling with regard to the surveillance streams and differences in the age structure or PrP
genotype distribution of the population. However, these hypotheses could not be tested due to
lack of data.

The aim of this work has been to estimate and to compare the prevalence of AS and CS in sheep
for each country stratified by surveillance stream for the period 2002-2006.

Results

Participation

Twenty-three replies were returned from 22 countries and the Basque country of Spain. Three
replies were excluded from the analysis because of missing information. Data from the following
20 countries or region within a country (hereafter called country) were included in the analysis:
(Basque Country (Spain), Belgium, Cyprus, Czech Republic, Denmark, Estonia, Finland, France,
Great Britain, Iceland, Ireland, Italy, Lithuania, Northern Ireland, Norway, Portugal, Slovenia,
Sweden, Switzerland, The Netherlands).

Bias in the surveillance programmes

Most countries (14/20) considered that animals tested within the healthy slaughter programme
were representative of the slaughtered population, the other six considered that some biases could
have occurred.

Diagnostic tests used

The number of test results available and the type of diagnostic test used in active surveillance
varied between countries. A total of 1,764,056 tests results were reported. Fifteen different
diagnostic tests or combinations of tests were represented. Test A was the most common. This was
used in 15 countries and represented 50% of the total number of analyses. The second most
commonly used was test B, which was used in eight countries and represented 23% of the total
number of analyses (Tableau 13).
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The large-scale active surveillance programmes started in 2002; although some countries started
earlier in healthy slaughter (Ireland, Iceland, Lithuania, Norway ) or in fallen stock (Estonia,
Iceland, Lithuania, Switzerland ) populations, it was decided to limit the analysis to surveillance
data from 2002 and onwards.

From 2002 to 2006, 56% of the samples in healthy slaughter and 42% of the samples in fallen stock
were examined using test A. The overall use of tests recommended for the detection of AS in
active surveillance varied between countries (Figure 35) and with time. In 2002, ten countries
(Belgium, Estonia, Finland, France, Great Britain, Italy, Lithuania, Norway, Portugal, Sweden )
used test A; by 2005 it was used by 15 countries ( as above plus Basque Country, Cyprus, Iceland,
Northern Ireland, Switzerland ). The proportion of samples examined by test A has also increased
in countries that used several tests. In 2006, tests A, F and G were used for examination of 73%
and 53% of the samples in healthy slaughter and fallen stock, respectively.

Case detection

Fourteen countries reported AS cases. It was the only TSE in sheep reported in four countries
(Figure 36). Five countries detected CS cases only. Most (94%) of the AS cases and 43% of the CS
cases were detected by test A (Figure 37).

Classical scrapie prevalence estimates

The annual national CSPE for each surveillance stream, for which the number of tests exceeds
500, is presented in Figure 38 to Figure 41 (for prevalence estimates for years with less than 500
tests [see Fichier additionnel de l'article 1 : détails des prévalences de tremblante atypique et de
tremblante classique estimées dans les différents pays européens, p. 313]). Due to higher values of
the CSPE in Slovenia and due to lack of separation of AS and CS cases in data from Cyprus the
estimates from these countries are reported in separate figures (Figure 40 and Figure 41).

For each year and country in which at least one CS case was detected, and more than 500 animals
were tested, the CSPE in healthy slaughtered animals varied from 0.03%o [0.0; 0.2] in Switzerland
in 2004 to 2.8%o [0.3;10.1] in Northern Ireland in 2005 (150.9%0 [105.6;206.3] in Cyprus in 2004
for TSE positive). The CSPE in fallen stock varied from 0.2%o [0.0;1.2] in Norway in 2006 to 22%o
[15.3;29.5] in Slovenia in 2005 (245.6%o [169.8;335.1] in Cyprus in 2003 for TSE positive). CSPE
was null in 48 country-years and 6 countries did not detect any CS case.

Atypical scrapie prevalence estimates
Fourteen countries reported AS cases and it was the only TSE in sheep reported in four countries.
The annual national prevalence estimates of AS (ASPE) for each surveillance programme are
presented in Figure 42 and Figure 43.

For each year and country in which at least one AS case was detected and more than 500 animals
tested, the ASPE in healthy slaughtered animals varied from 0.1%o [0.0;0.3] in Switzerland in 2004
to 1.4%o [0.8;2.3] in Great Britain in 2005 and the ASPE in fallen stock varied from 0.3%o [0.0;1.5]
in Norway in 2005 to 2.5%o [1.0;5.2] in Great Britain in 2003. ASPE was null in 15 country-years
and 5 countries did not detect any AS case.

Variability of classical scrapie prevalence estimates
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The CS prevalence was significantly higher in fallen stock than in healthy slaughter in seven
countries according to logistic regression models (Tableau 14). Six countries had detected CS but
without significant difference in the CSPE between streams. Out of these, CS cases had been
detected in three (Basque country, Norway, Switzerland) only occasionally. The prevalence in
fallen stock was higher than in healthy slaughter in Belgium, although not significantly so (p-
value = 0.06) and the prevalence in fallen stock was lower than in healthy slaughter in two
countries (Czech Republic, p-value = 0.07 and Northern Ireland p-value = 0.35).

The detection of CS cases also varied with time. In seven countries (Basque country, Belgium,
Czech Republic, Iceland, Northern Ireland, Norway, Slovenia), CS cases were not detected in
every year, in Switzerland one case was found during the single year of surveillance. There was
time-dependent variability of the CS prevalence in five countries, including Cyprus for TSE
positives in the healthy slaughter population only, and Ireland in the fallen stock only. The trend
was a decrease with time in all countries except Italy and Great-Britain. The results of the Chi-
square linear trend test were consistent with the results of the logistic regression model, except for
Italy where the trend was significant in healthy slaughter (2 = 6.39, df = 1, p-value = 0.01) but not
in fallen stock (2 = 1.42, df = 1, p-value = 0.23).

Variability of atypical scrapie prevalence estimates

No significant difference between the streams was found in ten countries that detected atypical
scrapie (all p-values > 0.1 and OR close to 1). In four countries, the AS prevalence was
significantly higher in fallen stock than in healthy slaughter (Tableau 14).

In seven countries (Basque country, Belgium, Finland, Iceland, Northern Ireland, the Netherlands,
Sweden) AS cases were not detected in every year. No time-dependent variability of the AS
prevalence was found using logistic regression with adjustment on surveillance stream and time,
parameterised as a categorical variable. However, there were some discrepant results depending on
the parameterisation of the variable time. Significant time dependant effects were found when
time was set as a continuous variable or using the Chi-square test for linear trend: significant
decreases were found in France in healthy slaughter (x2 = 4.45, df = 1, p-value = 0.03), in Great
Britain in fallen stock (2 = 6.84, df = 1, p-value = 0.008), in Norway in fallen stock (y2 = 3.90, df =
1, p-value = 0.05) and an increase in Portugal in healthy slaughter (y? = 11.13, df = 1, p-value =
0.0008).

Comparison of atypical scrapie and classical scrapie prevalence estimates

Differences between the ASPE and the CSPE were found in six countries (Tableau 15). In France
and Great Britain, the ASPE was less than the CSPE in fallen stock. For the other countries with a
significant difference, the ASPEs were greater than the CSPEs. The countries where no significant
difference was found had relatively less samples tested than the other countries. The ORs could be
calculated in both surveillance streams for four countries. In these countries, the ORs in the
healthy slaughter stream were higher than the ORs in fallen stock. In particular, the probability
(as a ratio) of detecting an AS case (rather than a CS one) was three to six times higher among
healthy slaughter animals compared to fallen stock.

Probability to detect at least one case of AS
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If one expects a country ASPE to be similar to the average European ASPE, this prevalence could
be estimated by the ratio of the total number of AS cases detected by test A, F or G over the total
number of tests A, F or G, which was 0.65%o for the 20 respondent countries.

The sensitivity of the surveillance programme can be simulated to range from 50% to 100%.

A numerical example (Tableau 16) shows that given the number of samples examined with tests A,
F and G in Estonia (4092) and in Lithuania (1933) the probability that no case is detected (given
the assumed “design prevalence” of 0.65), even with a perfect sensitivity of the surveillance
programme (Se = 100%) is higher than 5% (respectively 7% and 30%).

Comparison of the age of the cases

Data on the age of 1370 cases detected in healthy slaughter, fallen stock and TSE eradication
programmes were provided by 15 countries. AS cases were reported in all classes of age over 18
months (Figure 44) and they were older than CS cases in healthy slaughter (p-value < 1.10%) and
in fallen stock (p-value < 1.10%). Also, there was no significant difference between the age of AS
cases in healthy slaughter and fallen stock (p-value = 0.14) although CS cases were older in
healthy slaughter than in fallen stock (p-value = 0.001).

Description of the genotype of the cases

Eighteen countries provided the PrP genotype of 1258 cases detected in healthy slaughter and
fallen stock (Figure 45).

The distribution of the allele frequencies (Tableau 17) between AS and CS cases was different in
healthy slaughter ( 2 = 300.6, df = 4, p-value < 10-°) and fallen stock (y? = 384.4, df = 4, p-value <
10°). In both streams, the frequency of ARR and AHQ carrier was higher in AS cases than in CS
cases and the frequency of VRQ carriers was lower in AS cases than in CS cases. The allele
frequency in the two surveillance streams was similar for AS (y? = 2.547, df = 4, p-value = 0.63). In
contrast the allele frequencies differed for CS (y2 = 45.6, df = 4, p-value < 3.10°) with more ARR
carriers and less ARQ carriers in healthy slaughter compared to fallen stock.

Discussion

This study of the active surveillance for ovine TSEs in 20 European countries has produced
estimates of the detected prevalence of both CS and AS over the time period 2002 to 2006, with
respect to the surveillance stream. This extends previous studies on scrapie prevalence in Europe
which have either been limited to one region or country [36-39] or have not discriminated
between CS and AS [40, 41].

The capacity to determine the presence of either type of scrapie infection will depend on the true
prevalence of disease and on several aspects of the surveillance programme. These are firstly, the
ability to detect scrapie infection (if it is present) with the use of an appropriate screening test;
secondly, the ability to confirm that diagnosis with relevant confirmatory tests; thirdly, the
number of samples tested, and fourthly, the design of the surveillance programme. The latter
includes many components from the structure of the sampled population to the sampling
methodology used.

The detection of atypical scrapie — appropriate tests
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The finding that the detection of AS was associated with the use of test A is consistent with the
previous results presented by Noremark et al. [35] and case reports from France [18], Germany
[18], Great Britain [21], Ireland [20], Norway (as Nor98) [16], Portugal [22], Spain [23] and
Sweden [17]. The tests recommended in the EFSA evaluation account for an increasing proportion
of the total screening tests used (data not shown). It probably explains why AS cases have now
been detected in the Basque country (Spain), Denmark, Finland, Iceland, Italy, and the
Netherlands, in addition to the eight European countries where the disease has been previously
reported [17, 18 , 19-22]. Neither Ireland nor Slovenia had used screening tests recommended for
the detection of AS and AS was not reported via active surveillance in these countries. Two AS
cases have, however, been reported from Ireland through the surveillance of clinical cases [20],
which demonstrates that AS is present within the Irish sheep population. We observed that in two
countries, test H and a modified version of test B have detected two AS cases each out of 18,940
and 13,529 tests respectively. However according to the trials organised by the EFSA [29], these
tests could have a lower sensitivity, and by the end of 2006 they were still used on a limited scale
compared to tests A, F or G which may explain why they were less frequently associated with the
detection of AS case.

Probability to detect at least one case of AS

Estonia and Lithuania have regularly used test A but have not reported any case of AS. However,
in these countries the total number of samples tested with screening tests recommended for the
detection of AS is still relatively low. If AS is present at the estimated European average AS
prevalence, Estonia has more than a five per cent chance of not yet detecting AS, whilst for
Lithuania this chance exceeds 25 per cent. Therefore, AS is not necessarily absent from these
populations, but might have remained undetected by chance because sufficient numbers of
appropriate tests have not yet accrued.

The confirmation of atypical scrapie

Most countries reported that their diagnostic capacity to confirm AS was established in 2004.
Some countries then retrospectively confirmed inconclusive diagnostic screening test results from
previous years. These cases have been included when calculating the AS prevalence estimates. If
not all samples with inconclusive results were retested, it could lead to an underestimation of the
prevalence of AS.

Cyprus, is experiencing an epidemic of CS [42]. Discriminatory tests performed on 838 Cypriot
TSE cases detected through TSE eradication programmes have not found any AS (P. Stylianou,
personal communication). Although these samples are from outbreaks and are biased towards CS,
we consider it probable that the majority of TSE-cases in Cyprus are CS. Therefore, we find it
justified to compare the prevalence estimates on TSE cases in Cyprus with the prevalence
estimates of CS from other countries. Nevertheless, the presence of AS cases cannot be ruled out.

The prevalence of scrapie (atypical and classical)

At less than nine per thousand animals tested in either surveillance stream from the majority of
countries, both types of scrapie can be considered as rare diseases. The exceptions are Slovenia,
which has a slightly higher prevalence ( < 30%o) of CS in the fallen stock stream, and Cyprus for
TSEs. The latter is a small, enclosed population with high connectivity that is in the throes of a
(comparatively) recent scrapie epidemic [42].

In four countries (Portugal, Denmark, Sweden and Finland) AS cases were detected through the
active surveillance programme, in the absence of any case of CS in sheep. The upper limit of the
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confidence intervals of the prevalence estimates of the CS in these countries suggest that if the
disease exists it occurs at a very low level, yet one cannot conclude freedom of the disease. The
single case of CS found in 2006 in Norway after five years of active surveillance and 95,000
samples tested illustrates that CS could remain undetected by the current surveillance programmes
for a long time, as during the same period four cases of CS were found through passive
surveillance. This is probably due to a low overall sensitivity of the surveillance programmes. A
lack of sensitivity of test A to detect CS cases in VRQ allele carriers such as suggested by [43] could
be part of the explanation. However, in countries using different tests in parallel, the CSPE did not
vary with the nature of the test used (data not shown).

Under-estimation of prevalence estimates

Active surveillance for the estimation of the apparent prevalence of infection of scrapie will
always be an under-estimate of the true prevalence of infection. This is due to the long incubation
period and the current absence of a detectable early marker for infection. Furthermore, even if the
sheep tested within the healthy slaughter population are thought to be representative of the
slaughtered population, this does not equate to the standing population. For example, in Great
Britain the healthy slaughter population has been used to estimate the prevalence in the national
flock [37, 44]. Differences in the age structure of source and sampled population could be a source
of bias that could not be ascertained in the absence of reliable data.

The evaluation of EU agreed diagnostic tests [29, 30] did not include quantification of their
sensitivity, which may differ from test to test. The overall sensitivity will be dependent on the
stage of the disease and some infected sheep will remain undetected [45 , 46]. The same may be
true for the screening test used on CSPE [43].

The estimation of the prevalence of AS is further complicated by the different tissue distribution
of PrPS compared to CS. The EFSA evaluation of small ruminant TSEs tests estimated the capacity
to detect Nor98 cases in cerebrum samples [29, 30]. The obex is the tissue that is usually analysed
in active surveillance programmes, as it is the site used for the discriminatory testing of TSEs in
sheep to exclude BSE. The presence of PrP* in the obex is not a consistent finding in AS, whilst
the cerebellum is a site of increased deposition. Existence of cerebellum fragments in brainstem
samples might explain the positive results for some cases [16 , 17-22, 32, 47]. Although the
inclusion of a sample from the cerebellum has been recommended since January 2005 [48] it is not
mandatory to test it. The inclusion of cerebellum fragments in the samples analysed will thus
increase the likelihood of the detection of AS in that sample. If systematic differences in
application of this existed between laboratories, the prevalence estimates of AS might be biased.

Comparison of the prevalence of a scrapie-type between surveillance streams within a country

Higher prevalence estimates of scrapie in the fallen stock stream when compared with the healthy
slaughter stream have been reported previously [49]. This may be due to increased mortality
amongst scrapie-infected sheep associated with their scrapie-status i.e. scrapie-infected sheep are
less likely to survive to be submitted for healthy slaughter. However, in [49], AS cases were not
distinguished from CS cases. In our study this situation was observed for CS in eight countries, and
in Cyprus for all TSE positive cases. In the six other countries, no difference between streams was
observed, which might be due to a lack of power to detect a difference, if it exists, due to the small
sample sizes.

Prevalence estimates of AS were higher in the fallen stock stream than in the healthy slaughter
stream in four countries (Finland, Norway, Portugal and Switzerland). This was not the case,
however, in four other countries (France, Great Britain, Iceland and Italy) where there was a
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difference observed for the prevalence of CS. Whether this reflects a true difference, or absence of
difference, is difficult to ascertain. Depending on countries, it may reflect selection biases in the
submission and collection of fallen stock schemes, and/or different farming and slaughter
practices. Alternatively, it could be explained by differences in the age structure between the
surveillance streams within a country. No difference was, however, observed in the age structure
in countries where it could be tested (Czech Republic, France and Norway). For both types of
scrapie, small sample sizes may have also explained the absence of observed difference between
streams. The ratios found, of AS to CS for the prevalence estimates in each of the surveillance
streams, could represent an actual difference in France, Great Britain and Italy, where large
number of animals have been tested and cases of either disease are regularly found. If an actual
difference does exist, one possible explanation could be a higher age at onset of clinical AS i.e.
sheep become sick closer to the end of their commercial lifespan.

Variation in the scrapie-type specific estimates within a surveillance stream over time

In our study, decreases in the prevalence estimates for CS over time were observed in four
countries and for the ovine TSEs prevalence estimate in Cyprus. This could result from a variety of
factors. These include the effect of genetic selection based on PrP genotype and the reduction of
sources of infection (control of animal movement, eradication programme, control exposure to
contaminated feed). Such reduction echoes results of studies that evaluated control strategies
based on mathematical models [42, 50-52].

In most countries, time was not a significant factor for ASPE. In France and Great Britain the
observed trends in ASPE could be spurious due to increased number of tests in 2006, the
discrepant outcomes between the Cochran Hermitage test and the logistic regression are more
likely to occur with unbalanced counts [53]. The tests that found significant effect in time assume
a linear variation of the prevalence which is not obvious. In addition, when the time variable is
parameterised as categorical, the estimates of the coefficients of each year should be ordered in
case of monotonic variation; this was not the case. The changes in the surveillance programme
design in 2006 could have resulted in selection bias, for instance, since the number of tests
increased in the second half of the year, the age distribution of animals tested in 2006 could be
different compared to other years. In Norway, the decreased prevalence in fallen stock could be
due to selection biases (such as a decrease in reporting when farmers realized that older animals
were at higher risk for AS) and/or changes in the age structure of the sampled population. In
Portugal unreported changes may have occurred in slaughterhouse operations; all slaughtered
sheep were supposed to be sampled, yet the number of tests increased from 42,753 in 2004 to
53,748 in 2006. This would represent a 25 per cent increase in the slaughter throughput, over the
two years period. In these four countries trend would need to be confirmed by future
observations.

Genetic variability

It has previously been reported that the role of PrP genetics differs in AS compared to CS. In the
latter the risk of developing clinical scrapie is greater for those sheep with the VRQ/VRQ,
ARH/VRQ, ARQ/VRQ and ARQ/ARQ genotypes when compared with those that carry the AHQ
and ARR alleles [54, 55]. There is little work published on the relative risks of infection [56, 57],
although genotype-specific prevalence estimates by screening test have been published for the
early British active healthy slaughter stream [43]. What makes AS so remarkable is the
involvement of alleles usually associated with low to negligible risks of clinical scrapie [25-27, 58].
The case data in the current study are consistent with these previously reported findings, it also
exhibits the rarity of cases in animals carrying the VRQ allele.
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The impact of the genetic structure of the tested sheep populations could not be assessed here.
Although results from surveys on genotype from healthy population were provided and/or
published [58-64], information on the codon 141 is required when considering the risk of AS.

Age

Clinical scrapie is generally thought to occur most frequently in two to five year old sheep [65].
Analysis of surveillance data gave a mean age at death between 40 and 50 months of age [66] for
clinical cases in the USA, and a peak incidence in three to four year old animals in Great Britain
[41]. The high numbers of CS cases in the 18-36 months and 36-60 months categories, (and low
numbers in the over 60 months categories) for those culled in eradication programmes and fallen
stock, observed in our study are consistent with these published findings. The different profile for
the age of CS cases in the healthy slaughter population most probably reflects a different
underlying age distribution i.e. an older population from which CS cases have already been lost,
either as clinical cases, fallen stock, or culling activities. In contrast, in our study, there is no 18-36
months old peak for AS cases; only an increase in numbers with age in the healthy slaughter and
fallen stock populations. This is similar to findings reported from a German study [26]. Whether
the difference between the age distributions of CS and AS is a function of survival, genotype,
incubation period or age susceptibility remains to be established.

Bias in the surveillance programmes

The main potential for bias was the over-representation of certain flocks and possible geographical
biases due to sampling rates applied in the different regions [39]. In addition, diagnostic
laboratories in different regions in some countries used different tests, including those not
recommended to detect AS. In some countries, there was the potential for seasonal bias either
because of a change in the use of the tests during the year or, for 2006, because data did not cover
the full year. For example, seasonal differences in the numbers submitted could bias the
prevalence estimates if there were differences in the age distribution, or the breed of animals
submitted that was related to the annual pattern of production, and if age or breed was associated
with the outcome — a positive test result. However it is difficult to ascertain how such biases
would influence the results without a dedicated study for each country.

In many countries, collection of fallen stock was voluntary or had been only recently organised on
a compulsory basis. It was, therefore, expected that an important, but unknown, number of sheep
that died on farms were not submitted for sampling. Difficulties to organise a proper TSE
surveillance in small ruminants and especially in fallen stock was already stressed by the Scientific
steering committee in charge of this matter [67]. The inclusion of animals that originated from
known infected farms was reported in France (2002) [39] and in Ireland (2003 to 2006). In France,
the decreasing trend observed in fallen stock for the CSPE is still significant for the period 2003 to
2006. In Norway, where there was no rendering plant, dead animals were reported to veterinary
officers and TSE suspects animals were preferentially sampled. This could contribute to the
explanation of the higher chance to detect AS in fallen stock.

Demographic differences

In both surveillance streams, demographic differences in the ovine population, especially those
based on age and PrP genotype could influence prevalence estimates. No reliable data are
currently available to standardise these figures, which is why no between countries comparison
was performed. If such demographic data were collected then it might be possible to compare
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active surveillance data between countries. These limitations in the data also apply to data
collected during TSE eradication programmes; age and PrP genotype denominator data are vital.
Here, seven countries reported that they had detected more than one case in the same farm, but
we have no further information on the monitoring activities or the characteristics of these farms.

Comparison of the prevalence of atypical and classical scrapie within countries

Comparison of estimates of the prevalence of AS and CS is a complex issue. Firstly, the potential
biases in the structure and implementation of the surveillance programmes, including the
challenges of the diagnosis of AS can affect the result. Secondly, each country has its own scrapie
history with respect to its presence, introduction, establishment and control activities. Thirdly,
some differences might not have been detected because of only a limited number of tests or of
cases.

In two countries - Portugal and Sweden - where scrapie was not reported for decades or was never
reported, there was an increased chance to detect AS, compared to CS. So it could be considered
that if CS were present, notwithstanding selection biases in the surveillance programme, it existed
at an extremely low level. In contrast, in three countries where CS exists and there have been a
large number of tests - France, Great Britain and Italy — there was higher chance to detect CS in
the time period studied, compared to AS in fallen stock. It was also the case in the Netherlands
when comparison was done upon tests B modified and H. In both France and Great Britain,
however, there was increased chance to detect AS in the healthy slaughter stream.

For France, Great Britain and Italy, the method used to test the differences between the scrapie-
type prevalence estimates was not ideal since it assumes an absence of interaction between disease
and time. This was not the case as the trend in time was found to be statistically significant, but
did not have a strong slope. Hence, the methodology might not be sufficiently robust for these
conditions.

The ORs of the two types of scrapie by stream provides a way to measure if the two streams of
surveillance within a country have similar outcomes and if some general pattern could be
observed across countries such as France, Great-Britain, Norway and Portugal. However, the
values of these ORs depend on more than one factor and similar results could come from different
patterns. First, it depends on the contrast between AS and CS in each stream, the later being more
frequent in fallen stock, secondly it is supported by the fact that CS is more frequent in fallen
stock than in healthy slaughter. Eventually, it could indicate an higher probability of detecting AS
instead of CS in the healthy slaughter stream compared with fallen stock. This could be due to
some confounding effects. The different age distribution within the two streams, for instance, may
account for that since AS mostly affects the eldest animals. A lower diagnostic sensitivity for AS in
fallen stock could also contribute to that result, however such artefact has so far never been
described from diagnostic reports on AS.

From our study, it would appear that AS is present wherever the capacity to diagnose it exists and
a sufficient number of samples have been appropriately tested. In some countries that have no or
an extremely low prevalence of CS infection, AS exists at a low, constant and homogenous
prevalence between streams and countries. In other countries that have a more substantial
prevalence of CS, (even if it is potentially decreasing), AS occurs, again at a relatively
homogeneous prevalence. The homogeneity of the prevalence of AS in populations in which there
are such variations in the prevalence of CS in populations would suggest that the aetiology and/or
epidemiology of the two scrapie-types differ. The homogeneity of the prevalence estimates for AS
provides support for the argument that it is not an infectious process; this would require the same
conditions of transmission to exist in the different countries and for them to be different from the
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conditions of transmission of CS. Yet, these data do not exclude an infectious process in which the
transmission of AS occurs at a low level especially since low prevalence rates hinder observation
of differences. In addition, differences in the design of the surveillance programmes or in the
structure of the sheep populations, especially with respect to age and genetic, could hide actual
differences in the estimates of the prevalence of AS and since data was absent this could not be
assessed.

Conclusions

The Neuroprion task group on epidemiology of AS collected data on active surveillance of TSEs in
sheep between 2002 and 2006 from 20 European countries. This has provided the first opportunity
to compare the epidemiological situation of CS and AS simultaneously in different countries. This
descriptive study has shown that the prevalence estimates of CS and AS have different patterns;
the prevalence of CS has more variation than that of AS, which is remarkably homogenous. Since
some biases and differences between countries were reported but not quantitatively assessed, it
might be argued that the observed differences in the patterns of the prevalence of AS and CS are
due, at least in part, to such biases. However, it would be unlikely that biases in different countries
would consistently reduce the variability of ASPEs and not those of CSPEs. If complementary data
becomes available, further analysis could explore some of the differences between countries, e.g.
through adaptation of meta-analysis [49].

Methods

Data collection

In July 2006, a questionnaire was submitted to representatives of 27 European countries (Austria,
Belgium, Bulgaria, Cyprus, Czech Republic, Denmark, Estonia, Finland, France, Germany, Greece,
Hungary, Ireland, Italy, Latvia, Lithuania, Luxembourg, Malta, The Netherlands, Poland, Portugal,
Romania, Slovakia, Slovenia, Spain, Sweden, United Kingdom’ that were involved in scrapie
surveillance in accordance with EC regulation 999/2001 [48] with amendments and Iceland,
Norway and Switzerland. In each country, the questionnaire was sent to both the Chief
Veterinary Officer and the contacts of the country in the EU Network of Excellence Neuroprion
and former SRTSE Network. They were requested to co-ordinate the completion and return of the
questionnaire. A reminder was sent to countries in September and by the end of 2006 a
preliminary description of contributions was returned to each participant, in order to check and to
complete answers. Data collection was closed in May 2007.

The questionnaire covered information on both the design of the surveillance programmes for TSE
in each of the healthy slaughter and fallen stock populations of sheep and the results for each year.
For each surveillance stream (healthy slaughter or fallen stock), details of the sampling rate, the
age structure of the sampled population, the identified or potential biases and any changes made in
the surveillance programmes were requested. The number of sheep tested, the number of sheep
with positive test results for AS and CS, and the make and type of TSE screening tests used were
requested for each year of active surveillance from 2001 to 2006. Data on the age and genotype of
atypical and CS cases (detected by active surveillance or TSE eradication programmes) were
sought as well as data about PrP genotype frequencies from any sampled population within each
country. Each country was asked for information about when it had the capacity to diagnose AS.
A copy of the questionnaire is available from the corresponding author.
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Data analysis

The questionnaire data were entered in a MS Access database (Microsoft® Access 2000 version
9.0. Microsoft corporation, WA, USA), statistical analysis and graphics were performed with R
2.4.0 [68], and maps were created with MapInfo (MapInfo Professional Version 5.5. 1985-1999

Maplnfo corporation, NY, USA). For all statistical tests performed the significance level was set to
0.05.

Classical scrapie prevalence estimates

A ‘positive classical’ test result was a sample that was tested with any TSE screening test, gave a
positive result and was confirmed as meeting the diagnostic criteria for CS [28]. In Cyprus, where
discriminatory testing between CS and AS in active surveillance was not performed routinely the
positive cases are expressed as TSE positive cases. A ‘negative classical’ test result was a sample
tested with any screening test, that either gave a negative result or gave a positive result and
thereafter confirmed as meeting the definition of AS [28]. The CSPE was calculated as the number
of positive classical test results divided by the total number of screening test results, for each
country, year and surveillance stream. The CSPEs were expressed as percentages.

Atypical scrapie prevalence estimates

The sensitivity for AS of some of the screening tests used in ovine TSE surveillance has been
documented to be low [28] and we chose to include only the tests recommended for screening for
AS when using brainstem material only, namely test A, F and G. A ‘positive atypical’ test result
was a sample that was tested with either test A, F or G, gave a positive result and was then
confirmed as meeting the definition of AS [28]. A ‘negative atypical’ result was a sample that was
tested with either test A, F or G, and that either gave a negative result or that gave a positive result
which was not confirmed as meeting the definition of AS [28]. The ASPE was defined as the
number of positive atypical results divided by the sum of the positive and negative atypical test
results and was expressed as a percentage.

ASPE was calculated for each country, year, and surveillance stream from the time the country
was reported to have the capacity to diagnose AS. For each country and surveillance stream,
analysis of the detection of AS started from the period the country was considered able to diagnose
an AS case. Diagnosis of AS was taken to consist of having both the ability to detect (use of
appropriate screening test) and the ability to confirm AS (access to appropriate confirmatory
diagnostic tests). That period was set as the first complete year after the date on which the country
reported that it had the capacity to diagnose AS, and any of the tests A, F or G was used. If the
time from when the country reported that it had the capacity to diagnose AS coincided with the
introduction of any of the tests A, F or G, the corresponding year was included since all the tests
A, F or G performed during that year could have led to the detection of AS [see Tableau 19]. The
ASPE was not estimated for 2003 in Northern Ireland because the test A and C were reported
together.

Confidence intervals

Exact binomial 95% confidence intervals (CI) were computed for each prevalence estimate
[Fichier additionnel de I'article 1 : détails des prévalences de tremblante atypique et de tremblante
classique estimées dans les différents pays européens, p. 313].

The occurrence of each type of scrapie within a country
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Logistic regression was used in order to investigate whether, within a country, the prevalence
estimates varied between the two surveillance streams and/or over time. This was evaluated
separately for each country and scrapie-type.

The outcome variable was the logit transform of the number of positive test results divided by the
total number of negative and positive test results, as defined above in the estimates of prevalence
for each scrapie-type. The explanatory variables were the surveillance stream (healthy slaughter
or fallen stock, with healthy slaughter as the stream of reference) and year of surveillance. The
year of reference of surveillance was the first year of surveillance applicable to the given country
for the scrapie-type under investigation. The effect of the inclusion of each explanatory variable
was tested by log-likelihood ratio test.

If the year of surveillance was found as a categorical variable, then both a linear effect over time
and an interaction with the surveillance stream were tested for. Differences in prevalence
estimates by year of surveillance were also tested for using the Chi-square test for linear trend.

If one of the two surveillance streams had only zero values, the effect of the year of surveillance
was tested by using exact logistic regression. In the absence of a significant effect of the year of
surveillance, all years were pooled and the Fisher exact test was performed to test for differences
in the prevalence estimates of the two surveillance streams.

Comparison of the prevalence of the two different types of scrapie within a surveillance stream
and within a country

The comparison of the prevalence of the two types of scrapie was performed, within a surveillance
stream, by using the Mantel Haenszel test adjusted on year, or the Pearson Chi-square test if data
from only one year of surveillance were available.

Probability to detect at least one case of AS

For each country that was capable of detecting AS, but which did not detect any AS case, the
probability of detecting at least one AS case among all tested animals was estimated for the
situation where the within country ASPE was set to equal the calculated overall prevalence of
atypical scrapie in the responding countries. Assuming that the detection of an AS case is a
Bernoulli variable that follows a binomial distribution (cases are assumed to be independent), the
probability to detect no case of AS among n tests is:

P(X=0)=C’x(pxSe)’x(1—pxSe)" =(1-pxSe)"

Where p is the prevalence of AS and Se the diagnostic sensitivity of the surveillance programme.

Comparison of the age of the cases

In the absence of individual animal records, the age of sheep can be estimated by examination of
dentition, which is an imprecise science [69]. Because we had mixed methods of ageing, we had to
set broad age categories, compatible with the less accurate data from dentition. Age of cases were
categorised into five broad classes (less than 18 months, 18 to 36 months, 36 to 60 months, 60 to 96
months and over 96 months). When age was given as a minimum (> xx months), the age was set to
the class corresponding to that minimum. Differences in the age distribution of atypical and CS
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cases, within each surveillance stream (healthy slaughter, fallen stock and animals culled in TSE
eradication activities), were tested using the Mann-Whitney test.

Description of the genotype of the cases

The PrP genotype of cases requested was limited to information on the codons 136, 154 and 171,
because codon 141 determination was not yet a routine procedure throughout the EU. Data on
cases detected through TSE eradication activities (for example, the culling of affected flocks) were
excluded from the analysis because of potential selection biases, since most eradication
programmes select animals for testing preferentially according to their genotype. For each type of
scrapie, the frequencies of allele carriers were calculated as the number of cases carrying the allele
(homozygous or heterozygous) over the number of cases. The distribution of the allele carrier
frequencies found in CS and in AS cases in each surveillance stream was compared by a Chi-square
test.
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Figure 35: Quantity of samples examined by tests A, F and G

In red, five countries processed more than 50,000 tests. In orange, one country processed between 20,000 to 50,000 tests.
In yellow, four countries processed 5,000 to 20,000 tests. In pale yellow, five countries, performed less than 5,000 tests.
In blue, four countries did not perform any of these tests. In grey, 11 countries did not answer the questionnaire

(including Malta).
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Figure 36: Cases detected in sheep in active surveillance.

In red, four countries detected AS only. In strip red and yellow, ten countries detected AS and CS. In yellow, three
countries detected CS only. In yellow with black spots, one country detected TSE unclassified case. In green, two
countries didn’t detect any case. In grey, 11 countries did not answer the questionnaire (including Malta). The period

covered ranges from 2002 to 2006. AS cases may have been detected by other means than through active surveillance.

Test A (B16) TestF (27)

Cther (15)

Figure 37: Reported AS cases by test.

Percentage (number in brackets) of AS cases detected in sheep through active surveillance in 20 EU countries between

2002 and 2006 per test or combination of tests.
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Figure 38: Sheep CSPE (%o) in healthy slaughter surveillance

Crude prevalence estimates are represented with their 95% confidence intervals. The dashed line represents the mean

CSPE in healthy slaughter for all the countries and all the years. Graph is restricted to country-years with more than

500 tests because confidence intervals were too large to fit on the graph with an appropriate scale. For 2006, some

countries could not provide data for the full year. In Switzerland, surveillance was conducted from July 2004 to June

2005 and was referred to as a single year (2004).
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Figure 39: Sheep CSPE (%o) in fallen stock surveillance

Crude prevalence estimates are represented with their 95% confidence intervals. The dashed line represents the mean
CSPE in fallen stock for all the countries and all the years. Graph is restricted to country-years with more than 500 tests
because confidence intervals were too large to fit on the graph with an appropriate scale and not showing Slovenia due
to higher prevalence. For 2006, some countries could not provide data for the full year. In Switzerland, surveillance was

conducted from July 2004 to June 2005 and was referred to as a single year (2004).
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Figure 40: Sheep CSPE (%o) in fallen stock surveillance in Slovenia
Crude prevalence estimates are presented with their 95% confidence intervals.
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Figure 41: Sheep TSEs prevalence (%o) in active surveillance in Cyprus

Crude prevalence estimates are presented with their 95% confidence intervals.
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Figure 42: Sheep ASPE (%o0) in healthy slaughter surveillance

Crude prevalence estimates are represented with their 95% confidence intervals. The dashed line represents the mean

ASPE in healthy slaughter for all the countries and all the years included in ASPE calculation. Graph is restricted to

country-years with more than 500 tests A or G because confidence intervals were too large to fit on the graph with an

appropriate scale. For 2006, some countries could not provide data for the full year. In Switzerland, surveillance was

conducted from July 2004 to June 2005 and was referred to as a single year (2004).
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Figure 43: Sheep ASPE (%o),in fallen stock surveillance

Crude prevalence estimates are represented with their 95% confidence intervals. The dashed line represents the mean
ASPE in fallen stock for all the countries and all the years included in ASPE calculation. Graph is restricted to country-
years with more than 500 tests A or G because confidence intervals were too large to fit on the graph with an
appropriate scale.) For 2006, some countries could not provide data for the full year. In Switzerland, surveillance was

conducted from July 2004 to June 2005 and was referred to as a single year (2004).
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Figure 44: Age distribution of AS and CS cases according to stream of surveillance (in %)
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Figure 45: Genotype distribution of AS and CS cases

Figure for 414 AS cases and 844 CS cases detected through active surveillance in fallen stock or healthy slaughter
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Tables

Tableau 13 : Tests used in sheep TSE active surveillance between 2001 and 2006. Tests associated
with the detection of AS case(s) are in bold, tests recommended by EFSA are underlined.

Test code Test or combination of tests reported

Share of total reported Countries in which the specified diagnostic test

tests (%) was used
Countries Number of countries
A Bio-Rad Platelia test and Bio-Rad TeSeE 50 BC, BE, CY, EE, FI, FR, GB, 15
IS, IT, LT, NI, NL, NO, PT,
SE
B Prionics Check Western test 23 CZ, DK, FI, FR, GB, IT, NL, 8
SL
C Enfer-test 9 BC, DK, FR, IE, IT, LT, NI 7
D Prionics-Check LIA test 5 BC, CY,CZ FR, IT 5
E Enfer TSE Kit version 2.0 5 CZ, FR, IE, LT, SL 5
F IDEXX HerdCheck BSE-Scrapie Antigen 3 DK, FR 2
Test Kit, EIA
G Bio-Rad TeSeE Sheep/Goat test 2 CH, IS, NO 3
H Prionics-Check Western Small Ruminant | CH, CZ, NL 3
test
| Other (Histopathology and/or 10 CH, CY, CZ, FR, IS, IE, LT, 12

Immunohistochemistry; Prionics-Check
Western Blot modified; Prionics Check
Western test & Prionics-Check LIA test in
parallel; Prionics-Check Western Small
Ruminant and Bio-Rad TeSeE Sheep/
Goat test in line; Enfer test and Bio-Rad
TeSeE in parallel; Prionics Check PrioSTRIP;
Prionics-Check Lia Small Ruminant)

NI, NL, NO
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Tableau 14 : Variability of AS and CS detection with surveillance stream (reference is healthy
slaughter) and year of surveillance.

Type of TSE Country Factor p OR Clyge,
Atypical Finland (Fisher test)  Surveillance stream 0.0321
MNorway Surveillance stream <1105 427 [2.33,7.83]
Portugal Surveillance stream 0.0088 1.64 [1.13,2.37]
Switzerland Surveillance stream 0.0142 9.38 [1.57, 56.15]
Classical France Surveillance stream <1.105 8.0l [6.15, 10.44]
Year of surveillance (linear) < 1105 0.6l [0.58, 0.64]
Great Britain Surveillance stream < 1105 504 [3.61,7.03]
Year of surveillance (2003 vs 2002) 0.0022  0.53 [0.36, 0.80]
Year of surveillance (2004 vs 2002) 0.0325 0.54 [0.31,0.95]
Year of surveillance (2005 vs 2002) 0.0488 0.6l [0.37, 1.00]
Year of surveillance (2006 vs 2002) <1105 025 [0.15,0.39]
lceland Surveillance stream < [.105 304.40 [50.44, | 836.84]
Ireland Surveillance stream < 1105 29.19 [17.05, 49.97]
Year of surveillance (linear) 0.8895  0.99 [0.80, 1.21]
Interaction between surveillance stream and year of surveillance 0.0337 078 [0.61,0.98]
(linear)
Iealy Surveillance stream < 1.10-5 568 [4.00, 8.05]
Year of surveillance (2003 vs 2002) 0.0013 044 [0.26,0.72]
Year of surveillance (2004 vs 2002) 0.0001 0.26 [0.13,0.50]
Year of surveillance (2005 vs 2002) 0.0002 035 [0.20, 0.61]
Year of surveillance (2006 vs 2002) 0.0006 045 [0.29,0.71]
Slovenia (Fisher test) Surveillance stream 0.0037
The Netherlands Surveillance stream 0.0017 1.53 [1.17,1.99]
TSE positive Cyprus Surveillance stream 02022 027 [0.04, 2.00]
Year of surveillance (2004 vs 2003) 00719 0.5 [0.02, 1.18]
Year of surveillance (2005 vs 2003) 0.0052  0.05 [0.01, 0.42]
Year of surveillance (2006 vs 2003) 00123  0.07 [0.01,0.57]
Interaction between surveillance stream and year of surveillance 00635 7.3 [0.90, 56.75]
(2004 vs 2003)
Interaction between surveillance stream and year of surveillance 0.0027 24.70 [3.05, 200.18]

(2005 vs 2003)

Non-statistically significant results were not displayed.

Tableau 15 : Comparison of detection of AS and CS in active surveillance in fallen stock and in
healthy slaughter. OR is defined as chances to detect AS versus chances to detect CS.

Country Surveillance stream Chi-square df p-value OR Clyse;,
France Healthy slaughter 68.63 | < I.10% 3.96 [2.80.,5.62]
Fallen stock 7.83 | 0.005 0.69 [0.54.0.89]
Great Britain Healthy slaughter 9.30 | 0.002 1.55 [1.17,2.05]
Fallen stock 22.03 | < L.I10*® 0.37 [0.24,0.57]
Italy Fallen stock 21.60 | < 1.10°® 0.16 [0.07.0.38]
MNorway Healthy slaughter 19.17 | 1.10-5 45.00 [2.73,741.78]
Fallen stock 1471 | 0.0001 13.66 [2.60,71.71]
Portugal Healthy slaughter 107.38 | < |.105 367.66 [10.22,13 231.94]
Fallen stock 3544 | < L.105 127.67 [3.51,4 637.69]
Sweden Fallen stock 5.56 I 0.02 21.00 [0.88,500.93]

MNon-statistically significant results were not displayed.
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Tableau 16 : Probability to detect zero case of AS depending on the sensitivity of the test (in
column) and the number of tests (in row) for Estonia and Lithuania

0.5 0.7 0.8 0.9 I

1933 (Estonia) 0.53 041 0.36 0.32 0.30
4092 (Lithuania) 0.26 0.15 0.12 0.09 0.07

Tableau 17 : Number and frequency (%) of allele carriers among 1258 AS and CS cases detected
between 2002 and 2006 in healthy slaughter and fallen stock in 18 EU countries.

Allele Healthy slaughter Fallen stock
AS CS AS Cs
ARR 132 (32.3) 48 (9.5) 65 (28.4) 19 (2.3)
ARQ 170 (41.6) 220 (43.7) 98 (42.8) 456 (56.3)
VRQ 3(0.7) 196 (39.0) 2 (0.9) 285 (35.2)
ARH 5(1.2) 24 (4.8) 6 (2.6) 38 (4.7)
AHQ 99 (24.2) 15 (3.0) 58 (25.3) 12 (1.5)

Tableau 18 : List of acknowledge people and affiliated institutions

Basque Country (Spain)

Department of Animal Production and Health, Basque Institute for Agricultural Research and Development
(NEIKER)

Joseba M. Garrido, Marivi Geijo, Nieves Gomez, Leyre Benedicto, David Garcia-Crespo, Ana Hurtado,
Ramon A. Juste

Belgium

Veterinary and Agrochemical Research Centre (CODA/CERVA)

Stefan Roels

Cyprus

Veterinary Services

Giorgos Neophytou, Penelope Stylianou, Polyvios Neocleous, Soteria Georgiadou

Czech Republic

NRL for Diagnosis of BSE and Animal TSEs, State Veterinary Institute Jihlava

Pavel Bartak, Pavel Vodrazka, Zbynek Semerad - State veterinary administration

Denmark

Danish Veterinary and Food Administration

Seren Bach Rasmussen, Thomas Lysgaard, Peter Lind, National Veterinary Institute, Tecnical University of
Denmark

Estonia

Veterinary and Food Board

Ago Pirtel, Maarja Kristian
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Finland
Finnish Food Safety Authority Evira
Maria Hautaniemi

France
AFSSA Lyon

Didier Calavas, Eric Morignat, Geraldine Cazeau, Alexandre Fediaevsky
Great Britain (UK)

Veterinary Laboratories Agency

Jo Nash, Judi Ryan, Julia Colvin, Mohamad Kossaibati, Danny Matthews, Sue Tongue
Iceland

Institute for Experimental Pathology

Stefania Thorgeirsdottir, Sigurdur Sigurdarson

Ireland

Department of Agriculture and Food

John Mullen

Italy

National Reference Centre for Trasmissible Spongiform Encephalopaty (CEA) - Istituto Zooprofilattico
Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta

Giuseppe Ru, Maria Cristina Bona, Pierluigi Acutis

Lithuania

National Veterinary Laboratory

Gediminas Pridotkas

Northern Ireland (UK)

Department of Agriculture and Rural Development

Valerie Allen

Norway

National Veterinary Institute

Petter Hopp

Portugal

Direccido Geral de Veterinaria

Agrela Pinheiro, Maria José Marques Pinto, Vanessa Luz

Slovenia

Ministry of agriculture, food and forestry — Veterinary administration of republic of Slovenia (VARS);
University of Ljubljana, Veterinary Faculty, National Veterinary Institute
Vida Cadonic épelic, Ivan Ambrozic, Polona Juntes

Sweden

SVA, National Veterinary Institute

Maria Néremark

Switzerland

Federal Veterinary Office

Dagmar Heim, Heinzpeter Schwermer

The Netherlands

Central Institute for Animal Disease Control

Fred van Zijderveld
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Additional file

Tableau 19 : Reference year

Description: Indicate the year each country was considered able to detect atypical scrapie in

healthy slaughter and in fallen stock. This may not reflect the exact time from when a country had

the capacity to detect AS case.

Country Fallen stock Healthy slaugther
Basque Country (Spain) 2004 2004
Belgium 2002 2002
Cyprus NO NO
Czech Republic NO NO
Denmark 2006 2006
Estonia 2002 2002
Finland 2004 2004
France 2002 2002
Great Britain 2002 2002
Iceland 2005 2004
Ireland NO NO
Italy 2005 2005
Lithuania 2004 2004
Netherlands 2004 2004
Northern Ireland 2004 2004
Norway 2002 2002
Portugal 2004 2004
Slovenia NO NO
Sweden 2004 2004
Switzerland 2004 2004
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Chapitre 3 : Etudes des facteurs de risque de la tremblante atypique

3.1. Présentation des études

Le chapitre précédant a montré que la prévalence de la tremblante atypique était de I'ordre de 6
cas pour 10 000 animaux testés et différait peu en fonction du temps, du canal de surveillance et du
pays d’origine ; a la différence de la prévalence de la tremblante classique. Les programmes de
surveillance sont imparfaits, notamment en raison des différences de sensibilité des tests et des
biais de sélection possibles. Cependant, les contrastes observés entre les deux formes de tremblante
sont peu susceptibles d’étre expliqués entierement par l'existence de ces biais. Ils refletent plus
probablement des différences épidémiologiques entre les deux maladies, ce qui est conforté par les
différences de schéma pathologiques. Les facteurs de risque de la tremblante classique sont connus
et ont été évoqués dans le chapitre 1 alors que les facteurs de risque de la tremblante atypique ont
été encore treés peu étudiés (aucune étude n’avait été publiée a ce sujet lorsque les travaux de these

ont commence).

L’objectif de cette partie est d’explorer les facteurs de risque de la tremblante atypique, associés
d’une part, aux pratiques d’élevages et, d’autre part, au polymorphisme du géene PRNP. Compte
tenu de la rareté de la maladie, la méthode la plus efficiente pour la recherche de facteurs de risque
est I'enquéte cas-témoins. Ce type d’étude peut étre réalisé de différentes facons et porter sur
différents types de facteurs de risque : liés aux pratiques d’élevage, a la génétique ou encore a la
localisation des cas. Dans tous les cas de figure, il semble important de tenir compte de I'dge élevé
des cas soit par ajustement soit par appariement, afin d’éviter de comparer une population de cas
agés a une population de témoins nettement plus jeunes.

L’article 2 a été publié dans la revue Emerging Infectious Disease en tant que Research paper
(Fediaevsky, Morignat et al., 2009). Elle a fait I'objet d'une communication orale au congres
Neuroprion 2008 a Madrid (Fediaevsky, Morignat et al., 2008) et a été retenu pour une
communication orale au congrés de 'ISVEE XII en aofit 2009 a Durban. Nous avons mis en place
une étude cas-témoins avec appariement pour étudier les facteurs de risque de la tremblante
atypique en France en élevage ovin. Les hypotheses testées portaient sur les contacts avec des
animaux en provenance d’autres élevages, les pratiques autour de I'agnelage, I'alimentation des
animaux et lexposition a des produits toxiques (pesticides, insecticides, antiparasitaires). Des
données sur le génotype des animaux ont été également collectées et ont été analysées sous forme
d’analyse de sensibilité. Nous avons inclu 95 cas et 225 témoins. Les élevages laitiers étaient plus a
risque (Odds ratio (OR) = 15,1 [3,3;69,7] alors que l'agriculture biologique (OR=0,15 [0,02 ;1,26],
I'ensilage de mais (OR=0,16 [0,05;0,53] et les suppléments minéraux et vitaminiques (OR=0,6
[0,32 ;1,14]) étaient des facteurs protecteurs. L’effet de la génétique était prépondérant par rapport
aux autres facteurs. Cette étude n’a pas mis en évidence de facteurs de risque associés a une
hypothese d’origine infectieuse mais elle suggeére que la maladie pourrait étre spontanée avec un
fort déterminisme génétique et potentiellement influencée par des facteurs métaboliques.
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Le niveau de risque génétique a été estimé a partir d’échantillons de cas et de témoins génotypés
dans le cadre de la surveillance active et correspond a une partie du travail présenté dans l'article
3.

L’article 3 a été soumis le 23 juin 2009 a la revue Genetics Selection Evolution en tant que
Research article. L'objectif de cette étude était de quantifier le risque génétique de tremblante
atypique et de tremblante classique dans la population ovine francaise. Nous avons obtenu le
génotype du géne PRNP aux codons 136, 141, 154 et 171 d’un échantillon représentatif de 248 cas
de tremblante atypique et 245 cas de tremblante classique. Nous avons utilisé un échantillon
aléatoire de 3317 animaux témoins génotypés aux codons 136, 154 et 171 et nous avons inféré le
génotype au codon 141 par imputations multiples a partir d'un jeu de données externe. Pour
estimer le risque associé aux porteurs d’alléles et aux génotypes, nous avons utilisé des modeles de
régression logistique multifactoriels en ajustant sur le plan de surveillance et 'dge des animaux.
Nous avons également estimé la prévalence de la tremblante atypique pour les différents
génotypes. La susceptibilité associée aux porteurs d’allele pour la tremblante atypique se classait
dans l'ordre croissant suivant : VLRQ<ALRQ ~ ALRH<ALRR<ALHQ =~ AFRQ alors que pour la
tremblante classique, elle se classait dans l'ordre suivant ALRR<ALHQ<ALRQ =~ ALRH =
AFRQ<VLRQ. La prévalence chez les animaux ALRR/ALRR n’était pas différente de la prévalence
de la population générale, par conséquent la sélection de ce génotype ne devrait pas conduire a un
changement de la prévalence moyenne de tremblante atypique. Cependant, les troupeaux
entierement ALRR/ALRR qui sont engagés dans une certification basée sur des tests de dépistage
ont des chances d’étre détectés positifs en tremblante atypique si I'on admet que la maladie n’est
pas d’origine infectieuse.

Les aspects méthodologiques n’ont pas pu étre présentés en détail dans I'article 3 en raison des

contraintes de taille, ils sont donc présentés en amont de l'article. Les résultats et la discussion sont
par contre présentés uniquement dans l'article.
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3.2. Article 2 : Enquéte cas-témoin sur I'origine de la tremblante atypique
ovine en France

A case control study on the origin of atypical scrapie in French
sheep

Authors:

Fediaevsky Alexandre, DVM, MSc, Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Lyon, France and
Institut National de la Recherche Agronomique, Theix, France,

Morignat Eric, MSc, Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Lyon,

Ducrot Christian, DVM, PhD, MSc, INRA, Institut National de la Recherche Agronomique, Theix, France,
Calavas Didier, DVM, PhD, MSc, Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Lyon,

Corresponding author: Fediaevsky Alexandre, Unité d’Epidémiologie Animale, INRA, UR346, F-
63122 Saint-Genes-Champanelle, France, Phone: +33473624050, Fax: +33473624548, Email:
afediaevsky@clermont.inra.fr

Article Summary Line

The risk factors associated with atypical scrapie in this case control study on French sheep
suggested a non-infectious origin but rather a spontaneous disease whose occurrence is influenced
by genetic susceptibility and metabolic disorders.

Key-words

Scrapie, Transmissible Spongiform Encephalopathies, Prion Diseases, Matched Case-Control
Studies, Sheep, Epidemiology

Abstract

A matched case—control study (95 cases and 220 controls) was designed to study risk factors for
atypical scrapie in sheep in France. We analyzed contacts with animals from other flocks, lambing
and feeding practices, and exposure to toxic substances. Data on the prnp genotype were collected
for some case and control animals and included in a complementary analysis. Sheep dairy farms
had a higher risk for scrapie (odds ratio [OR] 15.1, 95% confidence interval [CI] 3.3-69.7). Lower
risk was associated with organic farms (OR 0.15, 95% CI 0.02-1.26), feeding corn silage (OR 0.16,
95% CI 0.05-0.53), and feeding vitamin and mineral supplements (OR 0.6, 95% CI 0.32-1.14).
Genetic effects were quantitatively important but only marginally changed estimates of other
variables. We did not find any risk factor associated with an infectious origin of scrapie. Atypical
scrapie could be a spontaneous disease influenced by genetic and metabolic factors.
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Introduction

Atypical scrapie is a transmissible spongiform encephalopathy (TSE) of small ruminants, which
was recently defined by the European Food Safety Authority (EFSA) according to phenotypic
features (1). This disease was identified for the first time in 1998 (2) and few things are known
about its aetiology and epidemiology (3), which contrasts with the etiology and epidemiology of
classical scrapie (4). Diagnosis of atypical scrapie is impaired by discrepant clinical diagnostic
results (5) of rapid diagnostic tests and variable accumulation of scrapie prion protein (PrP5) in the
brainstem (3). In France, the average apparent prevalence of atypical scrapie detected by active
surveillance with tests recommended by the European Food Safety Authority (6, 7) for the
detection of this disease in brainstem samples was 6 cases/10,000 tested animals during 2002-2006.
This prevalence was comparable elsewhere in Europe (8).

The origin of atypical scrapie is still unclear and whether the disease has an infectious origin or
not remains a major question. This disease has been transmitted experimentally to Tg-mice (9) and
sheep (10), but histopathologic features of atypical scrapie have suggested similarities with human
spontaneous TSE (Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome) (2, 11). The few reports on >1 case
of atypical scrapie in the same flock provide insufficient information to draw conclusions on
natural transmission of this disease (3). If atypical scrapie had an infectious origin, it could be
influenced by risk factors associated with a pattern of infectious disease transmission as described
for classical scrapie (12-14). In 2006, a case—control study of atypical scrapie in Norway did not
detect such factors, but it showed that the removal of the placenta at lambing could have a
protective effect (15). Feeding of vitamin and mineral supplements

showed an adverse effect, which was interpreted as interaction of some minerals with cellular
prion protein (16, 17) rather than a feed contamination. Such an effect warrants confirmation.

Genetic factors should be considered when investigating risk factors for atypical scrapie because
some mutations of the prnp gene, which codes for prion protein (PrP), modify the risk for this
disease (2, 18, 19). Because all described genotypes of the prnp gene confer susceptibility to sheep,
a purely genetic origin is unlikely but a confounding effect could occur.

Other possible origins for atypical scrapie could involve exposure to toxic substances, particularly
pesticides, which were shown to be involved with other neurodegenerative diseases involving
protein disorders such as Parkinson disease and Alzheimer disease (20, 21). Some biochemical
mechanisms for these diseases could be similar.

To confirm the findings of Hopp et al. (15) and to explore further hypotheses on risk factors for
atypical scrapie, we conducted a case—control study of sheep in France.

Material and Methods

Study design

The epidemiologic unit was the animal, and most of the data collected concerned its birth cohort,
assuming that in each flock all animals born during the same birth campaign (Co, defined from
July 1 of year n — 1 to June 30 of year n) shared the same exposure. Cases and controls were
matched by frequency matching on their birth cohort (Co) so that their distributions were similar
over the birth campaigns.
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Cases were recruited among cases detected by the active surveillance program during January
2006—March 2007. The index case had to be a female that was born and reared all its life in the
same flock, with a known Co. A total of 137 cases met these criteria.

Two controls per case were selected. The control animal was an animal born in CO0, kept until
birth campaign 2006 (Cos) in the same flock, and originated from a control flock randomly
selected among the list of flocks from which >1 sheep had been tested in 2006 with a test
recommended for the detection of atypical scrapie. All results from TSE rapid tests on sheep from
control flocks had to be negative for atypical scrapie and classical scrapie. Each control had 9
replacement animals randomly selected from sheep flocks from the same county (French
département).

Flocks of case and control animals were required to have no history of scrapie and >20 ewes kept
for reproduction. Males were not included in the study because they have a low incidence of
atypical scrapie and because farming practices used with rams are different from those used with
ewes.

Data collection

Four persons interviewed farmers during the summer of 2007. The questionnaire, which was
available in French on request, was divided in 5 parts: 1) 13 questions on structure and economic
context of the flock, 2) 7 questions on purchase of sheep and contacts with other flocks, 3) 3
questions on lambing management, 4) 16 questions on feeding practices including list of feed, and
5) 8 questions on exposure to toxic products, including the list of products used. Questions related
to structure of the flock were asked for Co and Cao0s to check if changes had occurred. Questions
related to exposure during the first months of life were asked only for Co, questions related to
general feed exposure were asked for the period between Co and the 2 subsequent reproduction
campaigns (Co—Co+2) and questions related to exposure to toxic products and mineral feeding were
asked for Co—Ca06. For each flock, the number of animals tested with a recommended test for
atypical scrapie during active surveillance programs during 2002-2006 was extracted from the
Base Nationale des Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles Animales.

Prnp genotypes at codons 136, 141, 154, and 171 were determined by Labogena (Jouy en Josas;
France). For cases, material examined consisted of a sample of soft tissue (muscle or ear) or
brainstem. For controls, the matching constraint was relaxed to enable interviewers to sample
some hair from any ewe born during Co—Co-2.

Data management

Data were entered into a Microsoft (Redmond, WA, USA) Access 2000 database. All statistical
analyses were performed by using R 2.6.1 for Windows (22).

Three types of toxic exposure were assessed: pesticides on crops, insecticides on premises and
antiparasitic treatments. For each category, active components of products reported were
identified from databases (23-26). The Direction des Végétaux et de I'Environnement (DIVE) from
the AFSSA specified the known or suspected neurotoxic components and their mechanism of
action. Three categorical variables were created and were assigned a value of 1 for a case of
exposure to any neurotoxic product of the category of concern between Co- C2006 and a value of 0
otherwise. Missing values from the questionnaire were imputed by using available covariates as
predictors after verifying that the missingness pattern was compatible with random missing (27).
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Genotypes were linearly classified into 5 levels of risk on a log scale (Tableau 20) according to the
odds ratio (OR) estimated for the sheep population in France (19). Many genotypes were missing,
mainly for controls because of difficulties in extracting DNA from hair samples (n = 117) and for a
few cases because of unsuitable samples (n = 13). Missing values for controls were randomly
imputed by using distribution of genotypes per breed. From the distribution of all available
genotypes of cases of atypical scrapie in France, 20 datasets were imputed. To account for
geographic distribution of flocks, France was divided into 9 sheep production areas according to
sheep farming density and production patterns.

Univariate and multivariate analyses

The analyses were conditional to the matching variable and based on univariate and multivariate
generalised linear mixed models with the logit link function for the outcome and Co as a random
coefficient (28, 29). ORs and their 95% confidence interval were derived from the coefficient
estimates and variance parameters. When variables could not be introduced simultaneously in the
multivariate analysis because they were collinear, the most biologically sound variable was
selected.

Variables for the multivariate model were selected according to the recommendations of Hosmer
& Lemeshow (28). Candidate variables for the multivariate model were backward selected
according to the log-likelihood ratio test. Candidate variables with a p-value <20% in univariate
analyses were tested before other variables were tested. The effect of variables with a p-value
>20% on the coefficient parameter of the selected variables was then verified 1 at a time. Best
parameterization of continuous variables and statistical significance of interactions terms were
then checked. A false discovery rate (FDR) (30) was calculated by using p values of the log-
likelihood ratio tests for the tested variables and interaction terms.

A complementary model was used to assess if genetics influenced stability of the final model. For
each of the datasets imputed, level of genetic risk was introduced in the final model as an ordinal
covariate; coefficients, standard errors, and Wald test p values of different variables were inferred
according to the method of Little and Rubin (27).

Sensitivity Analysis

The national database used to sample the controls did not enable us to take into account the size of
the flocks. Therefore, counties with a large percentage of very small flocks (<20 ewes) may have
been overrepresented. To assess the influence of geographical selection bias, we conducted a
sensitivity analysis by using 2 methods: 1) weighing of controls in the final model with weights
being defined for each county as the ratio of the percentage of flocks >20 ewes in the county
divided by the percentage of flocks >20 ewes at the national scale, and 2) introduction of sheep
production areas as random coefficients in the final model.

Results

Study Population

Among 137 selected farms containing cases, 11 did not satisfy the selection criteria. In addition, 11
farmers refused to participate and 20 could not be reached. A total of 95 cases were included in the
study. For controls, 1,131 farmers were contacted to participate in the study; 621 flocks did not
satisfy the selection criteria (374 because flocks had <20 ewes, 41 because matching criteria could
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not be satisfied, 20 because flocks had <20 ewes and matching criteria were not satisfied, and 186
because of other reasons). In addition, 124 farmers refused to participate and 161 could not be
reached. A total of 225 controls were included in the study.

The 95 cases and 225 controls were located throughout France (Figure 46). Case animals were
born during 1994-2005. Because of exclusion of cases independent of the selection of their
matched controls, the average ratio of controls per case was 2.4 instead of 2 and varied according
to Co (Figure 47). There were few missing values for the questionnaire variables (0.4%).

Univariate analyses

Flocks containing cases were larger than flocks containing controls, had more animals tested for
TSEs, and were present more often on sheep dairy farms (Tableau 21). Moreover, these 3 variables
showed a significant correlation (Pearson coefficient of correlation between size of flock and
number of animals tested p = 0.67, Spearman coefficients of correlation between size of flocks and
dairy production p = 0.23 and between number of animals tested and dairy production p = 0.20,
p<0.001). None of the variables associated with a hypothesis of infectious origin was associated
with atypical scrapie (Tableau 22).

Variables associated with feeding practices were not associated with increased risk for atypical
scrapie (Tableau 23). Feeding milk replacers, which was negatively correlated to dairy production
(Spearman coefficient of correlation p = -0.41, p <0.001), and feeding corn silage showed an
inverse association with atypical scrapie.

Pesticides and insecticides on the premises correlated with an increased risk for atypical scrapie
(Tableau 24). These 2 variables correlated with dairy production (Spearman coefficients of
correlation p = 0.33 and p = 0.39, respectively, p <0.001).

Multivariate analyses

The set of candidate variables included 36 categorical variables and 1 continuous variable (Tableau
25, Tableau 26). The final model included 5 variables and 1 interaction term (Tableau 25). The
random coefficient had a null variance and the scale parameter was close to 1, which indicated an
absence of shrinkage.

No variable associated with a hypothesis of infectious origin was present in the final model. The
number of animals tested and sheep dairy farming were associated with disease (Tableau 26).
Organic farms, feeding corn silage and vitamin and mineral supplements showed an inverse
association with disease. Use of these supplements, which was not significant by univariate
analysis, was significant after adjustment for sheep dairy farming, and the 2 variables had a
significant interaction term. The uncontrolled FDR for our analysis was 33%, meaning that one
third of the variables of the final model were spurious.

After we introduced the genetic effect, estimates of other variables did not vary by >25% of their
initial values (Tableau 27). In addition, genetics showed a strong effect; OR for atypical scrapie
ranged from 2.6 for genotypes in group 2 to 48.4 for genotypes in group 5 (Tableau 20).

Sensitivity analyses

Sensitivity analysis to check possible geographic selection bias led to the same results as analysis
without taking into account geographic selection bias when either weighing of samples (Figure 48)
or adjusting for sheep production areas (Figure 46) was used. These results indicated that putative
bias had no statistical effect on the results.
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Discussion

There was no evidence of a relationship between risk for atypical scrapie and factors related to an
infectious origin of the disease in France. Our results are consistent with those from Hopp et al
(15). The only difference in the study by Hopp er a/ was that removal of the placenta was
associated with a decreased risk for disease. Other studies on atypical scrapie also suggested that
the disease could have a noninfectious origin (3). The variables in our dataset were not associated
with disease, and their corresponding ORs in univariate and multivariate analyses, regardless of
the parameterization of the variables were =1, which suggests that they did not tend to be risk
factors.

This result contrasts with those of case-control studies on classical scrapie, which found
relationships between risk for disease and introduction of ewes (12-14), grazing on the same
pasture as other flocks (14), exposure to placenta (13) and feeding of concentrates (12). Green et al.
reported that flocks in which cases of scrapie (atypical or classical) were detected were larger and
had more exchange of animals between flocks than control flocks (31). When they studied
movement of sheep between flocks of equivalent status, flocks positive for classical scrapie were
interconnected but flocks positive for atypical scrapie were not. These authors indicated that their
results were compatible with atypical scrapie not being infectious.

Our results showed the influence of nutritional and metabolic factors. Although sheep dairy
farming covers a broad category of farms with many factors, sheep dairy farms often use more
sophisticated technology, and dairy ewes are more exposed to metabolic disorders because of high
levels of exported nutrients, including minerals, during milk production. Thus, some feed
components such as vitamin and mineral supplements or corn silage could alleviate the risk for
disease. This lessening of risk may also occur with less harsh farming conditions found on organic
farms.

There is evidence suggesting that minerals, especially copper, manganese, and zinc, could play a
role in the physiopathology of prion diseases (16, 17). In contrast with our study, Hopp et al. (15)
found that feeding of vitamin and mineral supplements was associated with atypical scrapie. The
difference in the association between atypical scrapie and vitamin and mineral supplements in the
2 studies could be explained by differences in local conditions or roles of some minerals (17).
Proper balance of minerals is complex because many interactions occur between mineral intake,
diet of the animals, and physiologic conditions. Results of the few epidemiologic studies conducted
on this topic (32-35) were rarely conclusive but such associations are difficult to demonstrate with
observational data.

Among different mechanisms that should be explored to understand occurrence of atypical
scrapie, we believe that toxic exposure should not be overlooked. In our study, organic farms were
less at risk, and univariate analysis showed that pesticides on crops and insecticides on the
premises were risk factors for disease. Multivariate analysis showed a confounding effect of dairy
farming but this finding should not rule out a possible effect of pesticides. Organophosphates and
pyrethroids were frequently identifyed among reported products; these 2 groups of active
components, which may be associated with Parkinson disease (21, 36), interfere with the
mitochondrial chain which is a possible pathway for prion diseases (37). Another study, on toxic
exposures and gene-environment interaction could be more conclusive regarding this issue (38).
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In that regard, flocks recently exposed to insecticide treatment for control of bluetongue vectors
could constitute interesting cohorts to follow up for atypical scrapie.

Genetic factors had no confounding effect on variables in the final model, and associated ORs
were high (<48 for animals with the highest genetic risk). This high magnitude of risk, compared
with other factors, suggests that genetic factors play a role in the epidemiology of atypical scrapie.
However, exploring the role of genetic factors in the origin of atypical scrapie would require
estimation of penetrance of different mutations, but this estimate is not currently available. In
addition, genetic factors are known to be a major risk factor for classical scrapie despite a
contagious origin (4).

In an exploratory study such as ours, interpretation of variables in the final model is not
straightforward. Particular caution should be given to the risk of purely statistical associations and
to selection, classification or confusion biases. The risk of purely statistical associations increases
with the number of variables tested. An FDR estimates the rate of such spurious associations (30),
which was high in our final model (FDR 33%). To limit the FDR to a low value (5%), one would
only consider as confident results the variables with a p value <6.10%, which are the number of
animals tested, dairy farming and use of corn silage. However, a high FDR should not prevent
discussion of findings. Rather, this value provides a safeguard against overinterpretation of results
when testing many hypotheses.

We identified a geographical selection bias in the selection of controls. However, sensitivity
analysis indicated that this bias did not influence the results. Misclassification problems for some
variables could not be excluded, especially those regarding recall bias and memory failure. To
minimize these problems, farming documents and account books were used when available, and
some data were directly fetched from national databases.

Year of birth could have been a confounding factor because cases of atypical scrapie are usually
found in old animals, and exposure to risk factors could be time-dependant. We matched controls
on the birth cohort and accounted for year of birth as a random coefficient in a generalised linear
mixed model which is recommended with this design (28, 29). Null variance of the random
coefficient indicated that there was no variation of the risk between the different birth cohorts.

In several studies on scrapie (atypical or scrapie), the size of the flock was a risk factor for disease
(12-14, 31, 39, 40). There are many possible relationships between size and status of the animals.
In the hypothesis of infectious origin, larger flocks are more exposed because of increased
contacts, whereas in the hypothesis of a spontaneous disease, expectancy of the number of cases
increases with the size of the flock. Farming practices could also affect risk for developing disease
and could be linked to the size of the flock. Moreover, larger flocks have higher number of
animals tested in active surveillance which increases the probability to detect an animal with
disease. The number of animals tested is determined by a combination of many structural factors
that involve the size of the flock, local conditions of implementation of the surveillance program,
mortality and culling rates, and use of a TSE qualification program. We could not simultaneously
adjust for the size of the flock and number of animal tested and we prioritized control of
surveillance bias. However, the 2 options were numerically equivalent.

Genetic analysis suggested no confounding effect but a strong association with the disease.
However, results must be interpreted with caution because sensitivity analysis was conducted
after imputing missing data for 53% of the controls and 13% of the cases.
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Our final model suggested that atypical scrapie in sheep could be a spontaneous disease with a
genetic determinant and possible influence of environmental and metabolic factors. On the basis
of our results, there was no risk factor linked to an infectious origin. In particular, atypical scrapie
is unlikely to originate from purchase of sheep. Other epidemiologic approaches such as spatial
analyses or surveys on occurrence of secondary cases could help substantiate these findings. If
infectious origin is confirmed, this finding would indicate that movement limitations of animals
from flocks positive for atypical scrapie would not be a key measure in controlling the disease.
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Tables

Tableau 20 : Genotypes grouped by levels of genetic risk for atypical scrapie in sheep, France*
*Groups showed homogeneous odds ratios for atypical scrapie. The level of risk is the value of the corresponding log

linear variable introduced into the multivariate model. prnp, prion protein.

Table 1. Genotypes grouped by levels of genetic risk for atypical
scrapie in sheep, France®

Group Genotypes of pmp gene Coded level
1 ALRER-ALRQ, ALRR-VLRQ, ALRQ- 0
ALRQ, ALRQ-ALRH, ALRQ-VLRQ
2 ALRR-ALRR, ALRR-ALRH, VLRQ- 1
VLRQ
3 ALHQ-ALRH, ALHQ-VLRQ, AFRQ- 2
ALRH, ALRH-ALRH, AFRQ-VLRQ,
ALRH-VLRQ
4 ALRR-ALHQ, ALRR-AFRQ), ALHQ- 3
ALRQ, AFRQ-ALRQ
5 ALHQ-ALHQ, ALHQ-AFRQ, AFRQ- 4
AFRQ
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Tableau 21 : Univariate analyses of farm structure variables conditional to CO for atypical scrapie

in sheep, France™

Cases

. .Odds ratio

Variable Controls p value
Mean + SE no. animals tested during 2002-2006 15+ 17 32+29 1.04 =0.001
Sheep dairy farm

No 196 64 33 =0.001

Yes 29 31
Flock of familial origin

No 70 24

Yes 155 71 1.3 0.29
Flock of external origin

No 126 58

Yes a9 37 0.8 0.41
Member of a producer organization during Cy—Cagae

No 104 35

Yes 121 60 1.5 0.12
Follow-up of farm results during Co—Czpe

No 112 36

Yes 113 59 1.6 0.05
Organic farm during Co—Czqos

No 211 94

Yes 14 1 0.2 0.08
Sent flock animals to breeding centers during Cp—Cagge

No 192 63

Yes 33 32 3.0 <0.001
Presence of cows during Co—Cop.z

No 115 67 04 =0.001

Yes 110 28
Presence of goats during Ci—Cauz

No 200 81 14 0.36

Yes 25 14
Presence of pigs during Co—Cp.z

No 216 a3 0.5 040

Yes 9 2
Presence of poultry during Co—Cpsz

No 209 89 0.9 0.80

Yes 16 5

*Cp, birth cohort assuming that in each flock all animals born during the same birth campaign (defined from July 1 of year n — 1 to June 30 of year n)
shared the same exposure; SE, standard error; Cagge, birth campaign 2006; Cp—Ci., period between Cpand the 2 subsequent reproduction campaigns.
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Tableau 22 : Univariate analyses of contact with sheep from other flocks and afterbirth exposure
variables conditional to CO for atypical scrapie in sheep, France*

Odds
Variable Controls Cases ratio p value
Contact with other flocks during Co—Cagps
No 189 79 1.1 0.85
Yes 36 16
Purchase of rams during Co—Cans
No 30 17 07 0.29
Yes 195 78
Purchase of ewes during Co—Caggs
No 139 68 06 0.10
Yes a6 27
No. flocks of origin of ewes purchased during Cagos—Caons
0 139 68 1.0 0.22
1 35 13 08
2 25 9 0.7
>4 26 5 04
Disposal of placenta in Cg
Never a2 37 1.0 0.51
Sometimes 36 19 12
Always 107 39 0.8
Use of adoption cases in Cy
No 41 12 1.5 0.22
Yes 184 83

*Cy, birth cohort assuming that in each flock all animals born during the
same birth campaign (defined from July 1 of year n — 1 to June 20 of year
n) shared the same exposure; Capgs, birth campaign 2006; Caggs, birth
campaign 2005.
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Tableau 23 : Univariate analyses of feeding component variables during the specified period and
conditional to CO for atypical scrapie in sheep, France*

Wariable Controls Cases Odds ratio  p value

Lambs fed milk replacers in C;
No 68 42 05 0.02
Yes 157 53

Comn silage in C;
No 195 90 04 0.04
Yes 30 5

Beet root in C,
No 185 a6 05 0.06
Yes 40 9

Straw in Cg
No 77 23 1.6 0.08
Yes 148 72

Oil cake in C,
No 164 73 08 047
Yes 61 22

Compound feed in C;
No 78 28 1.3 0.37
Yes 147 67

Grass silage in Cg
No 195 77 1.5 020
Yes 30 18

Grain in Cq
No 45 18 1.1 0.83
Yes 180 77

Molasses in Cy
No 212 a8 1.3 0.59
Yes 13 T

Witamin and mineral supplements in Cg
No 102 48 0.8 040
Yes 123 47

Salt licks (pure salt) during Co—Canps
No 7 2 1.5 0.62
Yes 218 93

Salt licks with minerals during Co—Caaps
No 46 28 06 0.08
Yes 179 67

Other ruminants feed during Cp—Cpaz
No 205 90 06 027
Yes 20 5

Other ruminants minerals during Co—Cpez
No 203 85 1.1 0.84
Yes 22 10

Pig feed during C;—Cpas
No 209 89 09 0.80
Yes 16 6

Poultry feed during Co—Cpez
No 193 a0 1.1 0.71
Yes 32 15

*Cp, birth cohert assuming that in each flock all animals born during the
same hirth campaign (defined from July 1 of yvear n — 1 to June 30 of year
n} shared the same exposure; Cagpe, birth campaign 2006; Cg—Co.z, period
between Cyand the 2 subsequent reproduction campaigns.
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Tableau 24 : Univariate analyses of exposure to toxic products variables during the specified period
and conditional to CO for atypical scrapie in sheep, France*

Variable Controls Cases Odds ratio p value
Use of mineral drugs during Co—Cazaps
No 99 38 12 050
Yes 126 57
Pesticides containing neurotoxic components used on crops during Co—Capos
No 155 51 1.9 0.009
Yes 70 44
Insecticides containing neurotoxic components used on premises during Co—Cagge
No 169 55 22 0.002
Yes 56 40
Antiparasitic treatments containing neurotoxic components during Cp—Capae
No 100 47 08 0.42
Yes 125 48

*Cg, birth cohort assuming that in each flock all animals born during the same birth campaign (defined from July 1 of year n— 1 to June 30 of year n)
shared the same exposure: Coms. birth campaian 2006.

Tableau 25 : Multivariate analyses coefficient parameters of the final model for atypical scrapie in
sheep, France*

Variable Coefficient (B) Standard error (B) p valuet
Random coefficient 0 2.00 x 107

Intercept —1.51 0.24 2x 107"
No. animals tested during 2002-2006 0.04 0.01 6x107"°
Sheep dairy farm 271 0.78 2x107°
Organic farm -1.88 1.08 0.03
Corn silage in Cy -1.81 0.59 5x 10~
Vitamin and mineral supplements in Cq -0.51 0.33 0.02
Interaction term between sheep dairy farm and vitamin and mineral -1.69 0.88 0.04

supplements in Cq

*For categorical variables, the reference value was no. Cq, birth cohort assuming that in each flock all animals born during the same birth campaign
(defined from July 1 of year n — 1 to June 30 of year n) shared the same exposure

1By log likelihood ratio test.

Tableau 26 : Adjusted odds ratios of atypical scrapie associated with variables computed from the
final model in sheep, France*

Variable Adjusted odds ratio 95% CI

No. animals tested increased by 5 122 1.11-1.35
Sheep dairy farm when vitamin and mineral supplements not given 15.06 3256973
Sheep dairy farm when vitamin and mineral supplements given 277 1.21-6.37
Organic farm 015 0.02-1.26
Comn silage 0.16 0.05-0.53
Vitamin and mineral supplements used on sheep dairy farms 0.18 0.03-1.04
Vitamin and mineral supplements not used on sheep dairy farms 06 0.32-1.14

*Cl., confidence interval.
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Tableau 27 : Multivariate analysis including genetic risk from multiple imputation parameters for
atypical scrapie in sheep, France*

Variable Coefficient (B) Standard error (B) p valuet
Intercept -3.03 0.37 7x 107
Level of genetic riskt 0.97 0.13 1x107"
No. animals tested during 2002-2006 0.03 0.01 5x107°
Sheep dairy farm 252 0.96 8x 107
Organic farm -2.38 1.29 0.07
Comn silage in Cq —1.48 0.68 0.03
Vitamin and mineral supplements in Cg —0.40 0.40 0.31
Interaction term between sheep dairy farm and vitamin and mineral -1.99 1.09 0.07

supplements in Cy

*Genetic risk from multiple imputation parameters was estimated by the method of Little and Rubin {27). Cg, birth cohort assuming that in each flock all
animals born during the same birth campaign (defined from July 1 of year n — 1 to June 30 of year n) shared the same exposure.

1By Wald test.

iBecause the variable is ordinal, the odds ratio (OR) for a given level of genetic risk is the exponential of the coded level (see Table 1) multiplied by the
estimated coefficient B. The ORs for groups 2-5 are 2.6, 7.0, 18.4, and 48 4, respectively.

Figures

Figure 46 : Distribution of cases of atypical scrapie and controls (no. cases/no. controls) in sheep,

France, 2007. Sheep production areas are outlined in black, and counties are outlined in gray.
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Figure 47: Distribution of CO for cases of atypical scrapie and controls in sheep, France, 1994
2005.

CO0, birth cohort assuming that in each flock all animals born during the same birth campaign (defined from July 1 of
year n — 1 to June 30 of year n) shared the

same exposure.
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Figure 48: Distribution of control weightings

Calculated as the ratio of the percentage of flocks with >20 ewes in the county over the average percentage of flocks

with >20 ewes for atypical scrapie in sheep, in France, 2007. Ranges represent classes of weightings.
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3.3. Matériel et méthodes de I'étude du risque geénétique de la tremblante
atypique et de la tremblante classique ovines en France (article 3)

3.3.1. Objectifs

L’objectif global de ce travail était de caractériser le risque de tremblante atypique et classique
dans la population ovine soumise a la surveillance active, en fonction de la susceptibilité génétique
des animaux, portant sur la partie codante du gene PRNP. L’étude proposait en particulier:
- d’estimer et de comparer pour les principaux génotypes et alleles les odds ratio (OR)
associés au risque de tremblante atypique et de tremblante classique ;
- d’estimer la prévalence moyenne de la tremblante atypique pour les principaux génotypes ;
- d’estimer la probabilité qu'un troupeau exclusivement composé d’animaux ARR/ARR soit
détecté positif en fonction du nombre d’animaux testés.

3.3.2. Population d’étude

Cette étude a porté sur la population ovine adulte soumise a la surveillance active vis-a-vis des EST
entre 2002 et 2007 en France continentale. Les génotypages ont été conduits pour partie par
séquencage au laboratoire INRA de Jouy en Josas et pour partie au laboratoire Labogena (Jouy en
Josas).

Cas de tremblante atypique

Le groupe des cas de tremblante atypique a été constitué de facon séquentielle en fonction de la
disponibilité du génotype aux codons 136, 141, 154 et 171. Dans le cadre d’'un projet de recherche
(Moreno, Moazami-Goudarzi et al., 2007), un séquencage du géne PRNP a été demandé pour 118
cas de tremblante atypique détectés en France entre avril 2002 et mai 2006. Dans un second temps,
dans le cadre d’'une étude cas-témoins (Fediaevsky, Morignat et al., 2009), il a été demandé de
génotyper les 180 cas détectés entre juin 2006 et mars 2007. Enfin, grice a des crédits
supplémentaires, un lot de 16 cas sélectionnés aléatoirement parmi ceux détectés entre avril et
septembre 2007 a été ajouté. Certains échantillons n’ont pas pu étre analysés en raison de
I'indisponibilité de matériel analysable, principalement pour les cas issus de la surveillance a
I’équarrissage. Au final le génotype était disponible pour 254 cas de tremblante atypique.

Cas de tremblante classique

Pour les cas de tremblante classique, les génotypes aux codons 136, 154 et 171 étaient disponibles
pour 310 des 395 cas index détectés, parmi lesquels 276 présentaient un allele ARQ. Il a été
demandé a Labogena de destocker et d’analyser ces échantillons pour déterminer les codons 141 et
171. En raison de contraintes techniques, seules 220 analyses ont pu étre effectuées. Finalement, le
génotype était disponible pour 254 cas de tremblante classique.

Témoins

Les témoins correspondaient aux animaux testés dans le cadre de la surveillance active et qui
avaient fourni un résultat négatif a la recherche d’EST. Pour ces animaux, le génotype au codon
141 et la distinction entre les phénotypes H et Q en position 171 n’étaient pas disponibles.
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Nous avons inféré les données manquantes a partir d’'un jeu de données externe. Celui-ci provenait
d’une étude dans laquelle les fréquences des génotypes aux codons 136, 141, 154 et 171 du gene
PRNP avaient été estimées pour les animaux du noyau de sélection des principales races ovines
francaises, avant la mise en place du programme de sélection génétique de la résistance a la
tremblante classique (Moreno, Moazami-Goudarzi et al., 2007). Apres avoir préalablement vérifié :
i) que les fréquences des alleles n’étaient pas significativement différentes entre les populations des
deux études (Chi-deux) et ii) que I'équilibre de Hardy Weinberg prévalait dans la population
témoin (Chi-deux), les fréquences pris1 et pri71 correspondant respectivement aux phénotypes F141
et H171 parmi les animaux porteurs de I'allele ARQ ont été utilisées.

Les mutations F141 et H171 ont ensuite été imputées chez les témoins porteurs de I'allele ARQ.
Pour chaque témoin concerné, I'allele ARQ a été remplacé par un allele AFRQ, ALRH ou ALRQ
en fonction de la réalisation d’une variable aléatoire suivant une distribution multinomiale a trois
modalités de parameétres pris1, pHizi, 1- pria1 - pui71 correspondant aux trois alleles AFRQ, ALRH et
ALRQ. Afin de tenir compte de I'incertitude associée a I'estimation initiale issue d’un autre jeu de
données, nous avons considéré que les parametres pris1 et pui71 suivaient une distribution béta de
parametres a et b tels que la moyenne et la variance de la variable correspondaient aux valeurs
estimées dans le jeu de données externe. Les parametres a et b ont été estimés a I'aide du logiciel
Betabuster (Chun-Lung Su, http://www.epi.ucdavis.edu/diagnostictests/betabuster.html). Afin de
prendre en compte I'incertitude liée a cette méthode, 'analyse a été répétée par bootstrap et 1 000
jeux de données avec imputation aléatoire des alleles AFRQ, ALRH et ALRQ ont été constitués.

3.3.3. Analyses multivariées

Pour chacune des deux formes de tremblante, nous avons estimé sous forme d’OR le risque associé
au portage d’allele d’'une part et au génotype d’autre part. Pour cela, des modeles de régressions
logistiques multivariées ont été utilisés qui incluaient des variables d’ajustement en plus de l'effet
génétique d’'intérét : le canal de surveillance (équarrissage versus abattoir) et la dentition (classes 5
a 8 ID et 8 ID versus 2 a 4 ID). Des exclusions de cas et de témoins ont été faites en raison de
données manquantes sur le plan de surveillance ou sur la dentition.

L’analyse associée aux alleles a été conduite pour les porteurs d’alleles plutét que pour les
fréquences alléliques, I'unité est donc l'individu et non pas l'allele. La référence était l'alléle
ALRQ. De ce fait, les OR étaient calculés pour des individus, ce qui est plus facilement
interprétable en terme épidémiologique et 'analyse n’est pas soumise aux conditions de validation
de I'équilibre de Hardy-Weinberg dans les populations comparées (Sasieni, 1997), les cas étant en
déséquilibre. Cependant, les OR basés sur les porteurs d’alleles impliquent une hypothése de
dominance puisque les hétérozygotes et les homozygotes sont assimilés. Dans le cas contraire, le
biais est conservateur : les OR mesurés sont plus proches de un qu’ils ne le sont en réalité. Les
effets estimés pour les génotypes sont donc plus corrects.

L’analyse du risque associé aux génotypes a été conduite par rapport au risque associé au génotype
ALRQ/ALRQ. Les OR et leurs intervalles de confiance n’ont pas pu étre calculés pour tous les
génotypes, en raison de I’absence de cas dans certaines catégories.

Les parametres des régressions logistiques ont été estimés pour les 1000 réplicas de jeux de

données et la moyenne et I'écart type des parametres ont été estimés par la méthode de Rubin
(Roderick J. A. Little and Donald B. Rubin, 1988).
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3.3.4. Estimation de la prévalence moyenne par génotype

La prévalence moyenne de tremblante atypique pour chaque génotype Gi, P(TA/Gi), a été calculée
en pondérant la prévalence moyenne de tremblante atypique dans la population générale par le
rapport des fréquences des génotypes Gi observés chez les cas et chez les témoins :

P(Gi/TA).P(TA)

~ P(Gi/TA)
P(Gi/TA).P(TA) + P(Gi/ T-).(1 - P(TA))

P(TA/ Gi) = .
P(Gi/T-)

P(TA)

Afin de prendre en compte les différents niveaux d’incertitude liés aux fluctuations
d’échantillonnage, nous avons supposé que chacune de ces proportions (prévalence de tremblante
atypique, fréquence de génotype Gi chez les cas de tremblante atypique et fréquence de génotype
Gi chez les témoins), suivait une distribution béta. Les parametres d’échelle et de dispersion des
lois béta ont été estimés de sorte a ce que les proportions aient pour espérance et pour variance
respectivement la moyenne et la variance des variables correspondantes observées a partir des
échantillons, déterminés comme précédemment. Pour les génotypes impliquant un allele ALRQ,
AFRQ ou ALRH nous avons utilisé le nombre moyen de témoins porteurs du génotype concerné
déterminé a I’étape précédente.

Pour chaque génotype ou groupe de génotypes définis précédemment pour la tremblante atypique,
les estimateurs de la moyenne de P(TA/Gi) et ses intervalles de crédibilité a 95% ont été obtenus a
laide du logiciel Winbugs (Lunn, Thomas et al., 2000) pour des chaines de 2 000 itérations
échantillonnées avec un pas de deux apres une chaine brtilée de 1 000 itérations.

Nous n’avons pas calculé la prévalence par génotype pour la tremblante classique car la plupart des
animaux ne sont pas exposés a l'agent infectieux, quel que soit leur génotype. En fait, une
prévalence par génotype n’a de sens que pour les animaux issus des troupeaux infectés.

3.3.5. Risque de tremblante atypique pour un troupeau 100% ALRR/ALRR

Afin de calculer la probabilité qu'un troupeau constitué d’animaux ALRR/ALRR soit détecté
atteint de tremblante atypique en fonction du nombre d’animaux testés, nous avons fait les
hypothéses que i) le risque de tremblante atypique ne dépend que du génotype, de I'age de
Panimal et du canal de surveillance, et ii) en moyenne, les animaux testés en provenance d’un
troupeau donné ont la méme structure d’age et sont testés dans les mémes proportions selon le
canal de surveillance que la population générale.

Sous ces hypotheses on peut considérer que le nombre, X, d’animaux positifs dans un troupeau
constitué exclusivement d’animaux ALRR/ALRR suit une distribution binomiale dont le parametre

de probabilité, p, correspond a la prévalence moyenne observée pour ce génotype.

La probabilité que le troupeau soit déclaré positif en fonction du nombre n d’animaux testés s’écrit
alors simplement :

P(X2D)=1-P(X =0)=1-p’x(1- p)" )
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Nous avons estimé p comme précédemment pour le génotype ALRR/ALRR et pour n variant de 1
a 1 000, nous avons calculé la moyenne de P(X>1) et ses intervalles de crédibilité a 95% a l'aide de
Winbugs pour des chaines de 2 000 itérations échantillonnées avec un pas de deux apres une

chaine briilée de 1 000 itérations.
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Summary

Background: Since 2002 active surveillance programmes have detected important number of
classical scrapie (CS) and atypical scrapie cases (AS) in French sheep in almost all PRNP genotypes.
The aim of this study was to quantify the genetic risk of classical scrapie (CS) and atypical scrapie
(AS) cases in French sheep.

Methods: We obtained genotypes at the codons 136,141,154 and 171 of the PRNP gene for
representative samples of 248 AS and 245 CS cases. We used a random sample of 3317 scrapie
negative animals genotyped at the codons 136, 154 and 171 and we made inferences on the
position 141 by multiple imputations, using external data. To estimate the risk associated to allele
carriers and genotypes we fitted multifactor logistic regression models and we estimated the
prevalence of AS for the different genotypes.

Results: Compared to ALRQ, the ALRR allele was significantly at risk of AS and was very
significantly protective for CS whereas the VLRQ allele was significantly protective for AS and at
risk for CS. We have ranked allelic susceptibilities for AS: VLRQ<ALRQ ~ ALRH<ALRR<ALHQ =
AFRQ and for CS: ALRR<ALHQ<ALRQ ~ ALRH ~ AFRQ<VLRQ.

The prevalence of AS in ALRR-ALRR animals was 0.6%o0 and was not different from the
prevalence of the general population.

Conclusion: Selecting ALRR-ALRR animals should not change the overall AS prevalence but fully
ALRR-ALRR flocks submitted to tests based certification scheme risk to become AS positive.
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Background

The concern that bovine spongiform encephalopathy (BSE), a zoonotic transmissible spongiform
encephalopathy (TSE), may have entered the sheep and goat populations has prompted European
countries to organise control and surveillance of TSE in small ruminants among which BSE cannot
be distinguished clinically from scrapie.

In sheep, genetic susceptibility to classical scrapie (CS) is supported by polymorphic variations at
specific codons (136, 154, 171) on the PRNP gene, which encodes the normal cellular protein
prion (PrPC) [1]. The main alleles defined by these three codons can be classified by increasing
risk as follow ARR<AHQ<ARQ =~ ARH<VRQ. This knowledge permitted implementation of
scrapie eradication programme at a large scale throughout Europe based on positive selection of
the most resistant allele (ARR) and negative selection of the most susceptible allele (VRQ)[2].

The detection of an atypical form of scrapie (AS) challenged these programmes because animals
genetically resistant to CS were affected [3-6]. However, whereas exposure to an infectious agent
is necessary for CS development [7], AS could have a non infectious origin. Despite the fact that
AS was experimentally transmitted to transgenic mice [8] and to sheep [9], a number of studies
questioned AS infectious origin [4, 10-14]. This is supported by the old age of the cases, the
location of the histological changes and the rarity of secondary cases in affected flocks [4, 12, 13].

Furthermore, most cases of atypical scrapie were found in animals with the PrP genotype showing
low susceptibility to CS. Several studies have shown that AS susceptibility is associated with PrP
codons 141 (L/F) and 154 (R/H) [15, 16]. Importantly, cases of ALRR carriers have been described
but VRLQ carriers are rare.

A descriptive study found that in Europe AS had a similar prevalence, whatever the country or the
tested population, of about 6 cases per 10,000 tests [12]. This could hide a relatively high
prevalence of AS in the most susceptible genotypes. In addition, estimation of the prevalence in
ALRR-ALRR animals is strategically important to estimate the impact of breeding programmes on
the AS prevalence in the general population.

We have designed a case-control study to estimate the risk of AS associated to the PRNP alleles
carriers and genotypes in the French sheep population and compare it with those of CS. In
addition, we used our dataset to estimate the prevalence of AS per genotype and to estimate the
risk for a fully CS resistant flock to be detected positive for AS under certain assumptions.

Methods

Cases and controls were recruited among the animals tested in France. Each year since 2002, a
number of adult sheep from unknown TSE status flocks were randomly selected for TSE detection
at abattoirs (healthy slaughter) or at rendering plants (fallen stock). Details concerning the French
active surveillance programme are described in Cazeau [17]. Between 2002 and 2007, 859,157
samples were analysed within this programme, out of which 532,500 with the recommended tests
for AS detection [18, 19].

Among these samples, 404 cases of AS and 395 cases of CS have been confirmed and the strain
determined by the National reference laboratory of AFSSA Lyon [20]. The PRNP genotype at
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codons 136, 141,154 and 171 has been determined only for a large part of these cases. DNA
material was analysed for part at Labogena (Jouy en Josas, France) with a tagman probe method
and for part at INRA (Jouy en Josas, France) by direct sequencing of the coding region of the
PRNP gene.

In addition, during the TSE active surveillance programme 2002-2007, a subset of 3,347 animals
was randomly selected for the genotyping of PRNP gene. We used those negative for TSE as
controls. The genotyping of this control dataset was routinely conducted by Labogena at codons
136, 154 and 171 but AHQ and ARQ were not differentiated. The missing information on F141
and H171 in this control dataset was inferred using estimation of PrP alleles in the general French
ovine population [21]. In fact, because no significant difference of PrP frequencies at codons 136
and 154 and 171 (H and Q merged) was observed between the present control dataset and the
general French ovine population, we deemed these inferences possible at codons 141 and 171.
Nevertheless, to take into account the uncertainty upon this estimation (external dataset and
precision of estimation) the control dataset was bootstrapped 1000 times. Namely, any occurrence
of ARQ allele was replaced by AFRQ, ALRH and ALRQ alleles according to beta-multinomial
distributions with means and variances equalling those estimated from the external dataset.

We collected information on the stream of surveillance (healthy slaughter / fallen stock) and the
dentition of the animals which is a poor proxy for age [22] but was the only information available.
This led to further exclusions as information was occasionally missing.

For each type of scrapie we fitted multifactor logistic regression models to assess the risk,
expressed in odds ratio (OR), associated to alleles and to genotypes with respectively ALRQ and
ALRQ-ALRQ as references. This genotype was considered as reference because it is assumed to be
the ancestral genotype. Because the HWE did not hold in the case populations we studied the
effect of allele carriers instead of the risk associated to allele frequencies [23]. This method implies
a dominant effect of the alleles but if it is not verified the bias is conservative which is the usual
preferred way for biases. We adjusted the models on stream of surveillance, with the healthy
slaughter stream as reference and on dentition, with the class corresponding to the youngest
animals as reference. The values of the OR and their 95% confidence intervals for the 1,000
datasets were computed using Rubin method [24]. We could not obtain measurement of the effect
associated with the genotypes in which no case was detected.

We estimated the prevalence of AS for each genotype; because the proportion of animals
genotyped was different for cases and controls, we defined it as the national prevalence
(404/532,500 for AS and 395/859,157 for CS) times the frequency of the genotype among cases,
divided by the frequency of the genotype in the general population. Using a Bayesian approach,
we considered that each of these proportions followed a beta distribution with mean and variance
estimated by the observations. We derived the median and the 95% credibility interval of the
prevalences based on 2000 iterations obtained after convergence. Genotype specific prevalences of
CS in the general population would be misleading because only animals from infected flocks are
exposed to the infectious agent, so we did not estimate them.

In addition, we considered the risk for a fully ALRR-ALRR flock to be detected positive for AS.
We assumed that in any flock the individual risk of AS only depended on the genotype, the age
and the stream of surveillance. Considering that the animals tested from a given flock had the
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same distribution of age and stream of surveillance than the general population, the average

individual risk for an ALRR-ALRR animal could be estimated by the prevalence previously

estimated for this genotype. Since the occurrence of AS in a flock was defined as an independent

event, the number of cases in a flock, X, followed a binomial distribution. The probability for at

least one animal being AS positive among n animals tested was:
P(X>1)=1-P(X=0)=1-p".(1-p) =1-(1-p)" ()

Using the previous methods to estimate the prevalence per genotype, we derived the median of

the probability and its 95% credibility interval for n varying from 1 to 1000, based on 2000

iterations obtained after convergence.

All the statistical analyses were done in R for Windows [25] and Winbugs [26].

Results

After exclusion of missing information on genotypes and dentition, 248 AS cases, 245 CS cases and
3,317 controls were used for estimation of OR and prevalence (Tableau 28). None of the genotypes
was spared by scrapie but not all were affected by both types of scrapie.

Within AS cases we have not detected ALRR-VLRQ, ALRQ-ALRH, ALRQ-VLRQ, and VLRQ-
VLRQ genotypes. The OR associated to ALHQ-ALHQ, AFRQ-ALHQ and AFRQ-AFRQ were very
high and were approximately ten times higher than the OR of ALHQ or AFRQ heterozygotes.
Within CS cases, the highest risk was for the VLRQ-VLRQ animals and their OR was
approximately two times higher than the OR associated to AFRQ-VLRQ, ALRQ-VLRQ, and
ALRH-VLRQ animals. Heterozygotes ALRR and in a lesser extent ALHQ were resistant to CS.

The average prevalence of AS for the most susceptible genotypes were more than 30 times higher
than the prevalence for the general population (0.7%o0 CI95%: 0.7-0.8) (Tableau 28)), and the
lower limit of the credibility interval exceeded 1%. The average prevalence for ALRR-ALRR
animals was not significantly different from the prevalence for the general population.

We found by multifactor logistic regression that the AFRQ and ALHQ carriers had the highest
risk of AS. Indeed the ALRR carriers could be at higher risk than VLRQ carriers (Tableau 29).
Whereas for CS cases, the VLRQ and AFRQ carriers had the highest risk and ALRR and ALHQ
carriers the lowest one (Tableau 29).

There was no difference of risk of CS between AFRQ, ALRH and ALRQ carriers which supports
pooling these alleles in one category. The animals tested at fallen stock were significantly more at
risk for CS but not for AS and the oldest animals were more at risk for AS but not for CS.

The probability for a 100% ALRR-ALRR flock being classified positive for AS was not negligible as
soon as 100 animals were tested (Figure 49). For instance, during a 10 year period, a flock with a
constant size of 400 ALRR-ALRR ewes with an adult mortality rate of 5% and for which all fallen
stock over 18 months would be tested would have more than a 10% chance of having at least one
case of AS detected.

Discussion

This study is based on the sheep population submitted to active surveillance and we have
considered the ancestral allele ALRQ as the reference. Under these assumptions, we detected a
significant risk of AS for sheep carrying the ALRR-ALRR genotype and more generally sheep
carrying the ALRR allele and a reduced risk for the VLRQ allele carriers. We also verified the
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predominant risk of AS associated to carriers of the AFRQ and ALHQ alleles as previously
described [13, 15, 21, 27].

We have ranked allelic susceptibilities for AS: VLRQ < ALRH ~ ALRQ < ALRR < ALHQ =~ AFRQ
and for CS: ALRR < ALHQ < ALRH = ALRQ ~ AFRQ < VLRQ. These results are concordant with
studies of AS from different countries [27-30].

The OR and prevalence of AS for AFRQ-AFRQ, AFRQ-ALHQ and ALHQ-ALHQ genotypes were
strikingly high. Besides AFRQ-AFRQ and ALHQ-ALHQ homozygotes had a much higher risk
than AFRQ-ALRQ and ALHQ-ALRQ heterozygotes which ruled out a dominant effect. Our
prevalence estimation was congruent with a British study [31]. All these data underline that
genotype is a very strong component for risk of AS along with age, unfortunately we missed data
to estimate age-specific penetrance of the different alleles.

The maintenance of the polymorphism of the PRNP gene raises question. This could be explained
by an absence of selection due to the late onset of clinical signs in the life of farm animals.
Alternatively, it could be maintained by a balancing selection process (Slate, 2005; Woolhouse et
al., 2001). The weak associations between PRINP alleles and the performance or health traits found
so far [32] would hardly contribute to this selection. More likely explanations could be found in
heterozygous advantage and/or frequency dependency. The frequency dependent selection is
supported by the differences of genetic susceptibility associated to PRNP alleles towards the
numerous strains of scrapie that prevail in the different subpopulations. This diversity includes AS
and the many strains of CS [33]. There is also a possible advantage of heterozygous compared to
homozygous individuals, specific to AS and suggested by the lower risk for AFRQ-ALHQ animals
compared to ALHQ or AFRQ homozygous animals found in our study and in Great Britain (EFSA,
2006).

The susceptibility conferred by the ALRR allele questions the long term consequences of the
breeding programme for CS resistance on AS prevalence in the sheep population. The AS
prevalence estimated for the ALRR-ALRR subpopulation (0.6%o0) was not significantly different
from the current average national prevalence (0.7%o). Therefore increasing frequency of the
ALRR allele in the general population should not result in an increase of the AS prevalence. Yet
caution should be given to the fact that despite a low prevalence, the probability to detect a
positive case in ALRR-ALRR is not negligible when the number of animals tested increases as
shown by figure 1. Farms fully engaged in ALRR-ALRR selection tend to test more animals due to
participation in a scrapie certification programme and face a real risk of being placed under
restrictive measures because of the probability to detect AS in their flock. Therefore the legislator
should take into account the risk of being in contradiction with the promoted selection strategy.
Alternative breeding selection consisting of negative selection for AFRQ and ALHQ alleles is not
relevant given the rarity of these alleles (5.4% for AFRQ and 2.9% for ALHQ in the French
population (Moreno et al., 2007)),

The assumption of common risk of AS for farms is supported by the wide, homogenous
distribution of the disease and similarities of prevalence per genotype in France and in Europe [12,
17, 31]. This was partly challenged by the existence of some factors, such as mineral feeding,
modifying the detection or the occurrence of AS [10, 14]. However in a recent case-control study,
the farm level risk factors were much less important than genetic factors [14]. Actually a number
of studies argue for the hypothesis that AS could develop in the absence of exposure to an
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infectious agent [4, 10-14, 34], even if a doubt persists given the limited knowledge on the
physiopathology of AS.

Conclusion

Finally AS occurrence appears to be heavily dependant on the PRNP genotype, possibly
modulated by some environmental risk factors which are to be further explored. Even if the open
reading frame of the PRNP has a strong influence on the occurrence of AS it might not be the
unique genetic factor of susceptibility. Other regions of the PRNP or other genes could be
involved either independently or in synergy and this hypothesis is also worth to be investigated.
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Tables

Tableau 28 : Sample sizes, estimated OR for AS and CS according to genotypes and covariates and
their 95% confidence intervals (CI95%), estimates of prevalence of AS per genotype and 95%

credibility intervals (ci 95%)

AS CS
No No . No
Genotype controlst cases OR (CI 95%) Prevalence %o (ci95%) cases OR (CI 95%)
ALRR-ALRR 772 45 12.7 (2.9-55.1)5 0.6 (0.4-0.8) 0 NAS®
ALRR-ALHQ 70 24 75.2 (16.6-340.6)° 3.6(2.2-5.6) 0 NA®
ALRR-AFRQ 147.4 54 82.9 (13.6-506.5) 3.8(2.8-5.0) 0 NAS®
ALRR-ALRQ 1003.4 10 2.2 (0.5-10.0) 0.1(0.1-0.2) 2 0.0 (0.0-0.1)°
ALRR-ALRH 126.1 3 5.3 (0.6-46.4) 0.3(0.1-0.7) 0 NAS®
ALRR-VLRQ 188 NA® 0(0.0-0.2) 16 0.5 (0.2-1.0)7
ALHQ-ALHQ 3 454.8 (61.2-3381.4)° 19.5 (5.6 -75.1) 1 1.4 (0.1-15.7)
AFRQ-ALHQ 9.8 11 253.5 (29.0-2213.8)° 11.4 (5.1 - 27.5) 0 NA®
ALHQ-ALRQ 65.9 13 41.6 (9.0-192.2) 2.1(1.1-35) 1 0.1 (0.0-0.8)7
ALHQ-ALRH 84 2 54.1 (4.2-689.3) 7 3.0 (0.6 - 10.0) 0 NA6
ALHQ-VLRQ 4 1 51.1 (3.7-709.0)7 3.6(0.4-18.1) 2 2.0 (0.3-12.1)
AFRQ-AFRQ 11.6 28 724.3 (49.4-10625.1) 23.6 (12.6 - 47.1) 2 1.5 (0.1-22.1)
AFRQ-ALRQ 126.4 43 76.9 (13.5-438.7)° 35(24-47) 20 1.0 (0.3-3.2)
ALRQ-ALRQ 445.5 2 Reference 0.1 (0.01-0.2) 69 Reference
ALRQ-ALRH 106.7 0 NAS® 0.1(0-0.4) 0.5 (0.1-1.8)
AFRQ-ALRH 16.5 1 15.7 (0.7-335.4) 1.0 (0.1 - 3.6) 1.0 (0.1-12.2)
ALRH-ALRH 9.7 1 33.8 (1.1-1008.5) 7 1.7 (0.3 - 6.6) 1 1.0 (0.0-24.6)
AFRQ-VLRQ 21.5 3 31.7 (3.4-293.4) 7 1.7 (0.5 - 4.6) 6 1.7 (0.3-8.2)
ALRQ-VLRQ 147.1 0 NA® 0(0-0.3) 85 3.6 (2.3-5.6)°
ALRH-VLRQ 18.4 1 12.7 (0.8-212.6) 0.9 (0.1-3.3) 9 3.2 (0.6-17.1)
VLRQ-VLRQ 16 0 NAS® 0.4 (0-2.5) 21 7.8 (3.3-18.1)°
Healthy slaughter Reference Reference
Fallen stock 1.0 (0.7-1.3) 6.44 (4.43-9.37)
2-4 DI Reference Reference
5-8 DI® 1.6 (0.4-6.5) 1.04 (0.43-2.49)
8 DI° 3.0(0.8-11.4) 1.07 (0.46-2.50)

* Mean value for the 1,000 bootstraps

> p-value< 0.001

% Not available :,no case for that genotype

7 p-value <0.05

¥ 5-8 definitive incisors : animals of 2 to 4 years old

? 8 definitive incisors : animals of 4 years old and more
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Tableau 29 : Estimated OR for AS and CS according to allele carriers and covariates and their 95%

confidence intervals (CI95%)

AS CS
No No OR (CI 95%) No R (c195%)
Genotype controls | cases cases

ALRQ 1894 68 Reference 185 Reference
AFRQ 332 140 12.2 (4.7-32.0)10 30 1.0 (0.3-2.6)
ALHQ 161 57 9.7 (6.4-14.7) 4 0.2 (0.1-0.7)
ALRH 285 8 0.8 (0.2-2.8) 20 0.7 (0.2-2.3)
ALRR 2306 136 1.6 (1.2-2.3)1 18 0.1 (0.0-0.1)5
VLRQ 394 5 0.3 (0.1-0.9) 139 3.5 (2.6-4.7)5

Healthy slaughter Reference Reference
Fallen stock 1.0 (0.8-1.2) 5.8 (4.4-7.7)5

2-4 DI Reference Reference
5-8 DI12 1.8 (0.6-5.1) 0.9 (0.5-1.6)
8 DI 3.3 (1.1-9.2) 0.9 (0.5-1.6)

10 p-value< 0.001
' p-value <0.05

12 5.8 definitive incisors: animals of 2 to 4 years old
1 8 definitive incisors: animals of 4 years old and more
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Figures
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Figure 49: Probability for a 100% ALRR-ALRR flock to have at least one AS case detected
according to the number of animals tested. Plain line: median of probability, dashed lines: 95%
credibility interval of probabilty
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Chapitre 4 : Etudes de I'agrégation des cas de tremblante atypique
et de tremblante classique

4. 1. Présentation des études

Les deux chapitres précédents ont contribué a montrer que la tremblante atypique était présente,
mais rare, dans toutes les populations ovines, a un niveau pouvant varier faiblement en fonction de
caractéristiques démographiques, notamment génétiques. Les facteurs de risque détectés
n’évoquaient pas une origine infectieuse, ce qui nécessite d’étre confirmé par d’autres approches.

L’objectif de cette partie est de rechercher des indices dune contagiosité de la tremblante
atypique. Une approche par modélisation comme en tremblante classique (Woolhouse, Stringer et
al., 1998; Hagenaars, Donnelly et al., 2000 ; Kao, Gravenor et al., 2001 ; Touzeau, Chase-Topping
et al, 2006; Kao, Green et al., 2007) n’était pas réalisable en raison des trop nombreuses
incertitudes sur la maladie et sur les parameétres biologiques qui la caractérisent. En revanche, les
études de cohortes sont bien adaptées, notamment si elles permettent d’intégrer des connaissances
sur la filiation et la génétique des individus (Corbiére, Barillet et al., 2007). Vu le faible niveau
d’informations généralement disponibles en élevage ovin, il n’est pas possible de constituer des
cohortes fiables de facon rétrospective. La meilleure solution serait alors de constituer des cohortes
de facon prospective. Cependant, compte tenu de la rareté de la tremblante atypique et de l'age
élevé des cas, ces études imposent de suivre les individus pendant une longue période. De plus,
étant donné le caractere réglementé de la tremblante atypique, la mise en place de cohortes
implique de déroger au moins provisoirement a la réglementation, ce que n’a pas souhaité la DGAI
Une solution alternative consiste a chercher a mettre en évidence I'agrégation des cas au sein des
troupeaux ou au niveau géographique en utilisant soit les données issues de la police sanitaire soit
les données issues de la surveillance active. Cette agrégation n’est cependant pas forcément
spécifique de la contagiosité et 'absence d’agrégation détectée ne signifie pas forcément qu’elle
n’existe pas, notamment dans le temps.

L’agrégation de cas de tremblante atypique pourrait également traduire I'existence de facteurs de
risques, démographiques ou environnementaux. La signification de tels agrégats, s’ils étaient
détectés, devrait donc étre discutée en fonction de leurs caractéristiques et des autres
connaissances disponibles sur la tremblante atypique. L’étude de l'agrégation de la tremblante
classique, dont l'origine infectieuse et la contagiosité sont établies, peut également servir de
référence pour établir une comparaison et également explorer lexistence dun lien
épidémiologique entre les deux maladies.

La premiere approche (article 4) repose sur la distribution spatiale des cas index de tremblante
atypique et de tremblante classique. Un article a été soumis le 25 mai 2009 a la revue
Epidemiology and Infection en tant que Original Article et ce travail a été retenu pour une
communication orale au congrés de 'ISVEE XII en aoGt 2009 a Durban. Cette étude visait a
rechercher des agrégats spatiaux compte tenu de la distribution de la population testée et a établir
la répartition du risque de chacune des deux formes de tremblante. Nous avons utilisé les données
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francaises de la surveillance active entre 2003 et 2007 pour analyser la distribution spatiale de la
tremblante atypique et de la tremblante classique a une échelle allant de la commune a des
hexagones de 40 km de large. Les agrégats spatiaux ont été recherchés par la méthode de scan par
cercles de Kulldorff. La cartographie du risque lissé a été établie par des modéles hiérarchiques
bayésiens autorégressifs. L’étude a montré que les distributions spatiales des deux maladies étaient
différentes. Le risque relatif de la tremblante atypique était réparti de fagon assez homogeéne sur
I'ensemble du territoire, mise a part dans une zone de risque légérement accru dans le sud de la
France. En revanche, pour la tremblante classique, plusieurs zones présentaient un risque relatif
accru ou au contraire réduit. Ces résultats montrent qu’il existe des différences dans la répartition
des deux maladies et suggerent que la tremblante atypique ne serait pas ou tres peu contagieuse.

La deuxiéme approche comprend deux études (article 5 et article 6) et a porté sur la comparaison
entre les prévalences de la tremblante atypique et de la tremblante classique estimées parmi les
animaux issus des troupeaux soumis a la police sanitaire et celles estimées dans la population
générale. Compte tenu de certaines réserves sur la qualité des données disponibles pour ces deux
études, les hypotheéses a tester et 'exploitation statistique des données sont restées simples.

L’article 5 est en cours de publication dans la revue Veterinary Journal en tant que Short
communication et a été retenu pour une communication orale au congreés de 'ISVEE XII en aofit
2009 (associé a I'étude spatiale). L’étude a porté sur les foyers francais de tremblante ovine. Nous
avons comparé la prévalence des cas secondaires de tremblante atypique et de tremblante classique
en provenance de 340 foyers de tremblante atypique et 296 foyers de tremblante classique. La
prévalence de la tremblante atypique dans les foyers de tremblante atypique était de 0,46%o0 chez
les animaux soumis a 'abattage sanitaire et de 0,73%o chez les animaux soumis a la surveillance
renforcée, ces prévalences n’étaient pas différentes de celles détectées par la surveillance active
(p>0,5). Les valeurs correspondantes pour la tremblante classique étaient beaucoup plus élevées
(respectivement 36,72%o0 et 2,53%o, p<10°). De plus, la distribution du nombre de cas de
tremblante atypique dans les foyers était conforme a I'hypothese d'une distribution binomiale du
nombre de cas, qui implique que les cas sont des évenements aléatoires indépendants et
équiprobables. Globalement, ces résultats suggerent que la tremblante atypique pourrait étre
spontanée ou trés peu contagieuse et que si les mesures de police sanitaire avaient pu contribuer au
contrdle de la tremblante classique elles n’avaient en revanche pas été plus efficace que la
surveillance active pour détecter des cas de tremblante atypique.

L’article 6 a été soumis le 20 avril 2009 a BMC' Veterinary Research en tant que Research article et
a été soumis pour une communication orale au congres Neuroprion en septembre 2009, a
Thessalonique. Le but de cette étude était d’étudier la survenue de cas secondaires dans les
troupeaux atteints de tremblante atypique en s’appuyant sur les données de surveillance collectées
en Europe. Des questionnaires ont été utilisés pour collecter, au niveau national, les résultats de la
surveillance active et du dépistage de cas secondaires menés dans les troupeaux atteints aupres de
12 pays européens. La prévalence moyenne de la tremblante atypique était de six cas pour 10 000
tests a l'abattoir et de huit cas pour 10000 a l'équarrissage. En utilisant une approche
multicentrique pour 11 des 12 pays ayant participé, nous avons trouvé que la probabilité de
détecter des cas secondaires de tremblante atypique dans les troupeaux positifs était similaire a la
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probabilité observée parmi les animaux abattus pour la consommation humaine (odds ratio,
OR=1,07, IC95%: 0,70-1,63) ou trouvés morts (OR=0,78, 1C95%: 0,51-1,2). La probabilité de
détecter des cas secondaires de tremblante classique dans les troupeaux atteints de tremblante
classique était plus élevée que la probabilité de détecter des cas secondaires de tremblante atypique
dans les troupeaux atteints de tremblante atypique (OR=32,4, IC95%: 20,7-50,7). Ces résultats
suggerent donc également que la tremblante atypique n’est pas contagieuse en conditions
naturelles, ou trés peu en comparaison a la tremblante classique. De plus, cette étude a souligné
I'importance de collecter les données de facon standardisée afin de mieux valoriser les analyses
conduites par les pays européens dans leurs efforts de lutte contre la tremblante classique et la
tremblante atypique.

Les aspects méthodologiques de l'article 4 et de l'article 5 n’ont pas pu étre présentés en détails
dans les articles en raison des contraintes de taille, ils sont donc présentés en amont des articles.
Les résultats et la discussion sont, par contre, présentés uniquement dans les articles.
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4.2. Matériel et méthodes de I'étude de la distribution spatiale de Ia
tremblante atypique et de la tremblante classique ovine en France (article 4)

4.2.1. Objectifs

L’objectif de cette étude était d’explorer la distribution spatiale des cas de tremblante atypique et
de la comparer a celle des cas de tremblante classique afin de détecter les zones a risque et de
discuter la possible contagiosité de la tremblante atypique et/ou la présence de certains facteurs de
risque.

Plus précisément, nous nous sommes intéressés a la détection d’agrégats spatiaux compte tenu de la
distribution de la population a risque et nous avons cartographié le risque relatif lissé des deux
formes de maladie en tenant compte des parametres démographiques disponibles.

4.2.2. Sources de données disponibles

Données sur les cas et la population

Les données sur les cas et la population provenaient des programmes de surveillance active de la
tremblante menés de 2003 a 2007. L’année 2002 a été exclue en raison de I'inclusion de nombreux
tests de police sanitaire dans la surveillance a I’équarrissage. Seuls les cas index ont été inclus. Tous
les tests de dépistage effectués sur des animaux provenant de troupeaux placés sous mesures de
contrdle et postérieurs a la détection du cas index ont été écartés.

Le choix de prendre comme dénominateur les animaux testés a permis d’étudier la distribution des
cas malgré les biais possibles du programme de surveillance et notamment ’hétérogénéité spatiale
du taux de sondage, accentuée pour la tremblante atypique par la répartition des tests ad Aoc. Cela
a également permis, dans une certaine mesure de prendre en compte, des parameétres ayant
influencé la détection des cas par la surveillance active. Par ailleurs, la distribution de la
population ovine en France était mal connue au moment ou 'étude a été mise en place.

Un jeu de données différent a été constitué pour chacune des deux formes de tremblante. Pour la
tremblante atypique, seuls les animaux dépistés avec un des tests BioRad ou Idexx ont été comptés.
Pour la tremblante classique, en revanche, tous les tests ont été pris en compte.

Données démographiques

Les enregistrements pour lesquels les données sur la dentition, le type de plan de surveillance et
Pimmatriculation étaient manquantes ou erronées ont été exclus, ce qui représentait environ 20%
des données.

Par ailleurs, en effectuant un recoupement entre les numéros de cheptel et les données compilées
des recensements des petits ruminants de 2005 a 2007, il a été possible de déterminer le type de
production du cheptel d’origine des animaux, laitier ou allaitant et mixte pour 83% des
enregistrements.

Nous avons vérifié que les prévalences de tremblante atypique et classique restaient inchangées du
fait des différents niveaux d’exclusion. Les prévalences étaient les mémes que celles décrites dans

le chapitre 2 (Prévalence, p. 85). Concernant le type de production qui n’avait pas été étudié dans
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la partie sur la surveillance active, faute d’information disponible, nous avons détecté une
prévalence supérieure parmi les animaux issus de troupeaux laitiers en tremblante atypique
(OR=1,31, ICos5% = 0,99 — 1,71) et en tremblante classique (OR=1,66, ICos% 1,26 — 2,20).

Nous n’avions pas de données utilisables sur les races ou la structure génétique des populations
testées.

Pour chaque animal, les données disponibles étaient I'année de dépistage (2003 a 2007), le canal de
surveillance (abattoir ou équarrissage), le statut (positif ou négatif), la dentition (2 a 4 ID, 4a 8 ID,
8 ID), le type de production (laitier ou autre) et le cheptel d’origine.

Données géographiques

Les différentes couches de données géographiques administratives (communes, cantons,
départements) provenaient de 'Institut géographique national (www.ign.fr) et ont été manipulées
avec le logiciel ArcMap 9.1 (http://www.esri.com).

Les animaux ont été localisés au moyen de leur numéro d’immatriculation. Pour les animaux nés
avant la réforme de l'identification ovine (juillet 2005), les huit premiers caracteres du numéro
d’immatriculation correspondent au numéro de cheptel de l'exploitation ou l'animal a été
immatriculé. Pour les animaux nés apres la réforme de I'identification ovine, la correspondance
entre le numéro d’'immatriculation et le numéro de cheptel a été établie a 'aide du registre des
indicatifs de marquage détenu par la DGAI Dans tous les cas, les cinq premiers caracteres du
numéro de cheptel correspondaient au code INSEE de la commune du siége social de
I'exploitation.

Les animaux ont été localisés au niveau du centroide de la commune du cheptel dont ils portaient
Pimmatriculation. Sur les 36 222 communes francaises, au moins un test avait été réalisé dans
24 981 communes mais les données étaient tres dispersées puisque le nombre d’animaux testés
était inférieur a cinq dans 40% des communes.

4.2.3. Analyse statistique

Nous avons considéré deux techniques d’analyse adaptées aux données géographiques groupées.

Recherche de clusters

Nous avons basé notre recherche d’agrégats sur la méthode des scans de Kulldorff.

Selon cette méthode, I'hypothese nulle est qu’il n’y a pas d’agrégats, la probabilité de trouver un
cas est la méme dans toute la zone étudiée. L’hypothese alternative est qu’il y a au moins un
agrégat dans lequel la probabilité de trouver un cas est supérieure (ou inférieure) a la moyenne
nationale.

Le test propose de rechercher 'agrégat le moins conforme a I'hypothése nulle. Pour cela, en
chaque point du systeme étudié, en 'occurrence des communes, un nombre de cas théoriquement
attendu est calculé en considérant que sous I'hypothese nulle, le nombre de cas en un point donné
dépend uniquement de l'effectif de la population et dune loi de probabilité.

Le test permet l'utilisation de la loi binomiale ou d’une loi de Poisson dont la moyenne correspond
a la prévalence globale de la maladie sur 'ensemble du territoire étudié. Nous avons choisi une
distribution binomiale car les conditions d’approximation par la loi de Poisson n’étaient pas
satisfaisantes compte tenu du faible nombre d’animaux testés par commune.
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Le test consiste a créer ensuite des cercles concentriques, qui représentent des agrégats potentiels.
Les cercles sont centrés sur les communes ou des animaux ont été testés et leur rayon varie entre la
distance des deux points les plus proches et une taille telle que le cercle contienne 10% de la
population a risque. L’hypothése alternative inclut donc un trés grand nombre de clusters
potentiels variant par la taille et la localisation.

Chaque agrégat est caractérisé par une fonction de vraisemblance, qui s’écrit dans le cas de la

distribution binomiale :
N (n-c\Y“(C-c\" (N — n)— (C — C) (e

n n N-—n N

Ou C est le nombre total de cas, c est le nombre de cas observés dans le cercle, n est le nombre
d’animaux testés dans le cercle et N est le nombre total d’animaux testés.

L’agrégat qui s’éloigne le plus de I'hypotheése nulle est celui dont la vraisemblance est maximale
(Kulldorff, 1997). Afin d’évaluer la significativité de cet agrégat, les localisations des cas observés
sont permutées aléatoirement un grand nombre de fois (n=999), les vraisemblances sont
recalculées pour chaque jeu de permutation et la vraisemblance de l'agrégat le plus probable,
observée initialement, est comparée a la distribution de 'ensemble des vraisemblances maximales
obtenues par permutation. La vraisemblance et la significativité des agrégats secondaires et de ceux
présentant moins de cas qu’attendus sont également évaluées.

Il existe d’autres méthodes, notamment le test de Tango et le test de Besag et Newell. Cependant,
la méthode des scans présente plusieurs avantages :
- elle permet de prendre en compte I'hétérogénéité spatiale de la population testée ;
- elle permet d’utiliser différentes lois de distribution pour les cas : distribution de Poisson
ou binomiale ;
- elle permet de détecter des agrégats sans a priori sur leur taille ou le nombre de cas inclus,
et les agrégats contenant moins de cas qu'attendus théoriquement ;
- elle permet de tester spécifiquement les agrégats détectés et fournit un niveau de
significativité pour chacun d’entre eux.

De plus, la mise en ceuvre de cette méthode est facilitée par la disponibilité d'un logiciel gratuit,
Statscan (Kulldorff, 1997). Le principal inconvénient est que la puissance diminue lorsqu’il y a de
nombreux agrégats ou lorsque ceux-ci présentent une forme non circulaire, par exemple le long
d’une frontiére naturelle comme un cours d’eau (Martin, Toshiro et al., 2003).

Les agrégats ont été recherchés de la méme facon pour la tremblante atypique et la tremblante
classique. La plus petite unité géographique disponible a été choisie, a savoir les communes, ce qui
nous permettait d’étre plus précis dans la définition des agrégats.

Cartographie du risque relatif

Afin de cartographier le risque spatial de tremblante atypique et de tremblante classique, nous
avons considéré le risque relatif.

Etant donné la grande dispersion des données agrégées par commune et la trés grande

hétérogénéité du nombre de tests par commune, nous avons regroupé les unités géographiques.
Contrairement a la recherche d’agrégats, nous n’avions pas intérét a nous rapprocher dun
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processus ponctuel. Nous avons choisi un regroupement minimisant I'a priori géographique et basé
sur un maillage régulier d’hexagones. L’avantage de I’hexagone par rapport au carré est de
présenter des relations de voisinage simples et réguliéres entre unités adjacentes. La taille des
hexagones a été fixée a 40km de large (rayon de 23 km), ce qui constituait un compromis entre la
perte de précision géographique et 'augmentation du nombre de cas par unité géographique. Le
maillage d’hexagones a été créé automatiquement a I'aide du logiciel ArcMap et les animaux ont
été attribués aux hexagones en fonction du recouvrement des centroides des communes dans
lesquelles ils étaient localisés. Les hexagones ne contenant aucun animal testé ont été éliminés, 441
hexagones ont été conservés pour 'étude de la tremblante atypique et 442 pour I'étude de la
tremblante classique (Figure 50 et Figure 51).

Number of CS cases
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Figure 50 : Nombre de cas de tremblante atypique (a gauche) et de tremblante classique (a droite)
par unité géographique
Number of AS cases: nombre de cas de tremblante atypique, Number of CS cases: nombre de cas de tremblante

classique — pour la période 2003 - 2007
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Figure 51 : Nombre de tests pour la détection de la tremblante atypique (a gauche) et de la
tremblante classique (a droite) par unité géographique
Number of tests : nombre de tests — pour la période 2003 - 2007

Pour chaque zone géographique ; le risque relatif RRi s’exprime en utilisant les mémes notations
que précédemment :

rr =1
N

Ce risque relatif brut est difficile a interpréter en raison des fluctuations d’échantillonnage (Figure
52), c’est la raison pour laquelle un lissage est mis en ceuvre.
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Figure 52: Risque relatif brut de tremblante atypique (3 gauche) et de tremblante classique (a
droite) par unité géographique
Crude relative risk : risque relatif brut — pour la période 2003 - 2007
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Différentes méthodes de lissage existent dont les méthodes par kernel, les modéles autorégressifs
bayésiens ou par effet aléatoire (Cressie, 1993).

Nous avons utilisé la méthode par modele bayésien hiérarchique autorégressif car elle permettait
de nombreuses paramétrisations et il était possible de s’appuyer sur I'expérience déja acquise au
sein de l'unité d’épidémiologie animale de 'INRA de Clermont-Theix (Abrial, Calavas et al,,
2005b ; Abrial, Calavas et al., 2005a; Paul, Abrial et al., 2007 ).

Cette méthode suppose que le nombre de cas dans chaque unité géographique suive une loi de
probabilité. Compte tenu du regroupement des animaux par hexagone, nous avons fait 'hypothese
que le nombre de cas suivait une distribution de Poisson. Nous avons vérifié 'adéquation de cette
distribution pour les deux formes de tremblante en évaluant la surdispersion ou la sous-dispersion
obtenues. Pour cela, nous avons effectué, pour chaque maladie, une régression de Poisson du
nombre de cas en fonction du nombre d’animaux testés par unité, sans tenir compte des relations
spatiales entre les unités, et nous avons vérifié que le rapport de la déviance résiduelle et du
nombre de degrés de liberté était proche de un.

Le nombre, yi, de cas par unité géographique 7, s’écrit alors :
Vi

y ~P(A)=e /1—" with 4 =e .r,
Vi

Ou Ai représente le parameétre de la loi de Poisson, rireprésente le risque relatif dans I'unité i, ei le
nombre de cas attendus dans I'unité 7 On décompose r; en une composante spatiale, u;, et une
composante non spatiale, v; qualifiée de «bruit blanc » et qui regroupe les variations extra—
poissonniennes (Besag, York et al., 1991).

InA =Ine +u, +v,
u; ~ N(L_Iai,Tul_)
v, ~ N(O’Tv)

La composante spatiale suit une loi normale autorégressive, de moyenne U, dépendant de la
valeur J7 des unités adjacentes de I'unité 7 (voisinage d’ordre un) et de variance 7, (Richardson,
1995). Le bruit blanc a une moyenne nulle et une variance 7, .

Les variances de ui et de vi sont des hyper parametres dont on assume qu’ils suivent des lois
Gamma de parametres 0,5 et 0,005.

L’expression la plus simple du nombre de cas attendus par unité est le produit de la prévalence
globale par l'effectif dans I'unité. Ce nombre de cas attendus peut étre standardisé afin de prendre
en compte des parametres dont on connait 'influence et qui présentent un niveau de variation
spatiale. Nous avons donc pris en compte les parametres influencant les résultats de la surveillance
active afin d’observer au mieux la composante spatiale du risque relatif lié a la distribution de la
maladie et non pas a celle de sa détection. Les variables intégrées ont été I'année de détection (year
de 2003 a 2007), le canal de détection (stream HS et FS), 'age des animaux (via la dentition en trois
classes) et le type de production (dairy ou non dairy) :
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2007 FS 3 Nondairy
ei - Z Z Z p year stream dentition, production ’ Nyear,stream,dentition,production

year=2003 stream=HS dentition=1 production=Dairy

L’hétérogénéité spatiale des variables dentition et plan de surveillance a été considérée de fagon
descriptive au moyen de cartes et de variogrammes (Figure 53 et Figure 54).

Le choix de standardiser plutdt que d’ajuster a pour inconvénient de ne plus observer l'effet des
variables de standardisation. Cependant, celles-ci avaient été étudiées indépendamment et la prise
en compte des variables sous forme d’ajustement aurait été moins satisfaisante puisque I'on aurait
d calculer une variable synthétique, basée sur le pourcentage d’animaux réalisant telle ou telle
modalité, ce qui n’aboutit pas au méme niveau d’information.
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Figure 53 : Hétérogénéité géographique de l'importance relative de la surveillance a 1'abattoir
entre 2003 et 2007

La carte représente la proportion d’animaux testés a l'abattoir parmi tous les animaux testés pour chaque unité
géographique (% Healthy slaughter). L’histogramme en haut a droite représente le la distribution de ce pourcentage
pour 'ensemble des unités et le variogramme en bas a droite montre une mesure de la variabilité de ce pourcentage en

fonction de la distance séparant les unités suivant quatre directions définies par une rotation de 45° dans le plan.
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Histogram of Dent2$piD8
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Figure 54 : Hétérogénéité géographique de l'importance relative de la classe d’dge la plus avancée
(8 DI) entre 2003 et 2007

La carte représente la proportion d’animaux testés correspondant a la classe d’dge 8ID pour chaque unité géographique
(% DI). L’histogramme en haut a droite représente le la distribution de ce pourcentage pour 'ensemble des unités et le
variogramme en bas a droite montre une mesure de la variabilité de ce pourcentage en fonction de la distance séparant

les unités suivant quatre directions définies par une rotation de 45° dans le plan.

L’ajustement du modéle n’est pas fait pas méthode analytique mais repose sur des méthodes par
simulation de Monte Carlo par chaines de Markov implémentées dans le logiciel WinBUGS1.4 qui
se base sur une méthode d’échantillonnage de Gibbs adaptée de 'algorithme de Metropolis (Gilks,
Richardson et al.,, 1996). Environ 400 000 itérations ont été nécessaires a l'obtention de la

\

convergence du modele. La convergence a été vérifiée a partir de chaines de 5 000 itérations
échantillonnées toutes les trois itérations afin d’éviter les autocorrélations a l'aide du test de
Heidelberger-Welch (Heidelberger and Welch, 1983). Ces chaines de 5000 itérations obtenues
apreés convergence du modeéle ont également servi a établir la distribution du risque relatif de

chaque unité géographique.

Les roles respectifs du bruit blanc gaussien et de la composante spatiale ont été évalués en
comparant les Deviance Information Criteria (DIC), dont I'interprétation est semblable au critere
de Akaike, des modeles avec et sans ces termes (Spiegelhalter, 2002). L’absence de différence de
DIC entre le modele avec et sans v;a conduit a ne pas conserver le bruit blanc.

La valeur médiane du risque relatif de chaque unité a été représenté graphiquement sur une carte

et les unités pour lesquelles 95% des itérations différaient de un ont été signalées par un surlignage
en Noir.
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4.3. Article 4 : Distribution spatiale de la tremblante atypique et de la
tremblante classique ovines en France

Exploring the geographic pattern of atypical and classical scrapie in
French sheep reveals contrasts

Authors: A. Fediaevsky'?, D. Abrial!, D. Calavas?, C. Ducrot!”
1INRA, Centre de Clermont-Theix, 63122 Saint Genes Champanelle, France

2 AFSSA-Lyon, 31 Avenue Tony Garnier, 69364 Lyon Cedex 07, France

Author for correspondence and request for reprints:
A. Fediaevsky, Centre de Clermont-Theix, 63122 Saint Genes Champanelle, France,

Email : afediaevsky@clermont.inra.fr

Summary

The recently discovered atypical scrapie (AS) exhibits phenotypic and epidemiological differences
from classical scrapie (CS) but whether AS is contagious or not remains an issue. So far the
comparative distribution of the two diseases has only been considered at country or region levels.
We used the French active surveillance data from 2003 to 2007 to analyse the spatial distribution
of AS and CS at a medium resolution level. This included the use of cluster analysis and Bayesian
conditional autoregressive regression hierarchical models. The two diseases presented different
spatial distribution patterns. The spatial relative risk of AS was diffuse across the whole country
except in one area of moderately increased risk. In contrast, several areas with a high or low
relative risk of CS were identified. These results demonstrate that there are differences in the
epidemiological pattern of AS and CS and imply that AS may not be contagious.
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Introduction

Scrapie is a transmissible spongiform encephalopathy (TSE) of sheep and goats that has been
recognised since, at least, the eighteen century (1). The disease is transmissible and tissue
infectivity is associated with the presence of a specific prion protein (PrP5) that is an isomer of a
normal cellular prion protein (PrP€) (2). In sheep polymorphism of the prion protein gene (prnp)
coding for the PrPC¢influences the host susceptibility to scrapie (3). We focused our study on sheep
because scrapie is much rarer in goats than in sheep and because the two species are too different
to be merged.

In its classical form, scrapie (CS) is a contagious disease that transmits mostly from ewes to lambs
through infectious placenta (4) or milk (5, 6). Other infectious tissues have been described or
suspected and could contribute to transmission (7). This rare disease principally spreads between
flocks through introduction of infected animals (7) or even contaminated environment (8).
However, some feed contamination could have occurred before the meat and bone meal ban for
ruminant feed (9) or possibly through feed recycling of milk product from infected ewes (6).

The motivation for the introduction of large TSE surveillance and control programmes at the turn
of the XX™ century was the threat that bovine spongiform encephalopathy (BSE), a fatal zonoosis,
prevailed in sheep and goat populations and was masked by scrapie (10, 11).

Since then, an atypical form of scrapie (AS) has been described in Norway (12). It was later
recognised in most European countries through active surveillance, with an average prevalence of
six cases per ten thousand animals tested (13). This form of scrapie exhibits clear phenotypic
differences from CS and BSE in small ruminants (14) with respect to the location of the brain
lesions; the biochemical properties of the associated PrP%, the age of cases and the genetic
susceptibility (13, 15 ). AS is experimentally transmissible to sheep (16) but there are doubts about
whether AS is contagious in natural conditions (12, 15, 17-19).

If AS has an infectious origin, one would expect that the risk of disease would not be homogenous
because the chances of transmission of the disease would increase with the relationship between
animals, such as family, flock, locality, which are not randomly spatially distributed. On the other
hand, the presence of a spatial pattern in the distribution of AS should be discussed in the light of
possible demographic variations (age, genetics, stream of surveillance (abattoir or fallen stock),
presence of environmental (sensu lato) risk factors or the contagiousness of the disease. A case-
control study in France identified that sheep from dairy flocks were more at risk of AS than sheep
from meat flocks (19). However it was difficult to clarify if these effects were genuinely associated
to the measured exposure or if they resulted from unconsidered confounding factors. Such
potential confounding factors could possibly be linked to the geographical distribution and/or
genetic susceptibility of populations, although complementary analyses did not detect
confounding effects.

During the 1970’s clinical cases of scrapie were detected throughout France and in virtually every
region where sheep were raised (20). Such studies were, however, based on clinical report, ignored
the underlying population and took place before the distinction between AS and CS. The active
surveillance programme has provided a means to consider the geographical pattern of scrapie in
France and to investigate if AS and CS could be spatially linked.
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The primary objective of this study was to detect if the spatial distribution of AS was random and,
if not, to examine how the risk was spatially distributed taking into account aspects of the
surveillance programme that might have an influence. The secondary objective was to describe
the spatial distribution of CS and to compare it to the distribution of AS.

Methods

After a description of the dataset, the two types of analyses used, cluster analyses and Bayesian
spatial autoregressive models are described. Database management was done with MySQL7.0,
management of geographic objects was done with ArcMap 9.1 (http://www.esri.com) and
statistical analyses were performed with R 2.6.1 (21), WinBUGS 1.4.3 (http://www.mrc-
bsu.cam.ac.uk/bugs/winbugs/contents.shtml) and SaTScan 7.0 (22) with a significant threshold for
all p-values of 0.05.

We used the results of the TSE active surveillance in mainland France for the period 2003 to 2007.
The organisation of the surveillance programme was described in (23). Briefly, surveillance
consisted of sampling of the brainstem of adult sheep that were randomly selected at
slaughterhouses (healthy slaughter: HS) or at rendering plants (fallen stock: FS). The samples were
screened for TSEs using rapid diagnostic tests. Animals were aged and classified according to their
dentition. Following the discovery of a TSE positive case, the animals from the flock(s) of origin of
the case were subjected to TSE control measures and were excluded from active surveillance, so
they were not included in our data. Some of the rapid diagnostic tests validated for use in the
active surveillance programme were not recommended for the detection of AS in brainstem
samples (24, 25). To study the spatial distribution of AS we only considered the analyses
performed with a rapid test recommended by the European Food Safety Agency for the detection
of AS in brainstem samples (24, 25). To study the distribution of CS we considered all the rapid
tests, so we had a separate dataset for each disease.

The epidemiological unit was the animal. The cases were only the index cases (first case ever
detected in a flock) that have been confirmed and classified as AS or CS by the animal TSE
national reference laboratory (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Lyon).

In the first part of the analysis, we excluded doubtful and samples not analysed due to poor
conservation state or inappropriate tissue sampled, analyses with incorrect identification number
and analyses on animals with missing information on dentition. In the second part of the analysis,
we merged our dataset with the sheep annual census surveys to identify animals from dairy flocks.
Since some farms did not answer the census, further records were excluded. We checked that the
prevalence rates were not statistically different because of the exclusion of records at the different
steps of the analysis.

The animals were located by their identification number. This indicated the municipality of
origin. The number of positive and negative results were summed by municipality. Sixty-nine
percent of the 36,222 French municipalities (15 square km on average) had at least one animal
tested. The coordinates of the centroids of the municipalities were available from the Institut
National Géographique (www.ign.fr, France).

We searched for spatial clusters using the Kulldorff scan statistic (22) at the municipality level. We
assumed a binomial distribution of the cases and looked for high and low risk clusters. We
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restricted the size of circles to include, at the most, 10% of the population tested. Estimation of the
likelihood of the circles was based on 999 simulations and only clusters with a p-value lower than
5% were selected.

We used a hierarchical Bayesian model to map the relative risk of each disease using the same
model as that presented by Abrial (26). This technique provides a smoothed relative risk by taking
into account the spatial structure of the geographical units through a spatial prior named
Conditional Autoregressive (CAR) component based on Gaussian distributions (27). The number
of cases yi in each geographical unit i, was assumed to follow a Poisson distribution with parameter
Ai (mean of cases) defined as the product of the expected number of cases ei and the local relative
risk ri. The relative risk, r; represented the variation of the risk of disease in each geographical unit
compared to a baseline risk evaluated for mainland France. It was composed of a spatial CAR prior
u; based on the spatial contiguities between geographical units which followed a normal
distribution with parameters #,, mean of the spatial components in the set Ji of geographical
units adjacent to geographical unit 7 (neighbouring) and variance 7, .

In order to take into account the influencing parameters of the surveillance, we standardised the
expected number of cases using the inter strata prevalence rates so the total number of expected
cases equated the total number of observed cases:

2007 FS 3 Nondairy

e = E E E E Do oo . N g _ (2)
i year ,stream dentition , production year ,stream dentition, production

year=2003 stream=HS dentition=1 production=Dairy

Where pyear, stream, dentition, production and. N year, stream, dentition, producion Were respectively the prevalence rate and
the number of animals tested in the strata defined by each year from 2003 to 2007, each stream of
surveillance (HS and FS), each category of dentition (two to four definitive incisors, five to seven
definitive incisors and eight definitive incisors) and each category of production (dairy production
only or not).

The data were aggregated in larger geographical units because there were less than five animals
tested in 40% of the municipalities,. A grid of hexagonal cells of 40km wide was created to cover
mainland France. The hexagonal shape was chosen because of the even neighbourhood
relationship of this figure compared with squares. The size of the cells was a trade-off between the
minimisation of geographical units with denominator zero and spatial scale of the disease, on
average each cell included 80 municipalities. The number of cases and tests of AS and CS from all
the municipalities with centroids included in the same cell were summed. Because not all the tests
accounted for AS detection, there were 441 cells for AS and 442 cells for CS.

Hierarchical models were fitted by Markov chain Monte Carlo method based on Gibbs sampling
(28). We ran 400,000 iterations and we sampled the parameter simulations for the last 5,000
Markov chains with a thin of three, the convergence was checked graphically and tested using the
Heidelberger-Welch convergence diagnostic (29).

The relative risks were displayed using chloropleth maps. Categories were defined by classes of
same amplitudes. The units with 95% credible intervals not including one were outlined.

Results

A simplified map of France is displayed in Figure 55. For the cluster analysis there were 359 cases
of AS from 648,879 tests and 257 cases of CS from 1,108,817 tests (Tableau 30). The cases appeared
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widespread in France and were concentrated in zones with a higher number of tests (Figure 56
and Figure 57). We detected high and low risk clusters for AS (Figure 56) and for CS (Figure 57),
which ruled out a random spatial distribution (Tableau 30). All the clusters were significant with
p-values lower than 0.01. The cluster 3 of AS was the only cluster of increased risk of AS with a
relative risk (RR) of 3.3. It was located to the north and west of the Aveyron department, which is
the main dairy sheep production area in France. It overlapped a smaller cluster of CS (cluster 8)
with a RR of 6.5. Cluster 9 was a small cluster of CS with a RR of 7.3 that was located in the
Pyrénées Atlantique department, which is the second main dairy sheep production area in France.
Cluster 4 of CS was located in the Manche department and was associated with a high RR of 10.5.

The low risk clusters (1, 2 for AS and 5, 6 for CS) overlapped and were located in the Poitou,
which is an area of intensive meat sheep production.

The low risk cluster 7 of CS covered the large region of Alpes-Provence-Cote d’Azur (PACA)
where there are extensive sheep grazing systems.

For the Bayesian CAR model, there were 302 cases of AS out of 416,724 tests and 224 cases of CS
out of 647,384 tests available. The RR of AS presented small variations only (Figure 58). A zone
associated with a higher RR was located from west of Aveyron department to the south of the
PACA region, with exclusion of the Aveyron department, and matched cluster 3. There was also a
small area of risk in the Pyrénées-Atlantiques department and an area of moderately reduced risk
in North East France. The magnitude of variation of the relative risk was limited since the RR
ranged from 0.25 to 0.75 in 9 cells, from 0.75 to 1.25 in 392 cells, from 1.25 to 1.75 in 39 cells and
from 1.75 to 2.25 in only one cell. Only five cells had more than 95% of simulated RR higher than
one.

In contrast with AS, CS presented with important geographical variations throughout the country
(Figure 59). There were several areas of higher risk. These were in similar locations to those areas
detected in the cluster analysis. They occurred in the North West region from Bretagne to
Manche, in the Pyrénées-Atlantiques, in the Lot, in the North East and in the Central region.
There was a large zone of low risk in the East to South-East. The RR varied. They ranged from
0.25 to 0.75 in 121 cells, from 0.75 to 1.25 in 213 cells, from 1.25 to 1.75 in 57 cells, from 1.75 to
2.25 in 19 cells, from 2.25 to 2.75 in eight cells, from 2.75 to 3.25 in 17 cells and from 3.25 to 3.85
in seven cells. There were 28 cells that had more than 95% of simulated RR higher than one and
one cell had a RR with more than 95% of simulations below one.

Discussion

Whereas at a first glance AS and CS appeared widespread in France and predominantly in sheep
production areas, spatial analysis revealed important differences in the distribution pattern of
these two diseases. Taking into account the tested population, AS and CS were not randomly
distributed and low and high risk clusters were detected for both diseases. After standardisation by
demographic risk factors, the spatial structure of the RR of AS was weak and only a large zone
appeared slightly more at risk.

By comparison, the distribution of CS presented three main areas with high RR and one area of
low RR. The contrast between the spatial distribution of the RR of AS and CS has two
implications. First, the differences in the location, number and size of the risk areas suggest that
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the two diseases might not have the same determinants. Second, the low RR of AS compared with
CS suggests that AS had weaker spatial determinants than CS and was more evenly distributed.

These results are in line with the study by Green et al. (30) who found that the incidence of AS
was not statistically significantly different in the six main regions of Great Britain. This is also

supported by the prevalence found across European countries, which was similar for AS but not
for CS (13).

Before further discussing the origin of the spatial patterns, some important related aspects of the
design should be considered: the possible underestimation of the RR, the uncertainty of the
location of the animals linked with the animal identification and the age of animals.

Geographical selection biases in the active surveillance programmes are likely, because submission
of animals to rendering plant (low in PACA region) and to healthy slaughter (animals possibly
younger in Poitou) are not homogenous (13, 23). To overcome that difficulty we standardised the
population on major factors of influence of the surveillance system, although we are aware that no
methodological technique will correct perfectly for any biases. Because secondary cases of positive
flocks were not included, there is a possible under-estimation of the RR compared with the
general population. The bias is probably substantial for CS but probably minor for AS, given the
rarity of secondary cases in positive flocks (unpublished observations)(15). If we carried out the
analysis at the flock level, the bias would have been less important but we could not have
standardised the tested population on major factors as we did. Finally, the prevalences of AS and
CS are possibly underestimated because of the lack of sensitivity of the method of analysis. This
should not affect the RR since standardised sampling and laboratory analysis were implemented
throughout the country.

The animals were located by their identification number, which usually corresponded to the flock
of birth; because of animal trade, some animals could have been allocated to a flock different from
the flock where they stayed most of their life. Based on the identification number of animals
inventoried in positive flocks, we estimated that in AS positive flocks, an average of 15% of the
animals were tagged with an identification number from another flock and 25% in CS positive
flocks. However for AS and CS, respectively 64% and 61% of the animals came from a flock
located at less than 40km and 88% and 85% came from a flock located at less than 120km. It
indicates that trade mostly occurs in the same vicinity and it supports the assumption that
hexagons of 40km are an appropriate unit to study the geographical distribution of scrapie in
mainland France.

For CS, it is generally considered that contamination occurs during the first months of life (31, 32).
Although lateral transmission between adults is possible it is not usually considered as an
epidemiologically significant pathway (7). In addition sheep are usually not sold for breeding
before six months of age. Thus it is better to locate the animals at their flock of birth rather than at
the flock from where they were tested. We can reasonably assume that this source of error had a
negligible effect.

The situation for AS is less clear since the origin of the disease and the period of incubation in
natural conditions are unknown. Three scenarios can be considered. The first scenario is that AS
has an infectious origin: if so, infection would be more likely to occur early in life and with a
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period of incubation was longer than that of CS. The argument for this is that if the incubation
period of AS were comparable to CS, we should observe younger cases of AS unless the
susceptibility to the disease and /or exposure increases with age, which is not in line with current
knowledge on prion diseases (recently discussed in 33). The second scenario is that AS is
spontaneous and mainly genetically determined: in this case there is no period of exposure to
account for. The third scenario is that AS has an endogenous origin with some genetic influence
but also with potential environmental components (19). The effects of such exposure could be
cumulative, or not. If it was cumulative, the global exposure history of the animals should be
considered. This would be extremely difficult even if the exact nature of the exposure was known.
In this last situation, between flock movements could lead to underestimation of the relative risks
of AS because of misclassification of about 15% of the animals at the flock level and 5% at the cell
level. If adverse hypothetical exposures were linked to some agricultural conditions, the effect of
the bias would be tempered by the fact that most movements occur within the same vicinity
where agricultural conditions can be expected to be homogenous. Overall we consider that the
impact of these different biases on our result was limited.

With these considerations in mind, the origin of these different distribution patterns can be
discussed. Because it naturally transmits, the most important source of spread of CS between flocks
would definitely be animal trade (7, 30). Purchase of infected animals between neighbouring
flocks should be a major component of local increased risk, resulting in areas with high RR. One
could also speculate that distant trades could contribute to the wider spread of disease and the
emergence of the far CS outbreaks. For AS, trade networks and the purchase of animals have not
been found to be risk factors (18, 19, 30), which indicates that the disease is not or very little
contagious. If the observed distribution of the disease was due to natural transmission, the means
and rate of transmission would be particularly homogenous and inefficient, compared with CS,
since AS is present in most areas at similar low levels.

Feeding proprietary concentrates was found to be a significant risk factor for scrapie in a case
control study. This was interpreted as being due to an exposure to meat and bone meal (MBM)
contaminated with TSE infectious agent (9). However the epidemiological link is difficult to
establish since the exposure should have stopped with the ban on the use of MBM in ruminant
feed in 1994, which was reinforced by the total MBM feed ban in 2000. It is interesting to notice
that two regions with high RR for CS, Bretagne and South West, were the regions with the
highest risk of BSE in cattle born after 1996, indicating possible MBM exposure through cross
species feed contamination (26). If there was an association between a recent risk of CS (animals
born after 2000) and an historical feed exposure it would imply the maintenance of the disease
after the past feed exposure. This is possible through natural transmission but it would be very
difficult to document. It is likely that if a feed exposure existed for CS it existed also for AS,
although it could have been lower due to limited infectious material in AS cases compared with
CS cases. In addition, the oral transmission of AS in sheep has not yet been documented. Such
exposure would not explain cases born after 2000 unless the disease was maintained via natural
transmission. In addition, feed contamination has appeared an unlikely factor in two case-control
studies carried out so far (18, 19). The different locations of the risk areas for AS and CS does not
indicate that they have common risk factors.

In the two case control studies both a positive (18) and a negative (19) association between AS and
the feeding of vitamin and mineral intakes was detected. Beyond the divergence in the direction
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of the association, it suggests that minerals could influence the occurrence of AS. The exposure to
minerals through feeding, water, or soil composition have been considered as a possible risk factor
in the epidemiology of scrapie (34-36) but associations are often unclear. This may be due to
methodological difficulties.

In France, dairy sheep production farms were at risk compared to non dairy farms (19). One
explanation could be a confounding effect of the genetic risk of sheep dairy breed found in
mainland France, however, this bias was explored and not found not to be significant. The area of
increased RR of AS intersected but did not exactly match the dairy production areas, which
suggests that, if a genuine risk factor existed, it was not specific to dairy farming.

Among the important demographic variables that we could not take into account was the genetics.
The geographic distribution of the sheep breeds and the different crossbreeds that make up the
general French sheep population is not known precisely; some breeds are geographically located
and some are widespread. This makes it difficult to adjust for breed in the analysis (37). We were

not able, therefore, to quantify the role of the genetics in the spatial variation of the risk of CS and
AS.

In this study, CS presented important clusters in contrast to AS. The geographical distribution of
AS suggested a non-contagious disease and the absence of a link between AS and CS. Some areas
presented a moderate increased risk of AS and would be worth further investigation. This would
be difficult to conduct given the rarity of the disease.
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Tables

Tableau 30 : Characteristics of the AS and CS clusters and of baseline population detected by
active surveillance programme between 2003 and 2007 in mainland France. Relative risk (RR) is
estimated as the ratio of the number of observed cases by the number of expected cases.

Scrapie Level

AS Baseline
cluster 1
cluster 2
cluster 3
CS Baseline
cluster 4
cluster 5
cluster 6
cluster 7
cluster 8
cluster 9

No cases
observed expected

359
0
5

46

257

21

o

26
29

No cases

14.68
31.29
14.08

2.36
15.32
16.46
17.89
3.83
3.65

No tests

648879
26729
62302
25485

1108817
12574
89909
88406
87378
18373
15746

Relative
risk

0.0
0.2
3.3
8.9
0.0
0.0
0.0
6.8
7.9

p-value

0.003
0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.002
0.001
0.001

Radius

(km)

51
64
56
0
118
68
63
321
26
31
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Figure 55: Map of France displaying the main areas referred to in the text and the main cities
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Figure 56: Distribution of AS cases, density of tests for AS in number per grid of 2x2km and
significant clusters of AS (all p-values<0.01) detected by active surveillance programme between
2003 and 2007 in mainland France.

The distribution of animals tested was smoothed by kernel density function with a bandwidth of 20km and a grid of 2x2
square-km.
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Figure 57: Distribution of CS cases, density of tests for CS in number per grid of 2x2km and
significant clusters of CS (all p-values<0.01) detected by active surveillance programme between
2003 and 2007 in mainland France.

The distribution of animals tested was smoothed by kernel density function with a bandwidth of 20km and a grid of 2x2
square-km.
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Figure 58: Smoothed relative risk of AS detected by active surveillance in mainland France
between 2003 and 2007.

The hexagons cells are 40km wide. Median of relative risk after 400,000 iterations, the cells for which the 95%
credibility intervals did not include 1 are outlined in black.
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Figure 59: Smoothed relative risk of CS detected by active surveillance in mainland France

between 2003 and 2007.
The hexagons cells are 40km wide. Median of relative risk after 400,000 iterations, the cells for which the 95%
credibility intervals did not include 1 are outlined in black.
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4.4. Matériel et méthodes de I'étude des prévalences de tremblante dans les
troupeaux ovins frangais soumis 4 des mesures de contrdle des EST (article 5)

4.4.1. Objectifs

Les objectifs de cette étude étaient d’étudier la distribution des cas secondaires de tremblante
atypique et classique dans les troupeaux atteints afin d’en tirer des conclusions sur l'indication
d’une contagiosité éventuelle de la tremblante atypique, plus spécifiquement :

- de comparer les prévalences de la tremblante atypique et de la tremblante classique,
observées parmi les animaux soumis aux mesures de police sanitaire de la tremblante, aux
prévalences estimées a partir de la surveillance active a I'abattoir et a 'équarrissage ;

- d’étudier la différence de distribution des cas secondaires de chaque type de tremblante
dans les foyers en fonction du nombre d’animaux testés, du type de mesure et du type de
cas index ;

- de comparer la distribution du nombre de foyers présentant un cas secondaire de
tremblante atypique a une distribution théorique simulée a partir d’'une distribution
binomiale du nombre de cas par foyer.

4,42, Sources de données

Les données de surveillance active utilisées pour I'analyse sont celles déja présentées pour la
période 2002-2007 (p. 73). Les données issues de la police sanitaire ont été extraites a partir de la
BNEST et du fichier de suivi des foyers, administré par la DGAI.

En raison d’'un nombre important de doublons et d’erreurs d’identification, les données de la base
ont fait 'objet d’'un traitement préalable a leur analyse. L’objectif de ce traitement était d’éliminer
les doublons, de repérer les erreurs portant sur 'identification des animaux et de recoder le plan de
surveillance dans le cadre duquel les tests ont été effectués.

Pour chaque foyer, le premier cas détecté d’apreés la date de prélévement a été considéré comme
étant le cas index et le type de tremblante de ce cas, atypique ou classique, a déterminé le type de
foyer. Un seul foyer présentait plusieurs cas détectés le méme jour qui correspondaient tous a de la
tremblante classique, par conséquent, il n’y avait pas d’ambiguité sur le type de foyer.

Les foyers dont le cas index n’a pas été détecté par la surveillance active ou n’a pas été typé comme
tremblante atypique ou tremblante classique ont été exclus pour des raisons de comparabilité (trois
foyers détectés par le CSO et 20 foyers détectés par la surveillance clinique).

Pour chaque foyer, les prélevements effectués apres la détection du cas index ont été consignés
dans la BNEST par type de mesure de police sanitaire. La variable type de mesure de police
sanitaire (APMSAB et APMSEQ pour surveillance renforcée respectivement a l'abattoir et a
I'équarrissage, POLICE pour abattage sanitaire) et le code de mortalité (abattoir : animal abattu
pour la consommation humaine, inconnu: animal collecté a I'équarrissage, euthanasie: pour
suspicion clinique et abattage : police sanitaire) étaient parfois incohérents et certains dépistages
étaient identifiés comme correspondant a la surveillance active alors que les animaux provenaient
de foyers déja identifiés. Ces incertitudes n’existaient que pour les tests négatifs, en effet, lors de
résultat positif, la DGAI a systématiquement mené une enquéte pour déterminer 'origine du cas et
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a corrigé les informations enregistrées dans la BNEST si celles-ci étaient erronées. Les analyses
identifiées comme correspondant a l'abattage sanitaire ont été considérées comme fiables.
Cependant, des analyses effectuées dans le cadre de la surveillance renforcée et ayant un résultat
négatif, ont pu étre identifiées comme issues de la surveillance active. Les prélevements
correspondants étant effectués lieu dans les mémes sites et aux mémes moments. Afin d’éviter une
surestimation des prévalences observées dans le cadre de la surveillance renforcée, les animaux
issus de troupeaux impliqués dans un foyer, testés pendant les trois ans suivant la découverte du
cas index, ont été affiliés aux foyers correspondants. Les foyers présentant des anomalies de suivi
manifestes (moins de cinq animaux testés, doute sur lattribution du cas index ou cas index détecté
par la police sanitaire) ont été écartés de l'analyse. Entre 2002 et 2007, le programme de
surveillance active a permis de détecter 402 foyers avec un cas index de tremblante atypique, dont
340 présentaient des données exploitables et 359 foyers avec un cas index de tremblante classique,

dont 296 présentaient des données exploitables.

Les données ont été regroupées par foyer en fonction du type de cas index, du type de mesure
ayant conduit au dépistage (abattage sanitaire ou surveillance renforcée), du type de test rapide et
du résultat de I'analyse.

Pour les foyers avec un cas index de tremblante atypique, tous les cas secondaires ont été typés. En
revanche, pour les foyers avec un cas index de tremblante classique, seuls les cas secondaires
détectés a partir du 1¢ janvier 2007 ont été systématiquement typés. Une partie des cas secondaires
détectés entre 2002 et 2006 a été typée a des fins de recherche. Nous avons fait 'hypothese que les
cas secondaires non typés correspondaient a des cas de tremblante classique. Par conséquent, nous
n’avons pas cherché a estimer la prévalence de la tremblante atypique a partir des foyers avec un
cas index de tremblante classique, hormis pour 2007.

4.4.3. Analyse statistique

Les populations issues des différents foyers ont été regroupées par type de cas index et par type de
mesure de police sanitaire. Les différentes prévalences de tremblante ont été estimées par les
rapports du nombre de cas sur le nombre de tests rapides. Pour la TA, seuls les tests ad hoc ont été
pris en compte.

Afin d’évaluer la stabilité des résultats a I'égard de I'age des animaux testés, nous avons ré-estimé
les prévalences pour le sous-ensemble des animaux ayant la classe de dentition (8 ID)
correspondant a la classe d’age la plus élevée (4 ans et plus).

L’hypotheése d’homogénéité des prévalences des foyers par type de cas index et par type de mesure
de police sanitaire a été testée par un test de Chi-deux. Nous avons ensuite comparé les
distributions des prévalences de cas secondaires dans les foyers atypiques et classiques par un test
de Kolmogorov Smirnov en ne considérant que les animaux testés dans le cadre de la surveillance
renforcée, puisqu’ils représentent une population non biaisée du point de vue de la résistance
génétique.

Nous avons également cherché a tester I’hypothese selon laquelle le nombre de cas de tremblante
atypique dans chaque foyer était la somme d’événements indépendants de type Bernoulli et suivait
une loi binomiale dépendant d’'un parametre p, probabilité d’étre malade, considérée identique

pour tous les animaux, et du nombre n d’animaux testés par foyers. Nous nous sommes limités aux
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animaux testés avec un test recommandé pour la détection de la tremblante atypique dans le cadre
de la surveillance renforcée :

P(X =k)=C,p*(1-p)""
En prenant pour valeur de p, la prévalence de la tremblante atypique a l'abattoir, nous avons
construit par simulation la distribution du nombre de foyers ayant détecté zéro, un et plus d’un cas
secondaire de tremblante atypique en effectuant un grand nombre de fois (n=10 000) un tirage
aléatoire de la loi de probabilité du nombre de cas secondaires en fonction des effectifs connus
d’animaux testés dans les différents foyers. Cette distribution théorique a été comparée a la
distribution observée.
Nous avons également calculé la distribution théorique obtenue si p valait deux fois la valeur de la
prévalence de la tremblante atypique a l'abattoir, ce qui correspond a un risque deux fois plus
élevé dans les troupeaux atteints que dans la population générale.
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4.5. Article 5 : Etude des prévalences de tremblante dans les troupeaux ovins
frangais soumis a des mesures de contrdle des EST

Discrepant epidemiological patterns between classical and atypical
scrapie in sheep flocks under French TSE control measures
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Abstract

The occurrence of secondary cases of atypical and classical scrapie was examined in 340
outbreaks of atypical and 296 of classical sheep scrapie detected in France during active
surveillance programmes between 2002 and 2007. The prevalence of atypical scrapie in these
flocks was 0.05% under selective culling and 0.07% under intensified monitoring i.e. not
significantly different from that detected during active surveillance of the general population (P
>0.5), whereas these figures were much higher for classical scrapie (3.67% and 0.25% respectively,
P <107). In addition the number of atypical scrapie cases per outbreak did not indicate clustering.
These results suggest that atypical scrapie occurs spontaneously or is not particularly contagious,
and that the control measures in force allowed appropriate control of classical scrapie but were not
more efficient than active surveillance in detecting cases of atypical scrapie.

Keywords. Scrapie; Sheep; Transmissible Spongiform Encephalopathy; Epidemiology;
Communicable Disease Control.
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The ability of sheep to transmit transmissible spongiform encephalopathies (TSE) in natural
conditions, as demonstrated for classical scrapie (CS), caused fear of a possible spread of bovine
spongiform encephalopathy in sheep (Baylis et al., 2002) and concerns that scrapie could hide BSE.
The current European TSE surveillance programme in small ruminants led to the discovery of
atypical scrapie (AS), an ubiquitous though rare disease which occurs mostly in old animals and
preferentially those carrying certain PRNP genotypes (Benestad et al., 2008; Benestad et al., 2003;
Fediaevsky et al., 2008). The epidemiological and pathological features of AS are considered by
most authors to indicate that this disease would not be contagious under natural conditions or
only at a very low level (Benestad et al., 2008). However no formal evidence has been put forward
and, in many countries, stringent control measures are still applied to flocks following the
detection of a single AS case.

The prevalence of secondary cases of AS and CS, in sheep from French flocks subjected to scrapie
control measures between 2002 and 2007, was investigated in this study. Two type of measures,
depending on the history of the case could apply following the detection of an index case of
scrapie, whatever its type : i) selective culling when the case had stayed in the same flock for its
entire life; this culling of sheep genetically susceptible to CS is applied to case flock mates, to any
sheep from the birth cohort of the case which had been reared with the case during its first year of
life and to all offspring when the case was a female; ii) intensified monitoring when the case had
stayed in different flocks ;this monitoring is applied in the flocks where the case had stayed. It
consisted of testing all adult sheep leaving these flocks for the slaughterhouse or rendering plant,
for a three years period. It could be replaced by selective culling if further cases were detected in
those flocks.

All TSE tests related to the same index case were linked to the number of outbreaks and held in a
national database. Some outbreaks were excluded from the analysis because of poor record-
keeping. Before 2007, secondary cases detected within CS outbreaks were not always typed by the
National reference laboratory and undetermined cases were assumed to be CS. This was confirmed
by data obtained from 2007 onwards, in which AS accounted for fewer than 2% of the scrapie
cases detected in CS outbreaks. All statistical analyses were performed with R 2.6.1 for Windows
(R Development Core Team, 2008).

The estimated prevalence of secondary scrapie cases was determined as described in (Fediaevsky et
al., 2008) and computed, together with the 95% binomial confidence interval, for each outbreak
and for outbreaks pooled according to type of index case and type of control measure. These
prevalences were compared by Chi-Square tests with those obtained from the active surveillance
programmes for the same period. The distribution of prevalence of AS in AS outbreaks was
compared to the distribution of CS in CS outbreaks for each type of control measure using a
Kolmogorov-Smirnov test and the prevalences compared by Chi-square tests. The observed
distribution of the number of AS cases in AS outbreaks subjected to intensified monitoring was
then compared to a theoretical distribution assuming that the total number of cases in each
outbreak followed a binomial distribution depending on the number of animals tested and on an
individual probability of disease, p. The hypothesis where p equalled the average prevalence of AS
in active surveillance (0.07%) was compared with a hypothesis where p was two times higher in
AS outbreaks (0.14%) than in active surveillance. The number of secondary cases per outbreak was
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randomly generated and the distribution of the number of outbreaks with respectively 1 and >1
AS secondary cases was computed for 10,000 simulations.

In total, 340 outbreaks of AS and 296 outbreaks of CS were included in the study. The prevalence
of AS was not significantly different under both control measures and under active surveillance
(all £>0.5) (Tableau 31 and Figure 60). The prevalence of CS in CS outbreaks was higher when the
culling strategy was applied compared to intensified monitoring, both prevalences being higher
than under active surveillance (all P<1075).

The distributions of the prevalence of AS and CS in AS and CS outbreaks respectively, were
significantly different (all 7 <0.05) (Figure 61), being uniform for AS (all 2>0.9) and variable for
CS (all P<10%).

Among the 334 flocks where intensified monitoring was applied, one AS secondary case was
detected in 11 flocks and no AS secondary case in 225 flocks. The same distribution was obtained
for 7.44% of the simulations and was close to the most frequently simulated distribution (Figure
62). Assumption of a binomial distribution with uniform probability was consistent with the
figures observed in outbreaks but this assumption can be discussed since the individual risk of
disease is modified by genetic susceptibility (Moreno et al., 2007), which can in turn be modulated
by certain risk factors at the farm level (Hopp et al., 2006). However with an hypothesis of an
individual risk of 0.14%, the observed distribution was obtained for only 0.24% of the simulations
and was far from the most frequently observed distribution (Figure 62).

In contrast with AS, the prevalence of secondary cases of CS was much higher than under active
surveillance, as already reported (Tongue et al., 2005) and as expected due to the contagiousness of
CS. The variability in CS prevalence could be due to differences in genetic structure of the affected
flocks, the time elapsed since contamination of the flock with CS and the effect of certain farming
practices on infectious disease spread (Corbiere et al., 2007). As different types of measures could
apply to animals from the same outbreak, the observed differences in prevalence according to type
of measure should not be over-interpreted and could be mostly due to difference in genetic
resistance.

These results confirm the view that AS is not or only minimally contagious. Irrespective of the
type of control measure applied in AS outbreaks, they did not lead to the detection of a higher
proportion of AS cases than active surveillance and the appropriateness of such measures is
therefore questionable. In contrast the same control measures led to significant elimination of
infected animals in CS outbreaks.
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Tables
Tableau 31 : Prevalence per type of scrapie and origin of sheep tested in France, together with
95% binomial confidence intervals, for the period 2002-2007.

Type of .. Number Number of Prevalence  CI95%
) Origin of sheep tested
scrapie of cases tests (%) (%)
AS outbreak — Selective culling 5 10,883 0.05 0.02-0.11
AS AS outbreak — Intensified monitoring 11 15,045 0.07 0.04-0.13
Active surveillance at slaughterhouse 183 308,298 0.06 0.05 - 0.07
Active surveillance at rendering plant 232 290,936 0.08 0.07 - 0.09
CS outbreak — Selective culling 1152 30,223 3.67 3.47 - 3.89
CS outbreak - Intensified monitoring 148 58,407 0.25 0.21-0.30
s AS outbreak — Selective culling 11 18,988 0.06 0.03-0.10
AS outbreak — Intensified monitoring 0 20,900 0.00 0.00-0.02
Active surveillance at slaughterhouse 70 430,692 0.02 0.01 -0.02
Active surveillance at rendering plant 387 523,924 0.07 0.07 - 0.08

AS: Atypical scrapie; CS: Classical scrapie
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Figure 60 : Prevalence per type of scrapie and origin of sheep tested in France, together with 95%
binomial confidence intervals, for the period 2002-2007

AS: Atypical scrapie outbreak, CS: classical scrapie outbreak, C: Selective culling, M: Intensified monitoring, SH: active

surveillance at slaughterhouse, RP: active surveillance at rendering plant
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Figure 61 : Distributions of the prevalence of secondary cases in AS outbreaks (bold blue line) and in CS outbreaks (thin red line).

For instance, the probability for the prevalence of secondary cases of CS in CS outbreak subjected to selective culling to be lower than 20% was 0.95.
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Individual probability = 0.69%.
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Figure 62 : Density of probability of the distribution, for 10,000 simulations, of the number of outbreaks with 1 or more secondary cases
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Calculated by assuming a binomial distribution assuming an individual probability of AS of 0.07% (left panel) and 0.14% (right panel) and g given the number of animals tested per outbreak.

The black cross indicates the observation (11 outbreaks with 1 secondary case and 0 outbreak with >1 secondary cases).
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4.6. Article 6 : Etude européenne de la prévalence de cas index et de cas
secondaires de tremblante atypique ovine

The prevalence of atypical scrapie in sheep from positive flocks is
not higher than in the general sheep population in 11 European
countries
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Abstract

Background: During the last decade, active surveillance of transmissible spongiform
encephalopathies in small ruminants has been intensive in Europe. In many countries this has
conducted to the detection of cases of atypical scrapie which, unlike classical scrapie, might not be
contagious. According to EU regulation, the detection of a scrapie case leads to control measures
and further testing in the flock of origin, which can result in the detection of secondary cases. The
aim of this study was to investigate if the occurrence of secondary cases in flocks affected by
atypical scrapie could help in clarifying the potential contagious nature of the disease by using
surveillance data collected in Europe.

Results: Questionnaires were used to collect, at country-level, the results of active surveillance and
of the within-outbreaks testing from 12 European countries. The mean prevalence of atypical
scrapie was six cases per ten thousand in abattoir surveillance and eight cases per ten thousand in
fallen stock. By using meta-analysis, on 11 out of the 12 countries, we found that the probability
of detecting secondary cases of atypical scrapie in positive flocks was similar to the probability
observed in animals slaughtered for human consumption (odds ratio, OR=1.07, Clsse%: 0.70-1.63) or
among fallen stock (OR=0.78, Clsse: 0.51-1.2). In contrast, when comparing the two scrapie types,
the probability of detecting secondary cases in classical scrapie positive flocks was significantly
higher than the probability of detecting secondary cases in AS positive flocks (OR=32.4, Closw:
20.7-50.7).

Conclusions: These results suggest that atypical scrapie is not contagious or has a very low
transmissibility under natural conditions compared with classical scrapie. Furthermore this study
stressed the importance of standardised data collection to make good use of the analyses
undertaken by European countries in their efforts to control atypical and classical scrapie.
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Background

Scrapie is a fatal neurodegenerative disease affecting sheep and goats which belongs to the group
of diseases called transmissible spongiform encephalopathies (TSE). In its classical form, it is a
contagious disease with susceptibility influenced by punctual mutations on the prion gene (prnp)
coding for the prion protein (PrP) [1]. In 1998, a new type of scrapie called scrapie Nor98 was
detected [2] and in 2005 the European Food Safety Authority (EFSA) defined diagnostic criteria
for classical scrapie (CS) and for atypical scrapie (AS), including Nor98, based on the results of
Western blot pattern of the pathogenic prion protein (PrPRe) [3]. Since the diagnostic of AS poses
some specific difficulties because of the proteinase K susceptibility and the variable distribution of
PrPRes [4], EFSA also evaluated the sensitivity of the different TSE rapid tests to detect AS on
different biological material (table 1) [5, 6].

As a contagious disease, CS is often clustered within flocks and regions. Infected animals usually
die at the end of the clinical course of the disease when they are between two to four years of age.
Animals carrying PrP genotypes with a Vi3sRi154Qi71 and/or an Ai3sRi54Qu71 alleles are considered
most susceptible to the disease [1]. In contrast to CS, AS is usually detected in older animals (mean
age of five to six years) [4] and the PrP genotypes including the alleles AizsHis4Qiz1 and/or
A136F141R154Qu71, are more at risk [7]. Although the disease has been shown to be experimentally
transmissible by intracerebral inoculation to mice [8] and sheep [9], transmission between animals
under natural conditions has not yet been demonstrated. AS has been reported to have scattered
geographical appearance [10, 11] and usually only a single affected animal in a flock has been
detected [4]. Nevertheless, the occurrence of more than one AS case in individual flocks, so-called
secondary cases, has been reported [4, 11-13]. No factor indicating horizontal transmission was
found neither in case control studies in Norway [10] or France [14] nor by network analysis of
movement data in the UK [15]. Furthermore, there have been three cases occurring in an
experimental flock presumed free from scrapie without explanation on a possible source of
contamination [16]. Due to the different features of AS compared to CS it has been suggested that
AS could develop without exposure to an infectious agent [4].

Since 2002, intensive active surveillance for TSE in healthy slaughter, 7e sheep slaughtered for
human consumption, and fallen stock 7e animals which have died or been killed but not
slaughtered for human consumption, has been performed within the European Union (EU). It has
previously been shown that the prevalence of AS in slaughtered animals and fallen stock is similar
throughout Europe [13]. When positive cases have been detected through active surveillance there
have been legal requirements to implement, in the flock of origin, control measures and testing of
animals [17]. Despite the common European regulation always proposed choice for different
options of control strategies and had numerous amendments, specific provisions for AS were only
introduced in July 2007 [18]. It should be emphasised that as regards the animal health aspect, the
relevance of any measure applied for the control of AS will depend on whether the disease is
contagious or not.

The aim of this study was to investigate if the occurrence of secondary cases of atypical scrapie
could help in clarifying the potential contagious nature of the disease. Insight may be gained by
using data available in different European countries and comparing the prevalence in different
streams of surveillance. Thus, the prevalence of AS among the animals tested due to control
measures in AS positive flocks was compared with 1) the prevalence of AS in the healthy slaughter
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surveillance, 2) the prevalence of AS in fallen stock surveillance and 3) the prevalence of CS and
AS among sheep tested due to control measures in CS positive flocks.

Results

From the seventeen countries that had reported at least one case of atypical scrapie from 2002 to
2007, twelve countries answered the questionnaire, three countries declined participation and two
countries did not answer. Finally, the following eleven countries were included in the analysis:
Belgium, Denmark, Finland, France, Greece, Iceland, Italy, Netherlands, Norway, Portugal and
Sweden. The data from Ireland were presented but could not be included in most analyses for
various reasons: AS prevalence was not estimated because only group 3 analyses (see Tableau 32)
were used, CS prevalence was not estimated because some uncertainty prevailed on the number of
animals tested from CS positive flocks, prevalence in positive flocks and active surveillance were
not compared because the diagnostic procedures in active surveillance and in positive flocks
differed and thus the results were not comparable.

Control strategies

The applied control strategies by country are shown in Tableau 33. Three main categories were
defined for each type of scrapie: i) stamping out: all animals from the positive flocks were
destroyed and either all or a sample of the adults were tested, ii) selective culling: animals were
genotyped and animals carrying certain genotypes were destroyed and tested, and iii) intensified
monitoring: the flocks were not culled, but adults leaving the flocks as healthy slaughter or fallen
stock were tested. Italy applied an extended selective culling in flocks with AS, and this was
reported separately. Within each of the three categories, differences existed between countries ze
if the animals tested from suspect flocks and contact flocks were included in the reporting, the
minimum age of the tested animals, the proportion of animals tested among destroyed animals and
which genotypes were tested in selective culling. There were also changes over time within the
countries. Stamping out was applied in five countries for CS and seven countries for AS, selective
culling was applied in six countries for CS and eight countries for AS and intensified monitoring
was applied in one country for CS and seven countries for AS (Tableau 33).

AS in active surveillance

Out of eleven countries that used combinations of rapid tests and samples recommended to detect
AS (group 1 analyses in Tableau 32) for active surveillance (Ireland was excluded), ten countries
had detected at least one positive case of AS in active surveillance of healthy slaughter while no
positive case had been detected in The Netherlands. The prevalences, with a mean value of six
cases per ten thousand, are shown in Tableau 34. In fallen stock, eight countries had detected at
least one positive case of AS, with no cases found in Greece, Iceland and The Netherlands. The
prevalences, with a mean value of eight cases per ten thousand are shown in Tableau 34. The
prevalences were significantly higher in fallen stock compared to healthy slaughter (odds ratio
(OR) = 1.57, 95% confidence interval, (Clss%): 1.36 - 1.82). In The Netherlands, 1 AS case was
detected out of 43,346 group 3 tests in healthy slaughter and 3 cases of AS were detected out of
42,622 group 3 tests in fallen stock. No other countries detected AS case in active surveillance
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with group 3 tests. In Ireland, 3 AS cases were detected with group 3 tests but based on clinical
surveillance.

AS and CS in positive flocks

All the answering countries had detected at least one case of AS and had subsequently tested sheep
from AS positive flocks. Four countries (France, Iceland, Italy and Portugal) had detected
secondary cases with group 1 tests using the same diagnostic procedure in positive flocks and
active surveillance. The prevalences of secondary AS cases in positive flocks were in average six
cases per ten thousand. The prevalences from the different control strategies were not
significantly different (selective culling versus intensified monitoring: OR=0.7, Clos%: 0.33 — 1.84;
stamping out versus intensified monitoring: OR = 1.58, Clos%: 0.36 — 6.94) (Tableau 35).

CS cases were also detected in flocks with an index case of AS in France and Italy (Tableau 36),
with a mean of three cases per ten thousand. Except in Ireland, no secondary AS case was detected
by group 3 tests. In Ireland, the samples collected in positive flocks included material from the
cerebellum which was not collected in the active surveillance [12] so results could not be
compared with those from active surveillance. In this country, one secondary case was detected
out of 19 animals tested in stamping out and no secondary case was detected out of 66 animals
tested in selective monitoring.

Nine countries also applied control strategies in CS positive flocks during the study period
(Belgium, France, Greece, Iceland, Ireland, Italy, The Netherlands and Norway). All these
countries detected CS secondary cases (Tableau 36) and the mean prevalence for the eight
countries included in the analysis (Ireland excluded) was 280 cases per ten thousand. The
prevalences were significantly higher in selective culling compared to stamping out (OR=2.27,
Closo: 2.19 — 3.02) and were also higher in selective culling compared to intensified monitoring
(applied only in France, OR=8.08, Clos%: 6.90 — 9.46). AS cases were also detected in flocks with
index case of CS in France, Greece and Italy (Tableau 36), with a mean of two cases per ten
thousand. The prevalence rates were not significantly different between the different control
strategies.

The prevalences of secondary AS cases in AS positive flocks were significantly higher than the
prevalences of secondary CS cases in CS positive flocks (OR = 0.03, Clsse: 0.02 — 0.05).

Comparison of prevalence between the surveillance streams

Because of small number of secondary AS cases, only data from four countries (France, Greece,
Italy and Portugal) actually contributed to the meta-analysis and French data contributed the
most. None of the comparisons showed any significant heterogeneity among the countries (I-
square statistic was never significantly different from zero). The prevalences of secondary AS cases
in AS positive flocks were not significantly different from prevalences of AS in healthy slaughter
(Figure 63, Odds ratio (Dersimonian and Laird random effects method, ORDL=1.07, 95%
confidence limits (C195%): 0.70-1.63) or in fallen stock (Figure 64, ORDL=0.78, CI95%: 0.51-1.20).

There was a significantly higher probability of detecting secondary AS cases in AS positive flocks
compared to CS positive flocks (Figure 65) in Italy and in France (ORDL=2.54, CI95%: 1.24-5.19).
The prevalence of AS among sheep tested due to control measures in CS positive flocks was lower
than the AS prevalence in active surveillance (Figure 66 and Figure 67). This result was
statistically significant for the Mantel-Haenszel (MH) fixed effects models and for the
Dersimonian and Laird random effects models applied to fallen stock (Figure 66). The funnel plots
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(not shown) did not reveal association between results and size of tested national sheep
populations but few countries contributed to the construction of the plots.

Discussion

AS is probably not contagious or much less contagious than CS

Through a large multicentric study, we found that the prevalence of AS among sheep tested due to
control measures in positive flocks was not significantly different from the prevalence of AS in the
general sheep population tested through active surveillance. These results suggest that AS do not
cluster in positive flocks, and consequently that AS is not contagious or far less contagious than
CS. The low odds ratio of prevalence of AS secondary cases in AS positive flocks compared with
the prevalence of secondary CS cases in CS positive flocks illustrated the lower propensity of AS to
aggregate in positive flocks compared with CS. The hypothesis that AS is not contagious have also
been supported by other reports which focused on case descriptions [11, 12, 16, 19]. Other
epidemiological studies have also concluded that AS is probably not contagious given the risk
factors detected [10, 14, 15] and one study that considered scrapie within flock prevalence [20].
Furthermore, a spontaneous origin of AS has been suggested based on histopathological features
[2, 4, 21]. A non-contagious nature of AS does not exclude the role for genetics influence [4]
and/or environmental factors [10, 14]. In this situation, more AS cases could be expected in flocks,
in which the animals are exposed to the same factors or have similar genetic background.

In Ireland one secondary AS case was found among a limited number of examined animals,
however only one flock was investigated with this control strategy so no reliable inference can be
drawn from this single event. The occurrence of secondary AS case in a small flock could suggest
clustering for AS, however it could also have occurred due to chance. In addition, no comparisons
could be made with prevalence in active surveillance. The fact that this secondary Irish case was
detected after careful examination of the cerebellum [12], stressed the possible underestimation of
AS when the cerebellum is not analyzed. As long as the same diagnostic procedures are used in the
different streams that are compared, the odds ratio of the prevalence in the different streams
should not be affected by an underestimation of the prevalence. For the other countries, the same
procedures were used and these comparisons could be made, and as already mentioned there were
no indication of a higher prevalence of AS in animals from positive flocks. To progress on the
knowledge of AS it is important that the test procedures are as sensitive as possible to ensure the
detection of cases. In this regard, some improvements could be achieved through sampling and
testing cerebellum as recommended by EFSA [5, 6]. Notwithstanding enhancement of the
methods of analysis, the collection of data relative to the flock and the animals tested should also
be improved to allow proper interpretation of the results.

Some countries did detect CS cases in AS positive flocks, but not at a higher prevalence compared
to the prevalence of CS detected in active surveillance. Thus there was no indication of a link
between the two diseases which was also supported by a study in Great Britain [20].

There was no significant difference of secondary cases prevalence among the different AS control
strategies

We did not detect any significant difference in prevalence of secondary AS cases related to the
type of control measure applied. However the statistical comparison was only based on data from
two countries and thus had low power. Despite absence of significant differences, the control
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strategies might theoretically lead to different detected prevalences and these will be discussed in
theory. The most important difference between strategies is probably whether the animals, which
were culled and tested, were selected based on their genotype or not. For classical scrapie all
countries had chosen the same genotypes to cull, (based on the genotypes known to be at high risk
for classical scrapie). All countries applying selective culling in AS positive flocks (except for Italy
and Portugal) culled and tested the same genotypes as in CS positive flocks, even though these do
not include all the genotypes at risk for AS (Tableau 33). Each type of genetic selection should
conduct to different prevalences but possibly within similar ranges and statistical differences could
be difficult to detect. In addition there might be a different age structure of the animals tested in
different control strategies. When the whole flock or parts of the flock is culled at one point in
time, the culled animals are probably younger compared to intensified monitoring when animals
leave the flock at the end of their productive life. Since AS often is found in older animals, this
could have an effect on detected prevalence with a theoretically higher prevalence in intensified
monitoring. Further there were different age limits for minimum age of animals tested (12 months
or 18 months); if the sample contains a large proportion of young animals this could further affect
the estimation of prevalence by lowering it. Furthermore some countries reported that it was
possible that there was some potential misclassification of some of the samples in the data
provided (e.g. assigned wrong type of control strategy). However, we have no indication
suggesting a differential misclassification leading to bias. To quantify the possible effect of these
factors, we would have needed data on the demographic structure (age and genotype) of each
flock, which we did not have access to. Theoretically, we would consider the intensified
monitoring in positive flocks to be the stream most comparable to active surveillance.

Study at the European level

One strength of our study is that data from several countries were included. That was facilitated
by the common EU regulation. However, it only gives provisions for the collection of data on
cases and not on tested animals [18]. Therefore we collected data directly from countries and there
was some heterogeneity in data quality. To conduct the comparison of prevalence in the different
streams of surveillance, we assumed that they were similar. Yet, this was not completely true for
at least two reasons. First, despite the lack of significant differences, the control measures were not
completely equivalent as theoretically discussed above. Second, the prevalence of AS within the
healthy slaughter and fallen stock streams were not exactly the same between countries, even
though they were within a similar range. The difference was still pointing out some heterogeneity
between the sheep population and/or the implementation of the active surveillance programme as
discussed in [13] and [22]. To take these different sources of heterogeneity into account, we
considered the use of fixed effect (MH) as well as random effect regression (ML). We found that
heterogeneity was limited and the two methods conducted to similar results. We tried to take into
account the results from the countries without secondary AS cases by adding a continuity
correction and we implemented different types of continuity correction. In any of the settings, the
results were similar and the contribution of the countries without any secondary AS case was
negligible so that we could display more readable results without need to show them after the
continuity corrections applied.

Because important data on the animals tested such as age, PrP genotype and the flock of origin
were not available, and because of the difficulty to diagnose AS [4], the AS prevalence could have
been underestimated. Even though bias might occur, the results for CS, based on data collected in
the same way, showed a clear clustering of cases in positive herds.
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Since July 2007, the EU regulation authorises control measures in AS positive flocks to be limited
to two years of intensified surveillance; requirements to sample fallen stock and animals leaving
the flock for slaughter, but without movement restrictions [18]. The rationale is the assumption
that AS is far less contagious than CS, which is supported by our results. However, it cannot be
excluded that AS is naturally transmissible at a low level and the continued monitoring of animals
leaving the flock might still be a sound precautionary measure. The results of this surveillance
could also contribute to assess the necessity and the nature of control measures in the future.
However, data collection and diagnostic procedures need to be improved and standardized
throughout the EU to enable analyses of testing due to control measures and surveillance
activities, which will then have a better return to cost ratio.

Conclusion

Within Europe, scrapie surveillance has been intensive for several years. EU legislation requires
additional testing in positive flocks, but the results have not been collected in a fully standardised
way. In this study we collected data on active surveillance and surveillance in positive flocks and
found that the prevalence of secondary AS cases in positive flocks did not differ from the
prevalence in active surveillance (healthy slaughter and fallen stock). These results indicate that
atypical scrapie does not seem to cluster in positive flocks supporting the hypothesis that atypical
scrapie, in contrast to classical scrapie, is not a contagious disease.

Material and methods

Data collection

Since 2002, 28 European countries (25 EU member states plus Iceland, Norway and Switzerland)
have been involved in scrapie surveillance in accordance with EC regulation 999/2001 [17] for at
least one year. Seventeen countries that had reported at least one case of atypical scrapie from
2002 to 2007 were solicited to participate to the study: Belgium, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Iceland, Ireland, Italy, The Netherlands, Norway, Portugal, Spain,
Sweden, Switzerland and the United Kingdom. In June 2008, a questionnaire was sent to both the
Chief Veterinary Officer and the contact persons in the EU Network of Excellence Neuroprion or
the former Small Ruminant TSE Network for each country. They were requested to co-ordinate
the completion and return of the questionnaire. Two reminders were sent in September and the
data collection was closed in October 2008.

The questionnaire, which is available on request from the first author, covered information for the
period 2002 to 2007 on i) the methods and material used for the detection of AS and CS, ii) the
control measures applied in positive flocks, iii) the sampling of animals from flocks under TSE
control measures and iv) the sampling of animals in the two streams of active surveillance in the
EU; healthy slaughter and fallen stock. The test results were reported by method of detection of
AS, grouped according to EFSA recommendation of use of rapid tests on different biological
material (Tableau 32) [5, 6]. For each stream and year of the active surveillance programme the
numbers of animals tested and the numbers of AS, CS and undetermined TSE index cases were
collected. For each type of control measure and each scrapie type of index case (AS or CS), the
number of animals tested and the number of AS, CS and undetermined TSE secondary cases were
collected.
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The control measures strategies were defined as follows: i) stamping out which included the
strategies where all animals from the positive flocks were destroyed and a sample of the carcasses
of the adults tested, ii) selective culling which included the strategies where animals from the
positive flocks were genotyped and only the animals carrying certain genotypes destroyed and in
part tested, and iii) intensified monitoring which included the strategies where adults leaving the
positive flocks as healthy slaughter or fallen stock were systematically tested but were not culled
for the purpose of the control strategy (Tableau 33).

Data management

The questionnaires were designed as electronic PDF form (Adobe 8.0 Copyright 1993-2008 Lextek
International). When data on active surveillance were available from a previous study on
prevalence of scrapie [13], the data were pre-filled but could be updated. The questionnaire data
were collected in a MS Access database (Microsoft® Access 2003 SP2 Microsoft corporation, WA,
USA), whereas the statistical analyses and all graphics including maps were performed with R 2.6
[23] or Stata (Stata Corp. 2007. Statistical Software: Release 10.0. College Station, TX: Stata
Corporation). For all statistical tests performed, the significance level was set to 5%.

When the countries returned questionnaires that were partially answered, they were asked to
complete their response. If important questions could not be answered, the country was excluded
from the analysis.

The different control strategies applied by countries to the positive flocks with AS or CS, were
grouped in three main categories (Tableau 33). The control strategies that did not fit these
categories were reported as separate categories.

The starting point of active surveillance for AS was identified for each country as the year from
when AS could be detected and confirmed. For all the statistical analyses, the prevalence of AS
was calculated on data referring to group 1 analyses.

In France, in some CS positive flocks, secondary cases were reported as undetermined TSE.
However, by examining a random sample of these it was determined that AS cases would
represent less than 2% of these cases and it was decided to treat the undetermined TSE cases as CS
in the analyses.

Statistical analysis

Prevalences

The prevalence defined as the proportion of cases per number of tests, from group 1 for AS and all
groups for CS, were estimated with their 95% confidence interval (Clos%) using exact binomial
method and was expressed per ten thousand of tests. The prevalences were estimated separately
for AS and CS per country and surveillance stream (active surveillance streams and control
strategies).

We tested if the prevalences of AS differed between healthy slaughter and fallen stock by using a
generalised linear regression mixed model (GLMM), setting healthy slaughter as the reference
stream and taking into account the heterogeneity between countries as a random effect.

We checked if the secondary AS case prevalences detected by the different control strategies
applied in AS positive flocks were significantly different using a GLMM taking into account
heterogeneity between countries as a random effect and setting intensified monitoring as the
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reference stream. We conducted the same analysis for secondary AS cases detected in CS positive
flocks and for secondary CS cases detected in CS positive flocks.

Since the prevalences of AS in positive flocks were not significantly different according to control
strategies we merged them in the rest of the analyses.

We compared the prevalences of secondary AS cases in AS positive flocks and in CS positive flocks
to the prevalences of AS in the two active surveillance streams and we compared the prevalences
of secondary AS cases in AS positive flocks to the prevalences of secondary AS cases in CS positive
flocks. The results were compared by using the OR estimated for each country. The comparison
was not done for Ireland because different diagnostic procedures applied in active surveillance and
in positive flocks, the examination of the latter being more careful and because only group 3 tests
were used.

Eventually we compared the risk of having secondary cases of the same scrapie type as the index
case, all control strategies being merged, using a GLMM with the countries as random effect and
with CS as the reference.

Meta-analysis

We used a meta-analytic approach [24] to estimate the summary probability of disease measured
by OR. First we used a MH method assuming homogeneity between countries and we checked the
homogeneity among countries by I? statistic, 7e the percentage of variation attributable to
heterogeneity, derived by Cochran’s Q [24, 25]. Secondly, we fitted random-effects models even
when the homogeneity test did not detect significant heterogeneity among countries: we used DL
method taking into account the country as a random effect [26]. This last method had the
advantage to make obvious the weight of the relative contribution of each country. We
summarized the results in forest plots. We also checked the presence of biases dependant on the
number of animals tested using the Egger's regression test and funnel plots [25, 27].

We considered the use of continuity correction to include countries that had not detected any
secondary case. According to the literature, two options were tried, the first one consisted in
adding systematically a small constant (k=0.01) to all counts, the other one consisted in adding an
empirical continuity correction based on the ratio between the size of the two groups to be
compared and the crude ORs as proposed in [28]. In both cases the constant added were small in
order to restrain the biases on the estimation of the true OR [26]. Since the estimates of the overall
OR with continuity correction differed by less than 1% of the value without continuity correction
and because the contributions of countries with zero case were negligible, the results using
continuity correction were not presented.

AS data were limited to group 1 analyses and all groups of analyses were considered for CS. Again,
Ireland was not included in this analysis because different diagnostic procedures applied in active
surveillance and in positive flocks and because only group 3 analyses were used.
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Tables
Tableau 32 : Groups of detection of atypical scrapie according to rapid tests and material usually
analysed (according to EFSA 2005)

Group Sample Rapid test
1 Brainstem with or without FEither BioRad Te-SeE/BioRad Platelia,
cerebellum or cerebrum or BioRad Te-SeE Sheep and Goat,
or Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test Kit, EIA
2 Brainstem and either Either Prionics-Check Western Small Ruminant,
cerebellum or cerebrum or Enfer TSE Version 3,

or Enfer TSE Kit version 2.0
or Beckman Coulter InPro CDI,
or POURQUIER - LIA Scrapie

3 Brainstem and either Prionics Check LIA Small Ruminants
cerebellum or cerebrum
Brainstem only Neither BioRad Te-SeE/BioRad Platelia,
nor BioRad Te-SeE Sheep and Goat,
nor Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test Kit, EIA
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Tableau 33 : Grouped control strategies reported by countries
§ BE: Belgium, DK: Denmark, FI: Finland, FR: France, GR: Greece, IE: Ireland, IS: Iceland, IT: Italy, NL: Netherlands, NO:
Norway, PT: Portugal, SE: Sweden, !: HS: Healthy slaughter, FS: Fallen stock * all males not ARR/ARR and all females

carrying a VRQ allele or not carrying an ARR allele, except in Italy where animals with AHQ and AFRQ were also culled
and in Portugal where animals with ARR/AHQ genotype were culled but not those with ARH/ARH, ARH/ALRQ or
ALRQ/ALRQ, ** all males carrying AHQ or AFRQ alleles, *** all males not ARR/ARR and all females carrying a VRQ allele

or not carrying an ARR allele

o Other
Intensified . - . .
L Selective culling selective Stamping out
monitoring c e
culling
AS Countries$ FR, GR, DK, FI, FR, BE, IE, IT, NL, DK, NO, IT IE, IT, IS, DK, FI, NO,

NO, PT, SE PT SE
Suspect flocks FR, GR, DK, FI, FR, BE, IT, DK, IT IE, IT, DK, FI
included PT
Contact flocks FI, PT BE, PT FIL, IS
included
Stream under HS and FS: all Culled animals: all countries  HS, FS and Culled animals in all

surveillance'

Animals above age
limit tested

Age limit for testing

countries

All animals

18 months except

HS in all countries except NL
and DK and BE in some years
FS in all countries

All animals except in BE (FS):

only some animals

Culled animals: 12 months

culled animals

All animals

18 months

countries except IE
no other stream
except HS and FS in
FI and FS in DK

All animals except in
IS: only some animals

12 months except in

in FR and in the except in NO: 18 months and DK, FI and NO: 18
first years in PT in BE (unspecified) months
and in SE: 12 other stream 18 months
months except in FR, IT, NL and in
the first years in PT: 12
CS Countries$ FR FR, BE, GR, IE, IT, NL GR, IE, IT, IS, NO
Suspect flocks FR FR, BE, GR, IT GR, IE, IT
included
Contact flocks BE IS
included
Stream under HS and FS Culled animals in all Culled animals in all

surveillance'

Animals above age
limit tested

Age limit for testing

all animals

12 months

countries HS and FS in all
countries except HS in NL
and in BE in some years

Culled animals: all countries
except in BE, IT, NL: only
some animals

other stream: all countries
except in BE: only some
animals

Culled animals: 12 months
except in BE (unspecified)
Other stream: 18 months
except in FR, IT and NL(FS):
12 months

countries

no other stream
except HS and FS in
GR

All animals except in
IE, IT, IS: only some
animals

12 months except in
NO: 18 months
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Tableau 34 : Prevalence of atypical scrapie (AS) in active surveillance from starting year for
detection of AS in active surveillance to 2007

j;:;iilllance St;z;i:g Country Cases  Tests (ll))zvf (lf(r)l (;: g) CI 95%

Fallen stock 2004  Belgium 4 3238 12.4 3.4-31.6
2006 Denmark 3 8177 3.7 0.8-10.7
2004 Finland 4 3924 10.2 2.8 -26.1
2002  France 225 304832 7.4 6.4-8.4
2006  Greece 0 7913 0 0-47
2005 Iceland 0 152 0 0-239.8
2005  Ttaly 11 27945 3.9 2.0-7.0
2004 The Netherlands 0 1000 0 0-36.8
2002 Norway 27 21137 12.8 08.4-18.6
2004  Portugal 77 48662 15.8 125-19.8
2004 Sweden 7 12434 5.6 23-11.6

Healthy slaughter 2004  Belgium 2 16109 1.2 0.2-45
2006 Denmark 1 2476 4.0 0.1-225
2004  Finland 1 5618 1.8 <0.1-99
2002  France 190 318333 6.0 52-6.9
2006  Greece 3 20467 1.5 0.3-43
2005 Iceland 0 10931 0 0-3.4
2005  TItaly 32 86745 3.7 25-52
2004  The Netherlands 0 2719 0 0-13.6
2002 Norway 24 87753 2.7 1.8-4.1
2004  Portugal 168 213923 7.9 6.7-9.1
2004 Sweden 5 12359 4.0 1.3-94
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Tableau 35 : Prevalences of secondary atypical scrapie (AS) cases by control strategy and country

from flocks in which the first scrapie animal had either AS or classical scrapie (CS)

Strategy Country Cases Tests (l;ivf (l)’e(;locg) CI 95%
Intensified monitoring in AS Finland 0 36 0 0-973.9
positive flocks France 11 14965 7.4 3.7-13.1
Greece 0 67 0-535.7
Norway 0 75 0 - 480.0
Portugal 3 4612 6.5 1.3-19.0
Sweden 0 47 0 0.0 - 754.9
;I;Z‘;Eilf;ii‘:mwrmg nCS prance 7 31113 2.2 0.9 - 4.6
Selective culling in AS Belgium 0 223 0-164.1
positive flocks Denmark 0 168 0-217.2
France 5 10462 4.8 1.6-11.1
Italy 1 2260 4.4 0.1-246
The Netherlands 0 60 0 0-596.3
Norway 0 1033 0 0-35.6
Portugal 2 1763 11.3 1.4-40.9
Selective culling in CS Belgium 0 295 0 0-1243
positive flocks France 4 12087 3.3 09-85
Greece 3 10310 29 0.6 -85
Italy 2 8565 23 03-84
Spe‘ci.al genetic selection in AS 0 351 0 0-1045
positive flocks Italy
Stamping out in AS positive ~Denmark 0 17 0 0-1950.6
flocks Finland 0 173 0 0-211.0
Iceland 1 467 21.4 0.5-118.7
Italy 1 1309 7.6 0.2-425
Norway 0 1156 0 0-31.9
Sweden 0 195 0 0-1874
Stamping out in CS positive ~ Iceland 0 367 0 0-100.0
flocks Italy 0 3231 0 0-114
Norway 0 343 0 0-107.0
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Tableau 36 : Prevalence of secondary classical scrapie (CS) cases by control strategy and country
from flocks in which the first scrapie animal had either atypical scrapie (AS) or CS.

Strategy Country Cases Tests (izvla (lf(;l OC g) CI 95%
Intensified monitoring in AS Finland 0 36 0 0-973.9
positive flocks France 0 20720 0 0-18
Greece 0 67 0 0-535.7
Norway 0 75 0 0-480.0
Portugal 0 4612 0. 0-08.0
Sweden 0 47 0 0-754.9
;zzzzleﬁ;ii:mmmg ™S France 203 51760 392 340-450
Selective culling in AS Belgium 0 223 0-164.1
positive flocks Denmark 0 168 0-217.2
France 3 18061 1.7 0.3-49
Ireland 0 66 0 0-543.6
Italy 6 2260 26.5 9.7-57.7
The Netherlands 0 120 0 0-302.7
Norway 0 1033 0 0-35.6
Portugal 0 1763 0 0-20.9
Selective culling in CS Belgium 7 295 237.3 95.9 - 482.8
positive flocks France 658 21438 3069  284.2-330.9
Greece 1054 10310 1022.3  964.5 - 1082.4
Ireland 230 11441 201.0 176.1 — 228.4
Italy 728 11750 619.6 576.6 - 664.7
The Netherlands 181 4003 452.2 389.9 - 521.2
ipse;fsliﬁigeftlfizlecmn " Ttaly 8 352 2273 98.6-442.9
Stamping out in AS positive Denmark 0 17 0 0-1950.6
flocks Finland 0 173 0 0-211.0
Iceland 0 467 0 0-78.7
Ireland 0 19 0 0-1764.7
Italy 1 1309 7.6 0.2-425
Norway 0 1156 0 0-31.9
Sweden 0 195 0 0-1874
Stamping out in CS positive Iceland 81 3290 246.2 196.0 - 305.1
flocks Ireland 31 42768 7.2 49-103
Italy 184 7415 248.1 213.9 - 286.2
Norway 8 343 233.2 101.2 - 454.4
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Figures
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Figure 63: Forest plot for the probability of atypical scrapie (AS) secondary cases in AS positive

flocks versus active surveillance in healthy slaughtered animals.

DL: Dersimonian and Laird random effects model, MH: Mantel-Haenszel fixed effects model, Weights are from DL

analysis, black dot: country OR, horizontal lines: 95% CI for country OR, grey boxes: country weight, diamond: overall
OR with 95% CI, dashed vertical red line: DL overall OR, vertical black line: reference value (1)

OR (95% Cl) Weight (%)
France —- 0.85 (0.51, 1.42) 70.05
Italy j 1.30 (0.29, 5.85) 7.94
Portugal —a— 0.50 (0.20, 1.22) 22.01
DL Overall 0.78 (0.51, 1.20) 100.00
MH Overall 0.76 (0.50, 1.16)
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Figure 64: Forest plot for the probability of atypical scrapie (AS) secondary cases in AS positive
flocks versus active surveillance in fallen stock animals.

DL: Dersimonian and Laird random effects model, MH: Mantel-Haenszel fixed effects model, Weights are from DL

analysis, black dot: country OR, horizontal lines: 95% CI for country OR, grey boxes: country weight, diamond: overall
OR with 95% CI, dashed vertical red line: DL overall OR, vertical black line: reference value (1)
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Figure 65: Forest plot for the probability of atypical scrapie (AS) secondary cases in AS positive
flocks versus secondary AS cases in classical scrapie (CS) positive flocks.

DL: Dersimonian and Laird random effects model, MH: Mantel-Haenszel fixed effects model, Weights are from DL

analysis, black dot: country OR, horizontal lines: 95% CI for country OR, grey boxes: country weight, diamond: overall
OR with 95% CI, dashed vertical red line: DL overall OR, vertical black line: reference value (1)
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Figure 66: Forest plot for the probability of atypical scrapie (AS) secondary cases in classical
scrapie (CS) positive flocks versus active surveillance in healthy slaughtered animals.

DL: Dersimonian and Laird random effects model, MH: Mantel-Haenszel fixed effects model, Weights are from DL

analysis, black dot: country OR, horizontal lines: 95% CI for country OR, grey boxes: country weight, diamond: overall
OR with 95% CI, dashed vertical red line: DL overall OR, vertical black line: reference value (1)
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Figure 67: Forest plot for the probability of atypical scrapie (AS) secondary cases in classical
scrapie (CS) positive flocks versus active surveillance in fallen stock animals.
DL: Dersimonian and Laird random effects model, MH: Mantel-Haenszel fixed effects model, Weights are from DL

analysis, black dot: country OR, horizontal lines: 95% CI for country OR, grey boxes: country weight, diamond: overall
OR with 95% CI, dashed vertical red line: DL overall OR, vertical black line: reference value (1)
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Chapitre 5 : Discussion générale

5.1. La tremblante atypique, une maladie sporadique ?

Tout semble indiquer que la tremblante atypique est une maladie sporadique qui, si on s’en réfere
a la définition du dictionnaire Littré : « se dit par opposition a épidémique et a endémique, des
maladies qui ne sont pas particuliéres a2 un pays, qui attaquent des individus et non des masses, et
qui sont indépendantes de toute influence épidémique ».

Il est vrai que la prévalence vraie de la tremblante atypique (de méme que celle de la tremblante
classique), ne peut pas étre correctement déterminée en raison de la sensibilité imparfaite et
méconnue des analyses pratiquées (combinaison méthode - type de prélevement), de la nature
particuliere des populations échantillonnées (animaux de réforme ou trouvés morts) et de
Iexistence possible de biais de sélection des animaux dans les programmes. Il n’est pas non plus
possible d’utiliser les différents plans de surveillance pour estimer la prévalence par méthode de
capture-recapture (Del Rio Vilas, Sayers et al., 2005) car les foyers identifiés par un canal de
surveillance (par exemple équarrissage) sont exclus de 'autre canal (par exemple abattoir) du fait
des mesures réglementaires. Cependant, les estimations de la prévalence que I'on a obtenues
constituent des ordres de grandeur qui refletent une certaine approximation de la réalité, de
P'ordre de six cas pour 10 000 a I'abattoir et de sept a huit cas pour 10 000 a I'équarrissage. Sans étre
tout a fait identique, la prévalence de la tremblante atypique est assez homogeéne entre les
différentes populations ovines européennes (article 1 et article 6) et au sein de la population
francaise (article 4), y compris dans les troupeaux atteints (article 5 et article 6).

La prévalence de la tremblante atypique est relativement stable dans le temps, contrairement a
celle de la tremblante classique (chapitre 2). Le fait que la prévalence de la tremblante classique
diminue fortement au cours du temps pendant la période d’étude invite a penser que les mesures
de contréle, pourtant appliquées aux deux maladies, n’ont eu un effet que sur cette forme de
tremblante. D’ailleurs, ces mesures n’ont pas permis de détecter plus de cas de tremblante atypique
dans les troupeaux qui y ont été soumis que dans la population générale (article 5 et article 6). Rien
n’indique que la tremblante atypique soit émergente ou véritablement en déclin. Les fluctuations
de la prévalence observées au cours du temps sont de faible amplitude et ne sont pas en faveur
d’une augmentation, sauf au Portugal. Une étude au Royaume-Uni a trouvé également qu’il n’y
avait pas d’évolution dans le temps de la prévalence de la tremblante atypique dans ce pays
(MclIntyre, Del Rio Vilas et al., 2008).

La description la plus ancienne d’un isolat de tremblante atypique remonte a 1989 et correspond a
une suspicion clinique de tremblante qui n’a que récemment été reclassée comme tremblante
atypique (Bruce, Nonno et al., 2007). Ce rapport illustre le fait que la tremblante atypique ait pu
coexister avec la tremblante classique sans que l'on s’en soit apercu. Cependant, la description
clinique de la tremblante atypique differe assez nettement de celle de la tremblante classique
(Konold, Davis et al., 2007; Simmons, Konold et al., 2007 ; Benestad, Arsac et al., 2008) pour qu’on
puisse s’étonner que l'on n’ait pas fait la distinction au préalable. Plusieurs raisons, non
mutuellement exclusives, peuvent étre invoquées pour expliquer cela. Tout d’abord, les animaux
pourraient étre réformés avant l'apparition de signes cliniques, autres que 'amaigrissement et un
discret changement de comportement, ou mourir d'une autre cause. Cela est en accord avec la
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similitude des prévalences a l'abattoir et a I'équarrissage. Par ailleurs, des signes cliniques non
spécifiques comme l'amaigrissement et le changement de comportement pourraient également
accélérer la réforme des animaux et contribuer a rapprocher la prévalence a l'abattoir de la
prévalence a I'équarrissage, sans qu’il y ait nécessairement d’intention malveillante. Quoi qu’il en
soit, il est vraisemblable que les animaux atteints de tremblante atypique, pour leur plus grande
part, n’en soient pas morts et cela est a rapprocher de la longue durée de la période d’incubation,
de la période de latence clinique et éventuellement de la lente vitesse d’évolution de la maladie,
trois parametres essentiels que I'on ne connait pas. Il est également possible que certains cas de
tremblante atypique aient pu étre détectés sur une base clinique mais n’aient pas été confirmés en
raison des particularités physiopathologiques et/ou diagnostiques (type de test) que nous avons
signalées. Ensuite, il est possible que la tremblante atypique ne fasse pas I'objet d'un diagnostic en
élevage parce qu’elle est trop rare et que I'éleveur ne s’inquiete pas d’un seul animal maigre ou au
comportement étrange. La maladie étant rare, elle peut également passer simplement inapercue.
Le fait que des tableaux cliniques évocateurs de tremblante classique ont été décrits pour des
formes sporadiques ne plaide pas en faveur d’'une absence de détection des maladies sporadiques
mais les signes cliniques de tremblante atypique sont plus discrets et d’apparition tardive. Il est
d’ailleurs possible que parmi la diversité de formes cliniques de tremblante décrites au XIXéme
siecle (Schneider, Fangerau et al., 2008), certaines aient pu correspondre a la tremblante atypique.
Les cliniciens de I'époque auraient été éventuellement d’autant plus a méme de l'identifier que
leur sens de 'observation était bien développé et que les éleveurs conservaient le plus longtemps
possible les animaux productifs. Si 'on admet que la tremblante atypique a été observée par le
passé, on peut également s’'interroger sur la signification des controverses qui ont porté sur
lorigine héréditaire ou contagieuse de la maladie. Il est probable que ces considérations reflétaient
la nature duale de la tremblante classique, a la fois contagieuse et ayant un fort déterminisme
génétique. Mais il est aussi possible que la coexistence de la tremblante classique, contagieuse, et
de la tremblante atypique, peu ou pas contagieuse, ait contribué a alimenter les interrogations.
Ceci étant, il est difficile de dépasser le stade des suppositions a partir des descriptions passées.

L’évolution possible de la prévalence de la tremblante atypique dépend de I’évolution des facteurs
de risque. A travers notre étude des facteurs de risque et 'étude de I'agrégation des cas, nous avons
trouvé que le risque de tremblante atypique ne semblait pas modifié par les facteurs
habituellement associés aux maladies infectieuses : les achats d’animaux ou d’aliments, les contacts
entre troupeaux ne modifient pas le risque de maladie et les cas ne sont pas agrégés dans ’espace ce
qui est en conformité, d’'une part avec les résultats des autres études réalisées sur les facteurs de
risque de la tremblante atypique, et d’autre part avec 'hypothese d'une maladie sporadique (Hopp,
Omer et al.,, 2006 ; Green, Del Rio Vilas et al., 2007). Nous avons identifié quelques facteurs
d’influence tels que la production laitiere, la distribution de CMV, d’ensilage de mais et
I'agriculture biologique mais nous n’avons pas pu proposer des mécanismes biologiques explicatifs
convaincants ni formellement écarter 'existence de biais de confusion résiduels. Nous n’avons pas
détecté d’augmentation importante de la prévalence dans les foyers ou dans certaines régions en
relation avec ces facteurs, ce qui pose question sur leur impact réel. Ils ont pu contribuer aux
discretes variations géographiques du risque relatif mais ces effets modérés nécessitent d’étre
confirmés. Pour les élevages laitiers, un risque supérieur a effectivement été détecté dans I'étude
cas-témoins (OR= 15,06 [ 3,25 ; 69,73] sans CMV et OR = 2,77 [1,21 ; 6,37]avec CMV) mais
également par la prévalence estimée a partir de la surveillance active (OR=1,31 []0,99 ; 1,71) avec
une relation moins forte mais qui confirme I'existence d’une association. Le mécanisme biologique

sous-jacent n’est pas défini; l'environnement ne semble pas étre en cause car les zones de
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production laitiére ne sont pas a risque apres standardisation de la population sur ce facteur. L'effet
de la production laitiére pourrait résulter au moins en partie de confusions liées a I'age et a la
génétique. Dans 'enquéte cas-témoins, les animaux étaient appariés sur I'dge donc l'effet de la
production laitiére mesuré ne devrait pas résulter d'une confusion de cet ordre. L’étude cas-
témoins prenait également en compte la génétique et nous n’avons pas observé d’effet de confusion
entre risque génétique et production laitiere ; néanmoins, compte tenu de nombreuses données
manquantes, on ne peut pas formellement I'écarter. De facon générale, le facteur de risque
principal semble étre le génotype PRNP. Sous I'’hypothése que le déterminisme de la maladie est
essentiellement génétique et compte tenu de la sélection amorcée des animaux ALRR/ALRR pour
lutter contre la tremblante classique, presque aboutie chez les males du noyau de sélection de la
plupart des races, la prévalence nationale de la tremblante atypique devrait converger de facon
asymptomatique vers la prévalence estimée chez les animaux ALRR/ALRR, qui n’est pas différente
de celle observée aujourd’hui dans la population générale. Toutefois, si I'on peut s’accorder a dire
que la tremblante atypique est sporadique et que sa prévalence restera probablement stable dans
l'avenir, la question de son étiologie se pose toujours.

5.2. La tremblante atypique, une maladie endogéne ?

En se référant aux principales hypotheéses sur I'origine des EST, la tremblante atypique pourrait
avoir soit une origine infectieuse, quelle que soit la nature de I'agent, prion ou apparenté virus, soit
une origine « spontanée ». Dans le cas d’'un prion allogene, la protéine prion normale de I'animal
atteint est modifiée par la protéine prion infectieuse acquise. Dans le cas de 'origine spontanée, la
protéine prion normale de I'animal atteint est transconformée sans intervention dune protéine
allogene. Cette transconformation peut étre facilitée voire conditionnée par la séquence de la
protéine prion normale mais peut aussi étre facilitée par différents facteurs, c’est pourquoi le terme
d’origine endogene serait, de mon point de vue, préférable a celui d’origine spontanée. Les facteurs
de régulation de la protéine prion, agissant notamment sur la promotion, pourraient augmenter la
probabilité qu'une transconformation aléatoire intervienne par augmentation de I'abondance de la
protéine normale, de la méme maniére que les probabilités de mutation de 'ADN augmentent
avec le nombre de divisions cellulaires. Les conditions de stress oxydatif, éventuellement induites
par des produits neurotoxiques, pourraient avoir un tel réle. Des modifications de 'environnement
cellulaire impliquant par exemple les ions meétalliques et décrites dans le premier chapitre
pourraient faciliter la transconformation de la protéine prion normale ; I'alimentation, la race, le
stade physiologique pourraient augmenter la probabilité de tels changements. Ces facteurs
d’influence pourraient aussi s’exercer dans le cas d'une origine infectieuse. Si la tremblante
atypique était une maladie dorigine endogéne, la question de sa transmissibilité dans les
conditions naturelles se poserait alors, comme elle se pose, d’ailleurs, pour les autres EST réputées
d’origine non acquise. Les éléments dont nous disposons nous invitent a penser que si cette
transmission existe, elle a un caractére exceptionnel. Aussi, dans I’état actuel des choses, cela
n’aurait pas de conséquence sur I’état sanitaire de la population ovine. Néanmoins, la possibilité
que des agents infectieux apparaissent ex-nihilo est une perspective inquiétante en raison de la
possibilité d’évolution de la transmissibilité de I'agent.

Toute hypothese impliquant une origine endogéne repose évidemment sur I'acceptation de la

théorie du prion qui, si elle était invalidée, mettrait en défaut un grand nombre de connaissances
et de pratiques. Notamment, la notion d’EST spontanée, souvent admise en médecine humaine,

231



Chapitre 5

serait a revoir et surtout la gestion du risque associé a ces maladies. Cependant, les études
expérimentales relatives a la théorie du prion suggerent de facon convaincante la possibilité
biologique que les EST aient effectivement une dualité étiologique : endogéne ou acquise/exogene.
La discussion de ces études dépasse le cadre de cette thése. L'une des critiques régulieres de cette
théorie est la mise a défaut des postulats de Koch (Manuelidis, 2007). Rappelons ce que postulérent
Koch et Henle en 1884 a propos de l'attribution d’'une maladie transmissible a un ‘parasite’ au sens
large (Evans, 1976) :

1) Le ‘parasite’ est identifiable dans tous les cas de la maladie et dans des circonstances qui
permettent de faire le lien avec les changements pathologiques et le développement
clinique de la maladie.

2) Le ‘parasite’ n’est pas identifié dans d’autres maladies en tant qu’hote commensal.

3) Apres isolement du ‘parasite’ a partir de cas de la maladie et reproduction in vitro, son
inoculation permet de reproduire la maladie.

Les critiques formulées par Manuelidis (Manuelidis, 2007) peuvent étre en partie reprises pour la
tremblante atypique. Le premier postulat de Koch n’est, en particulier, pas bien vérifié dans la
mesure ou la quantité de PrP% ne semble pas toujours corrélée au titre infectieux des tissus, voire
n’est pas détectée (Le Dur, Béringue et al., 2005; Andréoletti, Herva et al., 2008). Cependant, des
limites analytiques dues au manque de sensibilité des méthodes de dépistage de la PrP* en cas de
tremblante atypique ne peuvent pas étre exclues. Rappelons que ces postulats ont été formulés a
I’époque pasteurienne et que leur application stricte, ce qui ne semble pas avoir été préconisé par
Koch lui-méme, aurait ralenti les progres de la recherche sur les virus (Evans, 1976). En fait, le
respect de ces postulats ne doit pas étre considéré comme un impératif d’autant qu’ils ne font pas
cas de la notion de susceptibilité de I'hdte, de la voie de contamination, de la durée d’incubation
des EST, et 'on peut penser quune version adaptée aux maladies a prion serait la bienvenue.
Walker a proposé la formulation suivante (Walker, Levine et al., 2006) :
1) La protéine dans sa forme pathologique doit étre invariablement présente dans les tissus
atteints.
2) Les caractéristiques physico-chimiques qui conférent linfectiosité dune protéine
spécifique doivent pouvoir étre établies (notamment en relation avec la notion de souche).
3) Les caractéristiques qui conférent sa susceptibilité a un hote doivent pouvoir étre établies.
4) Le développement de la maladie doit pouvoir étre induit chez un héte susceptible par
I'agent purifié dans sa forme infectieuse.
5) La protéine doit pouvoir étre identifiée dans sa forme infectieuse chez l’animal
expérimentalement infecté par I'agent purifié.

Quoi qu’il en soit, la détermination de l'origine de la tremblante atypique fait appel a des
connaissances biologiques en grande partie issues des sciences expérimentales et dont on ne
dispose pas pour linstant. Les populations d’animaux malades constituent une source
d’informations épidémiologiques, a partir desquelles il est possible de formuler, et de documenter,
des hypotheses sur les mécanismes d'une maladie. L’étude de I'épidémie de choléra par Snow a
Londres en 1855, 30 ans avant la redécouverte du Vibrio choleare par Koch, illustre I'idée que
I'identification de I'agent causal et I'identification des facteurs d’apparition de la maladie dans la
population peuvent étre étudiés séparément (Evans, 1976). De fait, la notion de causalité en
épidémiologie n’a pas le méme sens qu’en microbiologie.
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En 1965, Sir Austin Bradford Hill a considéré un certain nombre de critéres permettant de discuter
le caractere de causalité d'une relation épidémiologique (Hill, 1965) qui ont été par la suite érigés
en préceptes, de facon peut étre abusive (Hofler, 2005). Les neufs criteres de Bradford Hill sont en
substance les suivants :

1) La force de l'association, une association forte suggérant d’avantage un lien causal qu'un
effet de confusion.

2) La répétabilité de l'association, mais la variabilité des populations étudiées est souvent
responsable de modifications de la mesure de l'effet.

3) La spécificité de I'association, mais ce critére est a considérer avec prudence étant donné
que de nombreuses maladies sont multifactorielles et que des causes peuvent avoir des
effets multiples. Il convient a cet égard de s’interroger sur le facteur étudié pour savoir s’il
intervient dans la chalne causale d’'une autre maladie indépendamment ou pas de son
action sur la maladie étudiée.

4) L’antériorité entre 'exposition au facteur présumé causal et 'apparition de la maladie est
extrémement logique.

5) L’existence d'un gradient biologique, ou relation dose-réponse, est indicatrice de relation
causale mais n’est pas toujours simple a observer compte tenu de la diversité biologique des
relations dose-réponse (courbe en « ] » par exemple traduisant I'existence d’'une optimum
dans la relation).

6) La relation doit étre biologiquement plausible mais on ne doit pas censurer d’éventuelles
possibilités biologiques jusque la inconnues. A ce titre, I'explication biologique est plus
convaincante si elle est proposée avant la mise en évidence dune relation
épidémiologique.

7) Leffet suspecté doit étre cohérent avec les connaissances déja établies, ce critere complete
le précédent en confrontant la relation causale au contexte existant qui le précéde, invitant
davantage a imaginer un mécanisme possible.

8) L’existence de preuves expérimentales conforte la relation mais n’est pas toujours possible.

9) Le raisonnement par analogie avec d’autres situations établies abaisse en quelque sorte le
seuil d’acceptation d’'une relation causale. Il est ainsi plus facile d’admettre que la
tremblante classique ait pu étre transmise aux ovins par certains aliments du commerce
lorsque l'on sait déja que 'ESB a été transmise de cette fagon aux bovins.

Ces critéres constituent une aide au raisonnement épidémiologique, ils suggérent fortement un
lien causal mais, a I'inverse, ce n’est pas parce que ces critéres ne sont pas respectés qu’il n’y a pas
de relation causale (Hill, 1965). Hill rappelait également que le résultat des tests de significativité
n’a pas valeur de preuves. A linverse, I'absence de significativité statistique d’'une relation
n’implique pas I'absence de relation et il est tout aussi important de considérer la force de I'effet
mesuré que la valeur de p (Altman and Bland, 1995).

La causalité n’est pas toujours une relation de condition nécessaire et suffisante et peut étre plus
complexe. Une définition pragmatique de la cause d’'une maladie pour 'épidémiologiste est donnée
par Michael Kundi (Kundi, 2007) : la cause d'une maladie est un ensemble de conditions
mutuellement exclusives par lequel deux (ou plus) populations de sujets, suffisamment semblables
par rapport au probleme étudié, different et qui augmentent la probabilité de la maladie. De cette
définition, il découle que les points critiques suivants doivent étre discutés : 'association entre le
facteur et la maladie, '’équivalence des populations comparées et 'équivalence de 'environnement
des populations comparées. Il faut aussi, dans la mesure du possible, ne pas se limiter a énumérer
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les biais potentiels mais chercher a évaluer leur impact par des analyses de sensibilité (Hofler,
2005; Kundi, 2007).

L’approche épidémiologique est toutefois limitée dans sa capacité a prouver des associations
causales puisqu’elle ne proceéde que par inférence a partir d’observations (Greenland, 1998). Selon
la démarche poppérienne, I'observation vise a évaluer une hypotheése formulée, ce qui est opposé a
la démarche inductive pour laquelle I'observation conduit a la formulation de I’hypothése. La
conformité entre l'observation et I'hypothése ne permet pas de démontrer la véracité de
I'hypotheése puisque d’autres hypotheéses pourraient toujours étre formulées, plus ou moins
probables, conduisant a la méme observation, par exemple en impliquant des effets de confusion.
Poussé a 'extréme, le raisonnement poppérien consiste a ne tenir une hypothése pour vraie que
dans la mesure ou toutes les hypotheses alternatives auraient été formulées, testées et réfutées ce
qui, n’étant pas faisable, bornerait la capacité de l'épidémiologie a réfuter des hypotheses
(Greenland, 1998).

Ces considérations épistémologiques ont nourri ma réflexion sur I’hypothése que la tremblante
atypique puisse avoir une origine endogeéne. Cette hypothése ne correspond pas a la confirmation
d'une hypothése causale épidémiologique mais se définit davantage par la réfutation de
I'hypothese d’une origine infectieuse, ce qui peut étre, en apparence, insatisfaisant mais qui, en
fait, s’inscrit bien dans la démarche dun raisonnement épidémiologique. Cette réfutation est
soutenue par chacune de nos études: prévalence relativement homogene dans les différentes
populations, y compris celle des élevages atteints, et absence de facteurs de risque associés a la
contamination a partir d’animaux ou d’aliments. Par ailleurs, cette hypothese semble
particuliéerement accommodante pour expliquer des observations quelque peu contradictoires :
maladie présente de fagcon ubiquitaire mais toujours rare, nombreux facteurs de risque
métaboliques ou environnementaux (au sens large) possibles. Elle pourrait faire penser a ces
énoncés scientifiques dénoncés par Popper car ils semblent immunisés contre la falsification, dans
la mesure ou l'on peut toujours justifier le fait qu’ils soient pris en défaut sans les invalider
(Popper, 1991). Concrétement, dans notre cas, si par exemple, nous obtenions une faible
pénétrance de certains génotypes, cela serait défavorable a 'hypothése d’'une origine endogeéne
mais pourrait se justifier en argumentant que la présence de certains facteurs de risque est
nécessaire pour les génotypes les moins sensibles mais pas pour les autres. Pour d’autres auteurs
comme P. Feyerabend, les énoncés scientifiques n’ont pas besoin de couvrir I'ensemble des
possibilités pour étre utiles et 'existence de certains faits contradictoires ne doit pas forcément
conduire a leur abandon car ils peuvent couvrir certains aspects de la réalité en attendant d’étre
complétés par d’autres énoncés (Feyerabend, 1979). En fait, 'hypothése de maladie endogene
répond en partie aux critéres de causalité de Bradford Hill :
- force élevée de la relation entre facteurs de risque génétiques et risque de tremblante
atypique et association nulle avec I'introduction d’animaux ou d’aliments du commerce ;
- répétabilité de ces résultats dans I'étude de Petter Hopp et al. (Hopp, Omer et al., 2006),
dans une moindre mesure celle de Green et al. (Green, Del Rio Vilas et al., 2007) ;
- lexistence dun gradient biologique pourrait étre recherché dans la relation de
susceptibilité croissante age / génotype ;
- la plausibilité biologique repose sur la théorie du prion ;
- la cohérence avec les connaissances actuelles est bonne y compris vis-a-vis des
connaissances sur la tremblante avant la distinction des formes classique et atypique
comme discuté préalablement ;
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- une forme de preuve expérimentale est apportée par la détection de tremblante atypique
dans un troupeau expérimental a priori fermé et issu d’animaux a priori indemnes de
tremblante et provenant de Nouvelle Zélande (Simmons, Simmons et al., 2009). Une plus
forte preuve expérimentale pourrait étre apportée par la reproduction spontanée de la
maladie chez des souris transgéniques sur-exprimant les alléles les plus sensibles ;

- l'analogie a déja été établie avec certaines EST humaines (Benestad, Sarradin et al., 2003;
Benestad, Arsac et al., 2008) ;

- la spécificité et I'antériorité sont difficiles a définir dans ce cas.

Dun point de vue biologique, les études sur les prions montrent que les changements de
conformation de la protéine prion normale vers une forme pathogéne sont plausibles. Cependant,
les relations entre ces changements a I'échelle cellulaire, qui restent en partie a confirmer, et
I'apparition de la maladie chez l'individu sans exposition contaminante sont loin d’étre élucidées.
Un pont entre les sciences expérimentales et 'épidémiologie reste a construire pour établir
lorigine de la tremblante atypique. La longueur de ce pont en terme de concepts ou de
connaissances n’est pas connue et il ne pourra peut étre exister qua lissue de nouvelles

découvertes.

L’hypothése d'une maladie d’origine purement infectieuse implique le maintien d'un cycle de
contamination. Si I'on écarte la voie alimentaire sur les bases des études cas-témoins et des
mesures de controle, la contamination se ferait plus logiquement a proximité des animaux infectés.
Comme cela a déja été discuté dans la plupart de nos articles, 'homogénéité de la prévalence et du
risque relatif entre les sous populations au niveau du pays ou au sein de la population ovine
francaise, le fait que les cas secondaires soient rares tant dans les foyers francgais qu’européens, et le
fait que les achats d’animaux ne soient pas associés a une augmentation du risque plaident en
défaveur d'une contagiosité. Par conséquent, si 'hypothése de contagiosité était valide cela
impliquerait une mise en défaut de nos études ce qui n’est pas impossible compte tenu des limites
qui leurs sont imparties.

5.3.Limites des études entreprises

Le fait d’avoir étudié I'épidémiologie de la tremblante atypique sous plusieurs angles permet de
dresser un tableau synthétique assez complet. Cela augmente aussi la force de conviction de
chaque étude dans I'idée que cette maladie pourrait ne pas étre contagieuse, malgré leurs limites
propres qui ont été discutées au fur et a mesure des articles. Toutefois, la plupart des études
reposent sur I'exploitation de données collectées par la surveillance active ou les mesures de
controles et sont confrontées a un certain nombre de difficultés communes dont nous allons

maintenant discuter la portée.

5.3.1. Qualité des données

La mauvaise qualité des données tient a plusieurs phénomenes :
- lexistence de biais de sélection dans les programmes de surveillance ;
- la récolte insuffisante d’informations sur les animaux testés ;
- la gestion inappropriée des données récoltées.
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Les biais de sélection existent dans tous les programmes de surveillance et sont communs au

différents pays européens, ils ont été évoqués au fur et a mesure des articles et les principaux sont

rappelés ici :

A Tabattoir, les animaux n’ont pas la méme probabilité d’étre testés en fonction du jour,
voire de I'heure d’introduction. Il semble que ce biais soit principalement rencontré dans
les sites de prélevements ou le nombre d’ovins adultes est trop faible pour organiser un
prélevement séquentiel (un test toutes les x carcasses) plus propice a I’échantillonnage
aléatoire. Il est difficile de juger a priori du sens et de I'impact de ce biais. Au pire des cas,
on peut imaginer que certains éleveurs fassent volontairement abattre leurs animaux en
dehors des créneaux de dépistage, ce qui conduirait a une sous estimation de la prévalence.
Les animaux maigres ou suspects sont davantage testés a I'abattoir comme a I'équarrissage,
ce biais tend a surestimer la prévalence mais on peut difficilement en quantifier
I'importance.

Les animaux mal identifiés sont moins régulierement testés, ce biais a eu tendance a
diminuer au cours du temps, de plus nous n’avons pas détecté de différence de prévalence
en fonction de l'identification.

Les carcasses provenant de certaines zones d’acces difficile sont moins testées parce que le
service d’équarrissage est moins efficace. La relative homogénéité géographique du risque
relatif de tremblante atypique n’invite pas a considérer que ce biais ait pu avoir une forte
influence sur la détermination de la prévalence globale. Par contre, pour la tremblante
classique, I'influence de ce biais reste inconnue.

Les animaux peuvent étre testés de facon préférentielle en fonction de leur dentition, les
animaux plutot 4gés peuvent étre davantage testés, ce qui conduit a une surestimation de la
prévalence. Ce biais peut étre partiellement corrigé en standardisant ou en ajustant les
analyses sur la classe de dentition (voir p. 240).

La répartition mensuelle des tests peut ne pas refléter la répartition mensuelle des animaux
abattus ou équarris. Ce biais aura pour principal conséquence de modifier I'dge des
animaux testés et peut donc étre pris en compte comme précédemment.

Pour I'abattage sanitaire, un biais volontaire de sélection génétique, et dans une moindre
mesure d’dge, serait en mesure dentrainer une sous estimation de la prévalence de
tremblante atypique et une surestimation de la prévalence de la tremblante classique. De
plus, les défauts d’identification des animaux restreignent les possibilités d’établir la
correspondance entre les résultats de génotypage et les résultats des tests rapides.

Pour la surveillance renforcée, telle qu’elle est pratiquée en France, I'inclusion des
troupeaux de passage de I'animal infecté entraine une sous estimation de la prévalence par
effet de dilution des animaux issus du troupeau cas parmi des animaux issus dun plus
grand nombre de troupeaux.

Les conséquences de ces biais sont parfois contradictoires et difficiles a prendre en compte dans

nos analyses.

Peu d’informations étaient finalement disponibles sur les animaux testés. L’estimation de I'dge par

la dentition, de la race et du sexe par examen visuel de la téte sont d'une précision bien limitée.

Nous n’avons pas exploité les données de race et de sexe. Les données sur 'identification sont

parfois manquantes ou erronées et ne renseignent pas sur l'origine précise de 'animal mais plutot

sur l'exploitation dans laquelle il a été immatriculé. Il aurait été fort intéressant de disposer

d’informations sur les animaux: état corporel, cause présumée de la mort, génotype, date de
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naissance précise, race, sexe, cheptel introducteur et cheptel dernier détenteur mais aussi sur les
exploitations : type de production, effectifs, localisation précise. L'obtention de ces informations
n’est pas possible a 'heure actuelle mais elle n’est pas utopique puisque la mise en place de la
réglementation européenne devrait contribuer a rapprocher le standard des données disponibles
pour les ovins de celui existant pour les bovins.

Il est regrettable que le mode de gestion des données ait contribué a détériorer leur qualité. Cela
provient essentiellement de deux causes : d'une part le fait que la BNEST n’a pas été congue pour
gérer la surveillance des EST des petits ruminants mais celle de 'ESB chez les bovins et d’autre
part le fait que les laboratoires départementaux ne partageaient pas le méme format d’échange de
données. La principale conséquence de cela est une perte de la qualité de 'information sur le plan
de la surveillance et de I'attribution des numéros de foyer. En particulier, des animaux testés dans
le cadre du CSO et de la surveillance renforcée (APMSAB, APMSEQ) ont été affiliés a de la
surveillance active a 'abattoir et a I'équarrissage. Les cas ont été toujours retracés par la DGAI et
I'on peut penser qu’a partir de 2003, cette mauvaise classification n’a pas ou peu entrainé de sur
estimation de la prévalence a l'abattoir et a I'équarrissage. En revanche les animaux négatifs
contribuent a faire baisser ces prévalences et réciproquement a surestimer la prévalence en police
sanitaire. Pour éviter cette surestimation, nous avons attribué les tests réalisés sur des animaux
provenant de troupeaux sous mesures de contréle aux foyers, ce qui a pu contribuer a sous-estimer
la prévalence. Depuis 2007, la DGAI a conduit une réflexion sur 'amélioration du systéme de
gestion des données qui s’est traduite par la mise en place d’'une base de données pour le suivi des
foyers, utilisée depuis le second semestre 2008 mais les modifications prévues de la BNEST n’ont
pas encore eu lieu. Une amélioration du format d’échange, permettant notamment d’identifier les
plans de surveillance CSO, APMSAB et APMSEQ, a été proposée aux laboratoires en 2007, mais
ces derniers ne I'ont pas encore tous mise en ceuvre.

5.3.2. Sensibilité du dépistage

L’ensemble des dispositifs de dépistage présentent un manque de sensibilité important conduisant
a une sous-estimation de la prévalence en raison du systéme d’analyse.

Tout d’abord, les méthodes de dépistage ne sont pas toutes capables de détecter la PrP5 de la méme
fagon, notamment en fonction du type de traitement dénaturant appliqué a I’échantillon
(European Food Safety Autority, 2005a). Nous n’avons donc considéré que les tests présentant la
meilleure sensibilité (European Food Safety Autority, 2005b; European Food Safety Autority,
2005c¢) mais celle-ci n’est pas précisément connue et nous n’avons pas différencié les tests BioRad
et Idexx, pour lesquels il n’y avait d’ailleurs pas de différence de prévalence de tremblante
atypique ou classique. Nous n’avons pas de raison de penser que les différents laboratoires ont eu
des conditions d’utilisation des tests qui différaient, ce qui est par ailleurs attesté par les essais inter
laboratoires mis en ceuvre chaque année par le LNR. Précisons toutefois que les essais inter
laboratoires n’incluent pas d’échantillons de tremblante atypique (Anne-Gaélle Biacabe,
communication personnelle).

De facon plus problématique, le tronc cérébral n’est pas le prélevement de choix comme l'ont
montré plusieurs études (Benestad, Sarradin et al.,, 2003; Buschmann, Biacabe et al., 2004;
Buschmann, Lithken et al., 2004; Gavier-Widen, Noremark et al., 2004; Onnasch, Gunn et al,,
2004). II est toutefois difficile de quantifier 'importance de cette sous estimation ; pour cela il
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faudrait disposer de valeurs de sensibilité pour les tests employés, ce qui jusque la n’a pas été mis
en ceuvre par 'AESA (European Food Safety Autority, 2005b; European Food Safety Autority,
2005c). Cela impliquerait d’analyser un nombre important de différents prélevements de SNC issus
de cas de tremblante atypique. Une telle collection est difficile a constituer vu que la maladie est
rare et que la plupart des pays détectent les cas uniquement a partir d’échantillons de tronc
cérébral, elle serait cependant d'une grande utilité.

Comme mentionné au début, il est possible que la sensibilité soit différente a I'équarrissage. Soit
parce que les préléevements effectués sur des animaux morts depuis plusieurs jours seraient moins
spécifiquement ciblés sur le tronc cérébral et pourraient inclure une portion de cervelet, soit parce
que la PrPsc serait altérée. Cependant, on n’a pas détecté d’effet de I'état de conservation du
prélevement et ce biais est sans doute mineur.

La principale conséquence du défaut de sensibilité est une sous estimation de la prévalence. Si ce
biais de classement est similaire dans les différentes sous populations, les ratios que nous avons
établis pour comparer les prévalences ne sont pas biaisés. Les variances associées a ces ratios le sont
cependant. Les conclusions des tests paramétriques impliquant des comparaisons de prévalences, et
proches du seuil de significativité, doivent donc étre considérées avec prudence. Les similitudes
des prévalences entre les animaux issus de la surveillance active et ceux issus des troupeaux sous
mesures de contrdle que nous avons calculées dans l'article 5 et l'article 6 ne suggéraient pas que
nos conclusions proviennent d’'un biais de ce type car les ratios entre prévalences étaient centrés
sur une valeur proche de un. Pour I'analyse spatiale, il est possible que ce défaut de sensibilité ait
influé sur la détection des cercles de Kulldorff. La puissance de cette méthode est cependant
davantage affectée par la répartition des cas, notamment en raison de I'utilisation de fenétres
circulaires, que par leur nombre (Martin, Toshiro et al., 2003). L’analyse bayésienne a montré qu’il
y avait une faible variation spatiale du risque relatif de tremblante atypique, cela indique que
I'hétérogénéité spatiale de l'utilisation des tests BioRad/Idexx n’aurait pas biaisé de fagon
importante la prévalence nationale discutée dans le chapitre 2.

Pour pallier le manque de sensibilité d'une partie des tests rapides, nous avons utilisé différents
dénominateurs pour I'étude de la tremblante atypique et de la tremblante classique. Cela peut
avoir eu deux principales conséquences : d'une part un défaut de comparabilité des populations
testées pour la tremblante atypique et celles testées pour la tremblante classique et, d’autre part,
une différence de puissance des tests comparant les deux types de maladies. Pour le premier point,
il convient de relativiser le biais introduit, comme en témoigne le fait qu’il y a dans tous les
départements une certaine proportion d’animaux testés par les tests BioRad/Idexx (Figure 19 et
Figure 22). En effet, méme si les animaux d’un élevage donné sont toujours collectés par le méme
équarrissage, les prélevements réalisés dans chaque équarrissage sont le plus souvent répartis entre
plusieurs LDA. Concernant les animaux de réforme d’un élevage donné, ils sont souvent abattus
dans différents abattoirs. De plus, la plupart des LDA sont agréés pour plusieurs tests et utilisent
des tests différents en fonction de la succession des lots.

Concernant la différence de puissance, il est exact que les comparaisons des prévalences de
tremblante classique ont bénéficié d'une meilleure puissance que celles de tremblante atypique,
cependant il est peu probable que cela ait modifié le sens de nos résultats car le nombre de tests est
tres élevé pour les deux maladies et les valeurs des prévalences de tremblante atypique comparées
entre les différentes populations étaient effectivement tres proches. Il est possible que cela ait eu
une influence pour la détection des agrégats par la méthode de Kulldorff mais cela n’est pas
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suggéré par la cartographie du risque relatif a 'exception éventuellement d’une zone a risque
légerement élevé a l'est de I’Aveyron a laquelle ne correspond pas d’agrégat. Le gain de précision
sur la situation de la tremblante classique et la faible importance de ce biais justifient, selon nous,
l'utilisation d’un jeu de données différent pour chaque maladie.

5.3.3. Limites liées aux autres facteurs non pris en compte

Du fait de la rareté des cas de tremblante atypique ou classique, les études faisant appel a des tests
statistiques inférentiels ont pu étre confrontées a un manque de puissance. Pour y pallier, les
données ont été souvent groupées dans le temps ou dans I'espace, par exemple, en intégrant des
données provenant d’autres pays ou en regroupant plusieurs années d’échantillonnage. Ce type
d’approche requiert toutefois que certaines précautions soient prises en raison du caractere
éventuellement peu miscible des différentes sources de données. Lorsque les données différent en
fonction des sources ou lorsque l'on a des raisons a priori de suspecter des différences, il convient
de prendre en compte ces sources d’hétérogénéité. Des méthodes d’ajustement par effet fixe ou
aléatoire comme cela est pratiqué dans les études multicentriques ont été employées dans l'article
1, larticle 3 et larticle 6 et une stratification a été utilisée dans l'article 4. Toutefois, il est
vraisemblable que la prise en compte de ces facteurs reste imparfaite et il n’est pas possible de
prendre en compte l'ensemble des caractéristiques par lesquelles different les populations
comparées.

De méme, les résultats obtenus dans le modele de régression logistique développé dans I'étude cas—
témoins de larticle 2 peuvent en partie résulter d’effets de confusion qui n’auraient pas
entierement été pris en compte. Le résultat le plus suspect serait sans doute le facteur production
laitiére qui ne correspond pas une hypothese biologique simple ni triviale et qui est trés corrélé au
nombre d’animaux testés. Il est possible que cet effet résulte d’un biais associé a la surveillance des
animaux issus des troupeaux laitiers : age, génotype, canal de surveillance et nombre d’animaux
testés et que l'ajustement ait été insuffisant pour gommer ces effets. Il pourrait également s’agir de
facteurs environnementaux au sens large mais l'analyse spatiale ne plaide pas pour cette
hypothése. Pour la derniére étude que nous avons réalisée, correspondant a l'analyse de la
distribution spatiale, nous avons pu utiliser la variable type de production du troupeau d’origine
(laitier-allaitant), donnée qui n’était pas disponible pour les études précédentes. Cependant 'effet
propre n’en a pas été mesuré. La recherche d’agrégats, sans standardisation ou ajustement n’a pas
abouti a la détection d’agrégats en zone de production laitiére ce qui invite a penser que le sur-
risque chez ce type d’animaux résulte d'un effet de confusion lié a la surveillance. Pour étudier la
distribution spatiale du risque, nous avons standardisé les populations sur les facteurs disponibles
et influencant la surveillance. La carte obtenue ne montrait pas d’élévation du risque dans la zone
de production laitiere (la carte sans standardisation sur la production laitiere n’étant pas tres
différente). Ceci indique que l'effet du type de production ne proviendrait pas dun effet
environnemental au sens large mais pourrait résulter d'un facteur démographique, notamment la
génétique et 'dge, ou de conditions d’élevage propres aux élevages laitiers qui resteraient a
identifier, cette derniére hypothese étant plus en accord avec les résultats de I'étude cas-témoins
ou l'effet de I'age était contrdlé et celui de la génétique partiellement ajusté. L’effet protecteur
marqué des CMV chez les animaux issus de troupeaux laitiers indiquerait que des aspects
métaboliques pourraient étre en jeu. De fait les conditions physiologiques des brebis laitieres,
surtout en systéme intensif, sont souvent extrémes pour les organismes et susceptibles d’engendrer
de nombreux déséquilibres qui pourraient éventuellement accroitre la susceptibilité des animaux.
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5.3.4. Effet de I'age et du génotype

A Téchelle de I'animal, la sensibilité du diagnostic est également fonction du stade de la maladie.
L’age élevé des cas détectés invite a penser que les animaux atteints, testés avant un certain age, ne
sont pas détectés. La période d’incubation de la tremblante atypique pourrait varier en fonction du
génotype, comme pour la tremblante classique. Le génotype pourrait également influencer la
localisation de la PrPS, bien que cela n’ait pour l'instant pas été décrit (Benestad, Arsac et al.,
2008).

Nous avons détecté des fluctuations de la prévalence en fonction de 'age des animaux, allant vers
une augmentation du risque avec I'dge. Des différences d’age des animaux testés peuvent exister en
fonction des systemes de production, notamment entre systéme allaitant et laitier et ces
différences ne peuvent pas étre correctement prises en compte par la simple dentition qui n’est pas
toujours un indicateur fiable (Cocquyt, Driessen et al., 2005) et qui ne permet pas de différencier
des classes d’dge parmi les animaux ayant huit incisives définitives. Ce biais ne peut pas étre
complétement exclu, toutefois dans la mesure ou il conduit a accentuer les différences entre sous
populations et que les différences que 'on observe sont limitées, on peut penser que, d’une part, il
n’est pas quantitativement important et que, d’autre part, il ne modifierait pas le sens global de nos
conclusions. Une meilleure prise en compte de I’dge permettrait possiblement de réduire I'écart de
risque observé entre animaux de type laitier et ceux de type allaitant. Dans 'analyse spatiale, la
population étudiée a été standardisée sur le type de production aussi, 'effet d'une telle différence
doit avoir été pris en compte.

Nous n’avons pas pu prendre en compte la structure génétique des populations testées et cela pour
plusieurs raisons. La premiere est que les génotypes n’ont été déterminés que pour les codons 136,
154 et 171. Pour une étude se situant au niveau de la population générale, nous avons pallié ces
données manquantes en utilisant les données issues d’'une autre étude (article 3). Nous avons pris
en compte 'incertitude associée a cette méthode par inférences multiples et nous avons pu estimer
des prévalences de tremblante atypique par génotype. Ces estimations n’étaient cependant pas
assez précises pour calculer de fagon fiable la prévalence par génotype et par dentition, de plus elle
reposait sur 'hypothése d'une homogénéité de I'exposition, raison pour laquelle nous n’avons pas
procédé a la méme estimation pour la tremblante classique. Ces hypotheses semblent confirmées
par l'analyse spatiale. Pour celle-ci nous n’avons pas pu ajuster sur la structure génétique de la
population car I’échantillon témoin génotypé était trop petit pour permettre une analyse précise
sur le plan géographique et, par ailleurs, I'existence d'une hétérogénéité spatiale de la structure
génétique des populations ovines est trop importante pour autoriser une inférence a partir d’'une
population générale. Pour l'analyse des données de police sanitaire, le rapprochement entre le
génotypage et le résultat du test est trés incertain. Pour I'enquéte cas-témoins, il aurait été
préférable d’apparier également sur la génétique des animaux mais nous n’avions pas les données
pour le faire. Nous avons donc pris en compte le niveau de susceptibilité génétique par ajustement.
Les résultats obtenus suggéraient que la susceptibilité génétique n’agissait pas comme facteur de
confusion, toutefois nous n’avons pas pu obtenir les données pour tous les animaux et méme si
nous avons pu traiter les données manquantes par imputations multiples, une prudence est de mise
vis-a-vis de nos conclusions.

Les conclusions de nos études vont globalement vers une absence de contraste de la prévalence de
tremblante atypique entre les différentes sous-populations comparées. Le fait de ne pas avoir pris
en compte la structure génétique des populations affecterait ce résultat si des différences de
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structure génétique entre les populations étaient responsables de différences de prévalence mais
qu’elles soient compensées par la présence d’autres facteurs de risque. Ceci n’est pas suggéré par les
différentes études sur les facteurs de risque de la tremblante atypique qui indiquent qu’il y a peu
de facteurs de risque au niveau des populations (Hopp, Omer et al., 2006; Green, Del Rio Vilas et
al., 2007; Fediaevsky, Morignat et al., 2009). L’absence de contraste observée pourrait suggérer que
les sous populations différent finalement assez peu, sans doute du fait que la plupart des génotypes
sont sensibles et que les génotypes les plus sensibles sont relativement rares. Ainsi, globalement,
Pespérance du nombre de cas des différentes populations serait comparable.

Il serait cependant souhaitable de connaitre la pénétrance spécifique par age et par génotype. Nous
n’avons pas pu mettre en évidence de différences d’dge des cas en fonction du génotype dans le
chapitre 2, ni dans l'article 3, mais nous n’avions pas nécessairement toutes les données nécessaires
pour étudier cette relation dans de bonnes conditions. Pour considérer cet aspect il faudrait
disposer de données fiables et précises sur l'age des cas, de courbes de survie des différentes
catégories d’animaux et de leur génotype aux codons 136, 141, 154 et 171. Une telle étude pourrait
éventuellement reposer sur un travail de modélisation qui pourrait constituer une perspective
intéressante a nos travaux.

5.3.5. Prise en compte de la fenétre temporelle

Nous avons étudié I'épidémiologie de la tremblante atypique sur une fenétre de temps de cinq a six
années en fonction des études, ce qui est court par rapport a ce que pourrait étre le temps
d’incubation de la maladie. Cela a plusieurs types d’'implications sur nos études.

Nous avons conclu que I'évolution dans le temps de la prévalence de la tremblante atypique n’était
pas épidémiologiquement significative et pouvait étre le fait de fluctuations aléatoires, par
exemple, liées a l'dge des animaux testés, notamment pendant les premiéres années de
surveillance. Il faudrait cependant disposer d’'un plus grand nombre d’années d’observation pour
étre certain que la prévalence de la tremblante atypique soit stable, lorsque I'dge de la population
testée l'est également. D’apres nos estimations, les modifications de la structure génétique de la
population ne devraient pas entrainer de modifications importantes de la prévalence, mais la aussi
ces estimations supposent que les conditions de mesure de la maladie soient stables.

Dans I'étude cas-témoins nous avons pris en compte I'dge des animaux en appariant les cas et les
témoins sur leur année de naissance. De ce fait, nous avons pu enquéter sur une grande fenétre de
période d’exposition, I'année de naissance de certaines paires de cas et de témoins étant
relativement lointaine. Cela a pu nuire a la mesure de I'exposition du fait du biais de mémoire.
Méme si en encourageant le recours aux documents d’élevage nous avons essayé de minimiser ce
biais, il ne peut étre complétement exclu. Le fait d’avoir exploité une longue fenétre d’exposition
est cependant plutét un avantage et le fait que nous n’avons pas constaté de variation de
Passociation entre la maladie et les facteurs étudiés avec la période de naissance, notamment les
achats d’animaux et d’aliments, ne tend pas a indiquer que c’est en raison d’'une fenétre d’étude
trop courte que nous n’avons pas constaté d’effet pour ces facteurs.

Pour les études de la contagiosité de la tremblante atypique, on peut craindre que le temps de
surveillance ne soit pas suffisant pour voir émerger des cas secondaires issus du cas index, ou
contaminés par des cas non détectés et antérieurs au cas index. Vu les différents résultats sur la
contagiosité de la tremblante atypique, on peut raisonnablement admettre que si celle-ci existe,
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elle est trés modérée, la maladie étant rare dans la population générale et dans les élevages atteints.
Si la maladie était contagieuse dans les conditions naturelles, la modalité de transmission la plus
attendue serait une transmission verticale ou pseudo verticale, dont la probabilité de succes
augmenterait avec 1'age de la brebis infectée. Cette modalité serait en effet compatible avec la
présence d'un tres faible nombre de cas dans les troupeaux atteints. Sous 1'éventualité d’une telle
transmission, au moment ou le troupeau est détecté, il y a davantage de chances que les animaux
contaminés soient encore jeunes et qu’ils ne puissent étre détectés positifs que de nombreuses
années plus tard, s’ils ne sont pas morts d’'une autre cause entre temps. Seul un suivi de cohortes
long et rigoureux de troupeaux atteints permettrait de détecter de tels cas secondaires. Afin de
maximiser les chances de détection, on pourrait envisager d’analyser des prélévements de SNC
plus complets que le tronc cérébral mais dans ce cas la prévalence observée dans ces troupeaux ne
serait plus comparable a celle issue de la population générale. Cela se justifierait car peu
d’enseignements supplémentaires par rapport a l'article 5 et a 'article 6 pourront étre tirés de la
comparaison entre les prévalences estimées a l'abattoir et a 1'équarrissage et les prévalences
estimées dans les troupeaux atteints, méme avec les limites de ces études. Cela d’autant plus que
l'on se dirige vers un allegement des programmes de surveillance qui implique une moindre
précision des prévalences estimées et un nombre plus limité de foyers détectés d’ot1 une réduction
importante de la puissance statistique pour mettre en évidence d’éventuelles différences. La
problématique d’étude se déplace d’'une comparaison de prévalences vers l'apparition de cas
secondaires dans des groupes a risque. Cependant, I'’étude de cohorte devrait se donner également
les moyens de distinguer les cas secondaires issus d’'une transmission de ceux issus d’'une origine
endogéne de la maladie. Cette distinction serait vraisemblablement difficile a opérer. Une
approche pourrait reposer sur I'établissement de filiations des animaux et de leur génotype aux
codons 136, 141, 154 et 171. Si un lien de maternité était observé significativement plus
fréquemment entre cas secondaires, cela indiquerait une possible origine contagieuse, et cela
d’autant plus que les meres et leurs produits auraient une susceptibilité génétique différente et que
des animaux de génotypes sensibles présents dans I'élevage resteraient indemnes. Toutefois, ce
type de protocole serait extrémement lourd a mettre en ceuvre et a exploiter et impliquerait
d’intégrer une composante de recherche a la police sanitaire de la tremblante atypique,
éventuellement sur une base volontaire.

Par ailleurs, nous aurions pu étudier la distribution temporelle de la tremblante atypique via
I’étude de série temporelle mais, pour avoir commencé ce type d’approche, il est apparu que le
faible nombre de cas et les fluctuations temporelles du taux de sondage en fonction des différents
sites rendaient délicat cette approche par rapport a ce que la qualité des données nous laissait
espérer gagner comme information.

Globalement, nous avons exploité les données dont nous disposions avec des analyses relativement
simples, et lorsque nous étions en mesure de le faire, nous nous sommes attachés a prendre en
compte les biais que nous avions identifiés. Certaines limites méthodologiques communes aux
différentes études n'ont pas fait l'objet de traitements statistiques (ajustement, analyse de
sensibilité). Nous les avons discutées et si elles conduisent a une certaine prudence, nous ne
considérons, toutefois, pas qu’elles remettent en cause nos résultats.

5.4. Quelle gestion du risque de tremblante atypique ?

La justification du financement d’études épidémiologiques fait fréquemment appel a leur
valorisation pour I'analyse ou la préconisation de politiques sanitaires (Jackson, Lee et al., 1999).
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Cela semble d’autant plus légitime lorsque l'auteur ou la structure de recherche est impliquée dans
la gestion ou I'évaluation du risque sanitaire.

I’AFSSA, en tant qu’agence d’évaluation, a une implication forte sur la gestion du risque des EST
animales et dispose a cet égard d’'un comité d’experts spécialisés, lui-méme doté d’'un groupe de
travail permanent et portant sur I'épidémiologie des EST animales. Entre sa création et 2007,
I'AFSSA a ainsi répondu a plus de 170 saisines portant sur les EST issues d'un des ministeres de
tutelle ou d’auto-saisines et elle a répondu de plus a un certain nombre de demandes d’appui
scientifique et technique. Seules deux contributions traitent spécifiquement de la tremblante
atypique, la saisine 2004-SA-0045 « concernant la mise en évidence de résultats positifs aux tests
de dépistage de la tremblante chez des ovins de génotype ARR/ARR » et la saisine 2006-SA-0195
«sur 1'évolution des mesures de police sanitaire dans les cheptels ovins et caprins ou un cas de
tremblante atypique a été détecté ». La saisine 2006-SA-0072 « sur I'évaluation des risques liés a
des cas d’EST atypiques dans I’espéce ovine » portait en fait sur des souches de tremblante classique
de type CH1641.

La réponse a la saisine 2006-SA-0195 a été faite alors que peu d’études épidémiologiques sur la
tremblante atypique étaient disponibles. Le CES ESST n’avait pas obtenu de consensus en son sein
et les recommandations, empreintes du principe de précaution, n’ont pas eu de conséquences
pratiques pendant 3 ans. Une auto-saisine sur la réactualisation de la saisine 2006-SA-0195 est en
cours au moment de la rédaction de ce manuscrit mais n’est pas encore disponible. Cette auto-
saisine a en partie été motivée par les résultats des études présentées dans cette these.

Les travaux que nous avons menés n’ont pas porté spécifiquement sur 'analyse des mesures de
gestion. Cela aurait été prématuré par rapport aux connaissances dont nous disposons sur la
tremblante atypique. Toutefois, les études présentées dans l'article 2 et l'article 3 et, a plus forte
raison, dans l'article 5 et l'article 6 ont des implications directes sur 'analyse des mesures de police
sanitaire ou sur la qualification des élevages.

La prévalence de la tremblante atypique est faible y compris dans les élevages atteints, la maladie
n’entraine donc pas de pertes économiques. La nécessité d’organiser une lutte reléve donc de la
prévention de dangers potentiels. On peut en distinguer deux types : le danger zoonotique et le
danger d'une émergence animale.

Concernant le risque zoonotique, nous ne disposons pas d’éléments d’analyse. Les seules
informations publiques indiquant un éventuel franchissement de la barriere d’espéce (Andréoletti,
Herva et al., 2008) n’ont pas été publiées a ce jour. La gestion de cet aspect releve donc de
I'opinion du décideur, modulée par le principe de précaution. Il convient a ce titre de rappeler que
théoriquement l'inspection ante mortem a l'abattoir permet d’éliminer les animaux atteints
cliniquement mais pas en pratique vu les conditions difficiles d’inspection de signes neurologiques
en bouverie et la faible prévalence de la maladie. Pour I'anecdote, les petits ruminants présentant
des signes d’affection neurologique (tourner en rond) ont été écartés de la consommation humaine
deés le Moyen-dge (Ferrieres M., 2002). D’autre part, le retrait des MRS est une mesure dont
Pefficacité dépend de la diffusion de I'infectiosité dans I'organisme des animaux atteints qui semble
limitée en tremblante atypique (Simmons, Konold et al., 2007; Benestad, Arsac et al., 2008 ;
Simmons, Simmons et al., 2009).

Concernant le danger d'une émergence animale, il n’est pour l'instant pas d’actualité vu I'évolution
de la prévalence. La tremblante atypique ne semble pas contagieuse ou 'est trés peu, le risque de
diffusion par les animaux est donc treés limité. Une contamination accidentelle via I'alimentation
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ou d’autres produits ingérés ou inoculés représente une éventualité mais la gestion du risque
correspondant est commune a toutes les EST animales.

L’éventualité d’'une mutation de la tremblante atypique en une souche clairement contagieuse
comme la tremblante classique n’est pas a exclure. Cela serait d’autant plus inquiétant que la
diversité du polymorphisme génétique du gene PRNP de la population ovine serait réduite du fait
des programmes de sélection actuels, risquant ainsi de majorer les conséquences d'une éventuelle
épizootie car peu ou pas d’animaux seraient résistants (Springbett, MacKenzie et al., 2003;
Nicholas, 2005). On pourrait éventuellement concevoir le maintien de la police sanitaire comme
une mesure de prévention de ce danger qui viserait a détruire tout foyer d’EST mais: i) si la
maladie est de nature endogene, ce combat est complétement illusoire, ii) si la maladie a une
origine infectieuse, cette mesure ne serait efficace qu’avec une politique agressive de dépistage des
foyers impliquant un trés grand nombre de tests vu la faible prévalence détectée par les méthodes
actuelles dans les troupeaux. Il convient par contre de maintenir un systéme de surveillance
capable de détecter une éventuelle émergence. Il serait également utile de réfléchir a la pertinence
de maintenir plus longtemps des programmes de sélection génétique, la population ovine ayant
déja été engagée vers une augmentation importante de la fréquence de l'allele ALRR qui ne sera
visible que dans plusieurs années (Dawson, Moore et al., 2008; Palhiére, Brochard et al., 2008).
L’intérét d’ajouter un niveau de sélection génétique pour accélérer la baisse relative des alleles de
susceptibilité a la tremblante atypique, AFRQ et ALHQ semble a priori trés limité en terme de
rapport colt / bénéfice vu la rareté de ces alleles présentée dans l'article 3. Cela pourrait
éventuellement faire 'objet de modélisations spécifiques. Il serait par contre intéressant de
modéliser la structure génétique de la population ovine qui serait souhaitable pour minimiser le
risque de tremblante classique tout en conservant au maximum la diversité génétique.

Le maintien d’'une police sanitaire dans les troupeaux atteints de tremblante atypique pose
également le probleme des sélectionneurs dont le taux élevé d’animaux sensibles a la tremblante
atypique (porteurs d’alleles ALRR ou ALHQ) les expose a des risques indéniables d’avoir un animal
positif détecté (article 3). Ce risque est majoré par I'adhésion fréquente de ces élevages au CSO qui
impose de nombreux tests de dépistage EST. Une étude par simulation a récemment montré que
des schémas de qualification vis-a-vis de la tremblante classique basés seulement sur la structure
génétique des troupeaux n’étaient pas efficaces, s’ils n’étaient pas complétés par un dépistage des
animaux réformés (Durand, Martinez et al., 2009). La certification vis-a-vis de la tremblante
classique impose donc un dépistage important dans les élevages, ce qui doit étre pris en compte par
la réglementation, au risque de pénaliser de fagon paradoxale les éleveurs qui font la promotion de
la politique de sélection de résistance a la tremblante classique et sans que cela soit nécessairement
justifié sur le plan sanitaire.

Quoi qu’il en soit, I'évaluation ou la préconisation de mesures de gestion ne découle pas
simplement de résultats d’analyses statistiques, quels que soient leur niveau de complexité. Comme
le conclut Carl Phillips dans son analyse des lecons manquées de Bradford Hill, ce n’est pas parce
qu'une relation causale a été mise en évidence, quune mesure doit étre prise; pas plus que
I'incapacité a mettre en évidence une telle relation ne doit conduire a I'inaction (Phillips and
Goodman, 2004). La réflexion préalable a la mise en ceuvre de réglementation sanitaire doit
intégrer ces effets sociétaux d’autant que 'analyse scientifique d’un probléme laisse le plus souvent
persister un doute (Roqueplo, 1997). Malgré six études qui tendent a conclure que la tremblante

\

atypique ne serait pas contagieuse, je continue a en douter mais je ne suis pas convaincu pour
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autant de la nécessité de mesures de contrdle contraignantes. Par ailleurs, il faudrait également
s'interroger sur la possibilité que certaines souches aujourd’hui classées comme tremblante
classique soient également d’origine endogene comme le suggere I'existence de cas de tremblante
classique sporadiques ou un seul animal est trouvé positif par troupeau (article 5). Si d’autres

formes de tremblante endogeénes venaient a étre découvertes, cela remettrait en cause les
programmes de sélection génétique et d’éventuels programmes de qualification.
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Conclusion

Notre objectif initial était d’explorer les caractéristiques épidémiologiques de la tremblante
atypique chez les ovins, et notamment d’en estimer la distribution, la contagiosité et de mettre en
évidence les facteurs de risque. A travers six études, nous avons exploré de facon directe ou
indirecte ces différents aspects.

Nous avons trouvé que la tremblante atypique était une maladie sporadique dont la prévalence, de
lordre de 6 cas pour 10 000, variait peu en fonction du temps, du canal de surveillance et de la
zone géographique, y compris parmi les animaux issus de troupeaux atteints. Nous avons établi ces
résultats pour les données francaises. Nous les avons confrontés a ceux obtenus pour la tremblante
classique, dont la contagiosité est connue, et les contrastes que nous avons observés entre les deux
maladies au sein de la méme population ovine ont constitué une forme de validation interne. Nous
les avons également confrontés aux résultats obtenus dans d’autres pays européens, ce qui
constitue une forme de validation externe. Notre exploration des facteurs de risque a abouti a des
conclusions semblables a celles d'une autre équipe, a savoir que les facteurs liés a une origine
contagieuse ou alimentaire n’étaient pas associés a l'augmentation du risque de maladie. Les
principaux facteurs influencant le risque de maladie suggéraient un role prédominant du
polymorphisme génétique et secondairement de facteurs métaboliques au sens large, ce qu’il
faudrait confirmer sur le plan physiopathologique.

L’ensemble de nos résultats soutient ’hypothése que la tremblante atypique n’est pas ou tres peu
contagieuse et qu'elle pourrait avoir une origine endogéne. Cette hypothése est également
défendue par les approches expérimentales publiées a ce jour. Toutefois, différentes incertitudes et
limites méthodologiques ont été recensées et discutées ; une certaine prudence est de mise au
regard de ces résultats et les questions en suspens sont encore nombreuses. La PrPS associée a la
tremblante atypique est-elle présente mais non détectable en dehors du SNC? La transmission
naturelle en élevage est-elle masquée par le long temps d’incubation ? Comment se distribue la
période d’incubation et dépend-elle du génotype ? Y a-t'il des facteurs génétiques autres que le
gene PRNP ? Des facteurs influengant I'expression de la PrP¢ modifient-ils le risque de tremblante
atypique et si oui quels sont-ils ? La tremblante atypique peut-elle franchir la barriere d’espéce et
dans quelles circonstances ?

A ces nombreuses questions, il ne sera pas possible de répondre avant de devoir prendre des
décisions concernant la gestion de la maladie. Certains experts pourraient considérer que toutes les
mesures de controle sont superflues, d’autres préfereraient 'application du principe de précaution.
Quoi qu’il en soit, il est important de continuer a surveiller cette maladie et tenter d’approfondir
nos connaissances. Nous avons cherché a exploiter au mieux les données disponibles dans les trois
ans impartis pour cette theése. Des perfectionnements de nos études pourraient nous permettre
d’améliorer la force de conviction de nos résultats, notamment via des analyses de sensibilité
mesurant 'influence possible des principaux biais. Cependant, nous ne pensons pas que nous en
tirerions davantage de connaissances. Pour progresser sur I'épidémiologie de la tremblante
atypique, il serait intéressant d’associer dans une approche interdisciplinaire, le suivi de cohorte
incluant les liens de filiation et la mesure d’expositions environnementales au sens large,
I'exploration physiopathologique et 'étude de facteurs génétiques.
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Liste des abréviations

AA : Acides Aminés

AESA : Autorité Européenne de Sécurité Alimentaire
AFSSA : Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments
APDI : Arrété Préfectoral de Déclaration d’Infection
APMS : Arrété Préfectoral de Mise Sous Surveillance
ATNC : Agent Transmissible Non Conventionnel
BNEST : Base de Données Nationale des EST (animales)
CEA : Commissariat a 'Energie Atomique

CES : Comité d’Experts Spécialisés pour les ESST

CS : Classical scrapie - Tremblante Classique

CSO : Controle Sanitaire Officiel

DGAL : Direction Générale de I’Alimentation

DIC : Deviance Information Criteria

ELISA : Enzyme-Linked Immuniosorbent Assay
ENSV : Ecole Nationale des Services Vétérinaires
EST : Encéphalopathie Spongiforme Transmissible
ESST : Encéphalopathie Spongiforme Subaigué Transmissible
fCJD : forme Familiale de la Maladie De Creutzfeldt-Jakob
FFI : Insomnie Familiale Fatale

FVO : Farines de Viande et d’Os

GALT : Gut Associated Lymphoid Tissue

GDS : Groupements de Défenses Sanitaires

GSS : syndrome de Gertsmann-Straiissler-Scheinker
IA : Insémination Artificielle

IC95% : Intervalle de Confiance a 95%

ic95% : Intervalle de Crédibilité a 95%

ID : Incisive Définitive

IHC : Immunohistochimique

IL : Incisive de Lait

kd : Kilodalton

LDA : Laboratoire Départemental d’Analyses

LIMS : Laboratory Information Management System
LNR : Laboratoire National de Référence

MCJ : Maladie de Creutzfeldt Jakob

MRC : Maladies Réputées Contagieuses

MTF1 : Métal Responsive Transcription Factor-1
NAIF : Nés Apres I'Interdiction des Farines Animales
OIE : I'Office International des Epizooties

OR : Odds Ratio

PACA : Provence-Alpes-Cote-d’Azur

pb : Paires de Base

PK : Protéinase K

PMCA : Protein Misfolding Cyclic Amplification
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PNARGT : Programme National d’Amélioration Génétique pour la Résistance a la Tremblante
PRNP : Geéne codant pour la Protéine Prion Cellulaire normale(PrP¢)
PrP¢ : Protéine Prion Cellulaire

PrPsc : Protéine Prion Pathologique

MRS : Matériaux a Risque Spécifié

SAF : Scrapie Associated Fibrils

sCJD : forme Sporadique de la maladie Creutzfeldt Jakob

SNC : Systeme Nerveux Central

SOD : Superoxyde Dismutase

Tg Po : Souris Transgénique porcine

UPRA : Unités de Promotion des Races Animales

vCJD : Variant de la Maladie de Creutzfeldt-Jakob

VLA : Veterinary Laboratory Agency

Western Blot : Western Immunoblotting
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Tremblante atypique acquis et interrogations

Tremblante atypique : acquis et interrogations
Alexandre F edr’ae‘.‘s;’\j"’:, Christian Ducrot”, Géraldine Cazeai’, Didier Calavas®

' 4FSSA Lyon, Unité épidémiologie, 31 av. Tony Garnier, 69364 Lyon cedex 7
“INRA Theix, Unité épidemiologie, 63122 Saint-Genés-Champanelle

Résumé

La tremblante atypique est une encéphalopathie spongiforme transmissible (EST) des
petits ruminants, de découverte récente. Cette maladie initialement caractérisée par les
propriétés biochimiques de la PrP'™ et 1a répartition des lésions et de la PrP™ dans le
systéme nerveux central, se distingue de la tremblante classique sur plusieurs plans.
Chez les ovins, tous les génotypes sont atteints avec une sensibilité plus marquée pour les
alléles AFRQ et ALHQ. L.a maladie est présente a un faible niveau dans les populations
ovine et caprine. Les données sur la physiopathologie de l1a maladie et son épidémiologie
sont encore insuffisantes pour en dresser un schéma explicatif.

Les EST sont des maladies neurodégénératives d’évolution fatale. Ces maladies se
caractérisent par des lésions de wvacuolisation du systéme mnerveux central et par
I’accumulation d’un isomere anormal (PrPSC) de la protéine prion cellulaire normale (PrP%).
Chez les petits ruminants. la tremblante est décrite depuis le XVIII™ siécle et ses
caractéristiques sont maintenant bien cernées (pathogénie, sensibilité génétique, transmissions
horizontale et verticale. L’identification récente d'une forme de tremblante atypique. qui ne
répond pas aux meémes caractéristiques, a modifié le paradigme de la maladie.

De la découverte a la définition de la tremblante atypique

Les premieres observations de cas de tremblante atypique. au sens ou on 1'entend
actuellement, ont été faites en Norvege en 1998 (3). sur des animaux cliniquement suspects de
tremblante. Le phénotype observé, baptisé NOR9S, se distinguait de la tremblante classique
notamment par la répartition et I'intensité des lésions dans le systéme nerveux central et par

Tes

les caractéristiques biochimiques de la PrP™".

Depuis, les programimes de surveillance active menés a grande échelle & 1’abattoir et a
I’équarrissage ont conduit a mettre en évidence dans plusieurs pays d’Europe des cas de
tremblante qualifiés de «discordants » (4). Cette dénomination découle des résultats
contradictoires obtenus a partir de ces isolats en fonction des tests diagnostics utilisés.

En 2005. 1" Autorité européenne de sécurité des aliments (AESA) a publié une classification
phénotypique des EST des petits ruminants (6). Cette classification regroupe les cas
discordants et les cas NOR9S. sous la dénomination « tremblante atypique ».

D’apres la classification de ’AESA. la tremblante atypique se définit avant tout par les
résultats aux tests diagnostiques (tableau 1).

Tableau 1: Critéres retenus pour la classification de la tremblante atypique et comparaison avec la
tremblante classique (PK : protéinase K, WB : Western Blot, OIE : Organisation Mondiale de la Santé
Animale, kDa : kiloDalton (unité de poids moléculaire))

Test diagnostique Tremblante atypique Tremblante classique
Tests rapides validés par la Positif, en pratique sur les prélévements d'obex Positif
Comimission européenne seuls les tests Biorad et Idexx
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Western Blot avec Négatif, en particulier pour le WB de référence de Positif

traitement PK fort I'OIE et les WB de Prionics

Western Blot avec un Positif avec présence d'une bande surnumeraire Positif. profil a trois bandes
raitement PK léré caractéristique aux alentours de 12kDa s supérieures a 15kDa

Vacuolisation et marquage immunologique Vacuolisation et marquage

inconstants, lésions corticales et cérébelleuses, immunologique souvent
Immunohistochimie et présence de lésions dans l'obex inconstante, jamais| localisés dans 1’obex.
histopathologie de lésions dans le noyau moteur du nerf vague notamment au niveau des
mais parfois présente dans le tractus spinal des noyaux moteurs du nerf
nerfs trijumeaux vague.

Les caractéristiques biochimiques conditionnant le diagnostic

La PrP* impliquée dans la tremblante atypique présente une résistance a la protéinase K
(PK), utilisée pour purifier les échantillons. inférieure a celle de la tremblante classique et de
I’ESB. En conséquence, les tests diagnostiques mettant en oeuvre des traitements importants a
la PK ne sont pas capables de détecter la tremblante atypique et conduisent & un résultat
négatif (4). Cela explique la nature discordante d’un certain nombre de résultats et implique
également une sous estimation du nombre de cas de tremblante atypique en fonction du test
utilisé pour le dépistage.

En France. les cas de tremblante atypique ont été détectés uniquement par les tests
commercialisés par Biorad ou Idexx. qui représentent 47% des tests effectués dans les
laboratoires départementaux. En pratique. les résultats fournis par les laboratoires
départementaux indiquent que la détection d'une EST dans 1’échantillon n’est pas négative.
La confirmation du diagnostic a lieu au laboratoire national de référence. a4 I’AFSSA Lyon.
C’est a ce stade que la caractérisation du caractere atypique de la tremblante a lieu.

Par ailleurs, I’étude fine des isolats de tremblante atypique. notamment dans des conditions de
protéolyse adaptées, a permis de mieux caractériser leur signature biochimique. Les isolats de
tremblante atypique identifiés en France sont similaires et ne présentent pas de différences
avec les NOR98 (2).

Une infectiosité limitée au systéme nerveux central

Le caractére transmissible de la tremblante atypique a été mis en évidence de facon
expérimentale chez des souris transgéniques (10). De facon surprenante. les expériences de
transmission intracérébrale a ces souris ont mis en évidence une infectiosité importante pour
de trés faibles niveaux de PrP™". Par ailleurs. les recherches de PrP™ en dehors du systéme
nerveux central d’animaux infectés naturellement (3: 15) ou expérimentalement (10) ont été
jusque 1a infructueuses : de plus, chez les animaux atteints. la PrR™ n’est pas non plus
toujours détectable dans 1’obex.

Cela a plusieurs conséquences. Tout d’abord en terme de dépistage. alors que pour la
tremblante classique et ’ESB. I'obex constitue le site de prélévement de choix en raison de sa
positivité précoce et systématique (7). ce n’est pas le cas en tremblante atypique. De plus. le
diagnostic ante-mortem par biopsie de formations lymphoides n’est pas envisageable a ce

jour.

L’autre conséquence porte sur la physiopathologie de la maladie. En considérant que la
présence de la PrP™ est le marqueur du caractére infectieux de la maladie, aucun tissu ayant
le r6le potentiel de porte d’entrée ou de sortie de 1"agent infectieux dans ’organisme n’a été
identifié a ce jour. Cela, mis avec la rareté des cas secondaires dans les troupeaux ot un cas
index est détecté, invite a considérer qu’il pourrait s’agir de formes d’origine spontanée
(processus dégénératif sans origine extérieure apparente).

[§v]
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Un déterminisme génétique singulier

Chez les ovins, le déterminisme génétique de la tremblante atypique est différent de celui de
la tremblante classique. Pour les deux tremblantes, le polymorphisme du géne prup. codant
pour la protéine prion. définit des niveaux de susceptibilité. Pour la tremblante classique, les
mutations d’intérét portent sur les codons 136. 154 et 171 (8). pour la tremblante atypique,
une mutation du codon 141 (alléle sauvage = L : leucine, alléle muté = F : phénylalanine)
intervient également (14). Par rapport a ces 4 sites de mutations, les alléles ATRR. ATRQ,
AFRQ. ALRH. ALHQ. VLRQ et les génotypes correspondant a leurs combinaisons sont
observés.

Les alléles AFRQ et AHQ présentent un risque relatif significativement supérieur aux autres
alléles en prenant comme référence 1’alléle ALRQ (12). Cependant des cas sont observés
parmi tous les génotypes conmus (5). v compris les homozygotes ARR/ARR qui présentent
une reésistance trés importante a la tremblante classique. Les connaissances actuelles sur la
distribution et I’influence de ces alléles doivent étre développées avant d’engager d’éventuels
programmes de sélection génétique.

Des symptomes cliniques discrets

Les signes cliniques de tremblante atypique ont principalement été décrits & 1’étranger (3: 9:
14). Les principaux symptomes sont ’ataxie et les troubles du comportement. Contrairement
a la tremblante classique, le prurit et les myoclonies sont rarement observés.

Il semble que les formes cliniques soient moins souvent décrites que pour la tremblante
classique. Cela pourrait s’expliquer par une apparition plus tardive des symptdmes, & un age
dépassant la vie économique de la plupart des animaux. Il semble en effet que les cas de
tremblante atypique soient en moyenne plus dgés que les cas de tremblante classique (11). Par
ailleurs. il faut considérer qu’en France la détection des EST se fait essentiellement par la
surveillance active. et que par définition on n’a pas d’information sur d’éventuels signes
cliniques chez les animaux atteints. Des données plus précises permettraient d’avoir une
meilleure appréhension de la durée d’incubation et de réceptivité en fonction de I’age.

Une maladie rare d’étiologie inconnue

L’estimation de la prévalence est fournie par les résultats des plans de surveillance active a
I’abattoir et a 1’équarrissage. Entre 2002 et 2006. environ 386 000 et 105 000 tests rapides
capables de détecter la tremblante atypique ont été réalisés, respectivement sur des ovins et
des caprins (tableau 2).

Tableau 2 : Nombre de tests susceptibles de détecter la tremblante atypique réalisés en France entre 2002
et 2006 dans le cadre de la surveillance active a 1'abattoir et a 'équarrissage et nombre de cas.

Espéce Plan 2002 2003 2004 2005 2006 Total
Ovins Abattoir Tests 14 652 25511 8373 7554 196 060 252150
Cas 11 22 4 8 107 152
Equarrissage Tests 3873 5627 5193 7999 111037 133 729
Cas 4 0 2 5 82 93
Caprins Abattoir Tests 1646 2200 50 16 401 18 399 38 705
Cas 0 0 0 2 0 2
Equarrissage Tests 1568 3495 3382 26 846 30612 65903
Cas 1 2 0 4 1 8

La prévalence apparente de la tremblante atypique est comparable a 1'abattoir et a
I’équarrissage. aux alentours de 0.5 pour mille, ce qui est également comparable a la

%]
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prévalence apparente de la tremblante classique a 1’abattoir (1). La proportion de cas parmi les
animaux testés semble stable au cours du temps (figure 1 et 2).
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Figure 1 : Prévalence apparente de la
tremblante atypique en France chez les ovins et
intervalle de confiance a 95%

Figure 2 : Prévalence apparente de la
tremblante atypique en France chez les caprins
et intervalle de confiance a 95%
L’interprétation de ces données doit étre faite avec précaution en raison de 1’évolution des
programmes de surveillance et des biais possibles (différents tests utilisés, recrutement
géographique hétérogéne, dge des animaux testés....). A ce stade, rien n’invite a penser qu’il
s’agit d'une maladie émergente mais 1’observation critique de 1’enzootie nécessite d’avantage

de recul dans le temps et des données démographiques plus précises.

Les mesures de police sanitaire appliquées en France &taient jusque 1a orientées sur la gestion
du risque de tremblante classique et d’ESB: elles n'ont donc pas permis d’estimer
correctement la prévalence de tremblante atypique dans les élevages oul des cas ont été
détectés. Dans d’autres pays européens, il semble qu’il y ait peu de cas secondaires (11; 13). 1l
est admis que si la maladie se transmet dans les conditions naturelles, la contagiosité doit étre
faible.

Concernant les facteurs de risque, hormis la suscepfibilité génétique, peu de choses sont
connues. Une enquéte norvégienne a récemment mis en évidence une association avec la
consommation de compléments minéraux et vitaminiques : cette enquéte montre également un
role protecteur du retrait des placentas (8). Ces premiers résultats obtenus a partir d’un faible
nombre de cas doivent étre confortés par d’autres études.

Conclusion

Les connaissances acquises sur les aspects biochimiques de la tremblante atypique permettent
d’établir clairement la distinction avec la tremblante classique. Cependant les données sur la
pathogénie et I’épidémiologie de la maladie s’acquiérent plus progressivement, et enfin rien
n’est encore acquis sur le risque posé par cette maladie en terme de santé publique.

Bibliographie
1 - AFSSA ("Avis de 'AFSSA sur l'évolution des mesures de police sanitaire dans les

cheptels ovins et caprins ol un cas de tremblante classique ou atypique a été
détecté."2007: 1-9.

288



Annexes

2-ARSAC.J.N.. 0. ANDREOLETTL et al. ("Similar Biochemical Signatures and Prion
Protein Genotypes in Atypical Scrapie and Nor98 Cases. France and Norway." Emerg
Infect Dis.2007.13(1): 58-65.

3-BENESTAD. S. L., P. SARRADIN, et al. ("Cases of scrapie with unusual features in
Norway and designation of a new type Nor98." The Veterinary Record,2003.153: 202-
208.

4 - BUSCHMANN, A., A.-G. BIACABE. et al. ("Atypical scrapie cases in Germany and
France are identified by discrepant reaction patterns in BSE rapid tests." Journal of
Virological Methods.2004,117(1): 27-36.

5 - EFSA ("Opinion of the Scientific Panel on Biological Hazards of the European Food
Safety Authority on the Breeding programme for TSE resistance in sheep." The EFSA
Journal.2006.382: 1-46.

6 - EFSA ("Opinion of the Scientific Panel on Biological Hazards on classification of atypical
Transmissible Spongiform Encephalopathy (TSE) cases in Small Ruminants." The
EFSA Journal.2005,276: 1-30.

7 - GAVIER-WIDEN. D., M.-J. STACK. et al. ("Diagnosis of transmissible spongiform
encephalopathies in animals: a review." Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation.2005.17: 509-527.

8 - HOPP. P.. M. K. OMER, et al. ("A case-control study of scrapie Nor98 in Norwegian
sheep flocks." J Gen Virol.2006.87(Pt 12): 3729-36.

9 -KONOLD. T.. A. DAVIS, et al. ("Atypical scrapie cases in the UK." Vet
Rec.2006.158(8): 280.

10 - LE DUR. A., V. BERINGUE, et al. ("A newly identified type of scrapie agent can
naturally infect sheep with resistant PrP genotypes." PNAS.2005.102(44): 16031-
16036.

11 - LUHKEN, G.. A. BUSCHMANN, et al. ("Epidemiological and genetical differences
between classical and atypical scrapie cases.” Vet Res 2007.38(1): 65-80.

12 - MORENQO. C. R.. K. MOAZAMI-GOUDARZLI. et al. ("Which are the most PrP
susceptible haplotypes in atypical scrapie French sheep population?" Archives of
Virology.In press.

13 - NOREMARK. M. and P. HOPP. Reported occurence of Atypical Scrapie in Europe. 11th
Symposium on Veterinary Epidemiology and Economics, Cairns2006.

14 - ONNASCH, H.. H. M. GUNN, et al. ("Two Irish cases of scrapie resembling Nor98."
The Veterinary Record.2004.155: 636-637.

15 - ORGE, L., A. GALO, et al. ("Identification of putative atypical scrapie in sheep in
Portugal." The Journal of General Virology,2004.85(Pt 11): 3487-91.

289






Annexes

Chemin vers une caractérisation, tableau épidémiologique et contrdle

Mise 3 jour L& point sur...
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La tremblante atypique regroupe les cas historiques et d'autres cas
européens discordants de points de vue biochimique, mais aussi
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RESUME

En19g8, une forme
particuliére de tremblante
avine a été isolée dans

un contexte de réévaluation
du risque associé
alencéphalopathie
spongiforme bovine

chez les petits ruminants.
D'autres cas ont été mis

en évidence en Europe a partir
de 2004, discordants
notamment par les résultats
hétérogénes obtenus

aux tests rapides de dépistage.

Dans la catégorie

de tremblante baptisée
“atypique” par lAutorité
européenne de sécurité

des aliments, les lésions

du systéme nerveux central
sont diverses dans leur nature
et leur localisation.

Le séquengage génétique et
des études épidemiologiques
ont permis de préciser

les risques relatifs associés
adifférents alléles, nettement
différents de ceux décrits
pour la tremblante classique.

lésionnel et génétique.

A lors que les sciences expérimentales et I'épi-
démiologie ont contribué depuis une
vingtaine d’années a caractériser la tremblante de
plus en plus finement, parfois sous le feu de crises
sanitaires, la découverte d’un variant atypique ouvre
un nouveau volet d’interrogations. Cet article
retrace les principales étapes de sa caractérisation
phénotypique.

Contexte
historique

1. Premier pas : la souche “Norg8”

¢ La surveillance des encéphalopathies spongi-
formes transmissibles (EST) chez les petits
ruminants s'inscrit essentiellement dans le contexte
du risque que représente lencéphalopathie spongi-
forme bovine (ESB) pour 'homme. En effet, dés
1993, la transmission expérimentale de 'ESB a des
petits ruminants a confirmé la possibilité biolo-
gique que ces especes auraient pu étre contami-
nées en €levage [8].

A partir de 1996 en France, une surveillance des EST
chez les petits ruminants a ainsi été mise en place.
Un réseau fondé sur les symptémes cliniques a été
instauré, en I'absence d'un test de dépistage des EST
utilisable a large échelle et d’une méthode facile a
mettre en ceuvre pour distinguer 'ESB de la
tremblante chez un animal infecté (seul le bio-essai
sur des souris permettait une telle discrimination).
© Avec la mise au point de tests rapides de dépis-
tage, et la réévaluation du risque représenté par
I'ESB chez les petits ruminants, la surveillance et
la lutte contre les EST (tremblante et ESB) se sont
généralisées en Europe.

* C’est dans ce cadre qu'en 1998, en Norvége, une
souche particuliere de tremblante ovine, baptisée
“Nor98”" a été identifiée pour la premiere fois
{encadré 1, photo) [3].

2.Vers une classification
phénotypique des EST
des petits ruminants

A partir de 2004, a la suite de la premiére publica-
tion sur “Nor98”, I'Allemagne, la Belgique, la France,
la Grande-Bretagne, I'Irlande, le Portugal et la Suéde
ont aussi rapporté des cas de tremblante “discor-
dants”™:

- des résultats hétérogénes ont été obtenus par
les différentes méthodes diagnostiques utilisées
[4,9, 10, 15, 16]. Ce phénomeéne a été relié a une
sensibilité plus importante a la digestion par les
protéases du marqueur de la maladie et a un faible
niveau d'accumulation de ce marqueur dans la

Coupe de cervelet issue du premier cas
“Norg8” mis en évidence par Sylvie Benestad

et montrant I'immunomarquage de la PrPp par

un anticorps F8g/160.1.5. Des |ésions de vacuolisation
sont egalement visibles.
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région du tronc cérébral, qui est prélevée pour le
diagnostic des EST chez les ruminants [4, 5, 14] ;
- ces cas ne suivent pas le déterminisme génétique
jusqu'alors décrit chez les ovins [2].

Encadré 1: Eléments discordants
pour les cas historiques

Les résultats des analyses d'obex par technique
Elisa et par immunohistochimie étaient discordants
(respectivement positifs et négatifs).

Les lésions de vacuolisation du neutropile (plages
de substance grise situées entre les corps cellulaires
neuronaux, les corps cellulaires gliaux et les capil-
laires sanguins) et les signes d'accumulation de la
PrPp étaient prépondérantes dans le cervelet et le
cortex cérébral. Elles concernaient peu le tronc
cérébral. Aucune lésion ou accumulation de PrPp
nétait notamment détectable au niveau de 'obex.
Les cas eétaient de génotypes classiquement associés
a une résistance a la tremblante (AHQ/AHQ et
AHQ/ARQ).

D'apres [3].

En 2005, I'Autorité européenne de sécurité des
aliments (AESA) a publié une classification des EST
des petits ruminants qui distingue la tremblante
classique, la tremblante atypique (regroupant
“Nor98” et cas discordants) et 'ESB ( ) [7].

Caractérisation
au laboratoire

Seulement 60 % environ des tests rapides mis en
ceuvre par les laboratoires départementaux sont
compatibles avec de bonnes conditions de détec-
tion des cas atypiques a partir des échantillons
prélevés,

Cela est notamment lié 4 la sensibilité accrue de la
protéine prion pathologique (PrPp) 4 la protéinase
K. Les résultats non négatifs des tests de dépistage
sont systématiquement confirmés par le labora-
toire national de référence de I'’Agence francaise de
sécurité sanitaire des aliments (Afssa Lyon) o1 a
lieu la classification diagnostique des EST.

Tableau : Classification diagnostique des EST des petits ruminants

Immunchistochimie Commentaires

et histopathologie

Western-blot
avec traitement PK
modéré

Western-blot
avec traitement PK
sévére

Tests rapides
de dépistage

approuvés
(UE/AESA)

Tremblante  Positifs « Profil a trois bandes comprises entre 15 et 30 kiloDaltons  « Vacuolisation de la matiére  Pas de typologie
classique (kDa) (forme diglycosylée prédominante et forme grise habituellement présente  pour les différentes
(TC) non glycosylée minoritaire) « Immunomarquage souches
= Trois bandes immunoréactives aux anticorps dans la medulla oblongata de tremblante
monoclonaux spécifiques en partie N terminale impliquant le noyau moteur classique fondée
et en région centrale dorsal du nerf vague sur ces critéres
= Occasionnellement : négativité ou moins de trois (NMDNV)
bandes selon la concentration en PrP™
+ Avec un traitement a la PK modéré : cas négatifs plus
rares et trois bandes toujours visibles
Tremblante  «Tests Biorad = Négatif ou bandes « Positif en partie N = Vacuolisation de la matiére  Les souches
atypique et Idexx " positifs incompatibles avec laTC terminale ou centrale grise inconstante “Norg8”
(TA) * Prionics Check et 'ESB (dépendent des = Avec des profils » Inémunomarquage et lésions et les isolats
LIA Small anticorps utilisés) différents de I'ESB plus marqués et plus fréquents de tremblante
Ruminant négatif » Masse moléculaire et de laTC avec une bande dans le cervelet que dans le atypiques francais
= Autres tests comprise entre (10 kDa reconnaissable d'un poids  tronc cérébral (surtout obex) ne différent pas
positifs sur et 35 kDa). inférieur a 15 kDa « Dans la medulla oblongata,  surla base
échantillons = Signal plus fort sur des immunomarquage absent de ces critéres
de cervelet prélévements de cervelet, du NMDNV mais présent
mais concordant avec dans le noyau du tractus
les observations faites spinal du nerf trigéminé
sur le tronc cérébral « Structures lymphoides
négatives
ESB Positifs « Profil & trois bandes comprises ol la forme diglycosylée  « Vacuolisation de la matiére  La confirmation

prédomine avec des anticorps dirigés sur la partie
centrale et est absente ou moins intense

avec des anticorps dirigés sur la partie N terminale

= Bande non glycosylée de poids moléculaire inférieur
a celui obervé en TC

grise habituellement présente
» Immunomarquage

dans la medulla oblongata
impliquant le NMDNV

définitive de 'ESB
chez les petits
ruminants se fait
par inoculation

a des souris

Cette classification des encéphalopathies spongifarmes transmissibles (EST) des petits ruminants, fondée sur des caractéres phénatypiques,
a été proposée en 2005 par 'Autorité européenne de sécurité des aliments (AESA) [7].
ESB : encéphalopathie spongiforme bovine. PK : protéinase K. NMDNV : noyau moteur dorsal du nerf vague.
U Biorad TeSeE/Platelia et Biorad TeSeE Sheep and Goats.
¥ |dexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test Kit, EIA.

9 prionics Western Blot Small Ruminants, Institut Pourquier Scrapie Test, Enfer TSE Test v 2.0, InPro CDI-5.
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Figure 1: Particularité du profil électrophorétique de la PrPp
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S5, 1- |
39,8- - -

29-w- Tt Bande 22T (01 OB KO e 22(+07) k0

< : . ——231(+/-05) kDa

el BB =
12 .. "> e———Bande 5:114 (+/- 0,9) kDa
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Pour la tremblante atypique (a gauche, bande 2), la signature électrophorétique de la PrPp aprés traitement aux
protéases présente cing bandes (dont une de faible poids moléculaire : 11 212 kDa), Lors de tremblante classique
(a droite, bande 3), le profil habituel est & trois bandes (27 kDa, 24 kDa, 20 kDa). Chaque profil est compare avec
une gamme de poids moléculaire (bandes 1).

Source : Laboratoire national de référence de IAfssa Lyon.

1. Particularités biochimiques
et électrophorétiques

La PrPp accumulée dans le systeme nerveux central
des petits ruminants affectés de tremblante atypique
présente, par Western blot, une signature électro-
phorétique distincte (figure 1) [1].

Cette PrPp reste a ce jour, y compris pour les cas
de tremblante atypique, I'unique marqueur molécu-
laire spécifique des EST. Chez tout individu infecté,
elle peut étre identifiée par ses propriétés biochi-
miques particuliéres d'insolubilité en présence de
détergents et de résistance partielle a la digestion
par les protéases.

2. Siege des lésions

Une analyse comparative du cervelet et de l'obex a
pu étre menée par certains voisins européens [3, 6,
9,11, 14, 15, 17]. En France, elle n'a pas été réali-
sée car seul le tronc cérébral est prélevé et conservé
congelé, ce qui rend impossible 'examen histo-
pathologique et limite la portée de I'examen
immunohistochimique.

Il ressort des comparaisons effectuées une diver-
sité dans la localisation et la nature des lésions
observées lors de tremblante atypique [14]. Dans
presque tous les cas, le cervelet est le siege de lésions
et la PrPp y est détectée (figure 2). La positivité du
tronc cérébral est inconstante. Dans certains cas,
les lésions sont plus nombreuses dans le cortex
cérébral.

Dans le tronc cérébral, la PrPp n’a jamais été détec-
tée dans le noyau moteur dorsal du nerf vague
(NMDNV), mais elle I'a été dans le tractus spinal
du nerf trigéminé, du noyau du nerf hypoglosse et
du noyau du tractus solitaire. Dans tous les cas oit
des analyses ont été effectuées, la PrPS¢ i'a pas été
retrouvée en dehors du systéme nerveux central
(SNC) [3, 15,18].

3. Analyses génétiques
Les prélévements de tissu nerveux ou d’oreilles,
recueillis dans le cadre des plans de surveillance,

Encadré 2 : Caractérisation génetique
de la tremblante atypique
chez les ovins

« Une mutation L - F au codon 141 chez les animaux
porteurs de |'alléle A 4R, Q. occupe une place
capitale, d'aprés le séquencage du géne prion
d'ovins atteints de tremblante atypique.

« Les alleles les plus a risque, d’apres les études
epidemiologiques, sont AuaF R0 et AgH Q.
en référence a un alléle qualifié “d'ancestral” :
Aol g R Qo [12].

+ Des cas sont également associés a d'autres
alleles (AueRgyHin VisRissQi AueRissRoon A,i_,,_i.mRmQJTJ.
« Aucun allele n'est totalement résistant.

* Parrapport alallele AL RO lallele AR R
semble a risque et |allele Vi, R0, aurait un effet
protecteur.

Ces tendances doivent étre confirmées par I'€tude
d'autres échantillons.

ont servi de support aux analyses génétiques. Le
géne prion (PRNP) d'ovins atteints de tremblante
atypique a été séquencé. Cela a permis de mettre
en évidence I'importance d'une mutation L » F
sur le codon 141 chez les animaux porteurs de
lalléle AR, .,Q,5), jugé sans importance pour la
tremblante classique (encadré 2) [13].

Par la suite, des études épidémiologiques ont permis
de préciser les risques relatifs associés aux diffé-
rents alleles, qui sont apparus nettement différents
de ceux décrits lors de tremblante classique. La
question de la pertinence des programmes de sélec-
tion génétique actuels se pose. Cette analyse doit
tenir compte, entre autre chose, de la faible préva-
lence de la tremblante atypique.

Chez les caprins, aucun allele particulier n'a été
décrit comme ayant un eftet sur la susceptibilité a
la tremblante atypique. Les isolats étudiés étaient
toutefois tous homozygotes AHQ/AHQ [9, 13].
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@ Lors de tremblante
atypique, la protéine prion
pathologique marqueur
de la maladie est plus
sensible a la digestion par
les protéases. Cela explique
en partie les résultats
hétérogénes obtenus
par les différentes
méthodes diagnostiques.

® Le cervelet est presque
toujours le siege de lésions.
La positivité du tronc
cérébral est inconstante.
Les lésions sont parfois plus
nombreuses dans le cortex
cérébral.

® Chez les ovins, les alléles
les plus a risque ne sont pas
les mémes que pour
la tremblante classique.
Les programmes de
sélection génétique actuels
ne sont pas nécessairement
a réviser car la prévalence
de la tremblante atypique
est faible.
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d'un autre article, qui
proposera une réflexion
autour de |a politique
de contréle de la maladie.
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RESUME

La tremblante atypique atteint
en moyenne des animaux
assez ages. Les troubles
locomateurs évocateurs
d'une atteinte cérébelleuse
dominent, alors que le prurit
et les tremblements

sont absents ou discrets.
Linfectiosité de cette maladie
reste énigmatigue

et sa transmissibilité en
¢élevage est presumée faible.
Des similarités existent

avec une forme
d’encéphalopathie
spongiforme transmissible
humaine a forte composante
genetique. La capacite

de la tremblante atypique
afranchir la barriere d'espéce
reste & préciser (souris
transgeniques). Comprendre
le mode d'apparition

de cette affection représente
un enjeu majeur pour parvenir
alacontréler.

Mise a jour L& POINT SUT...

Tremblante atypique : tableau
épidémioclinique et controle

Discréte, la tremblante atypique semble avoir une prévalence
comparable a celle de la tremblante classique. Le principe
de précaution reste de mise face aux incertitudes,

D epuis 2005, I"Autorité européenne de
sécurité des aliments réserve une place a part
a la tremblante atypique (incluant la souche histo-
rique Nor98), a coté de la tremblante classique et
de I'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB)
chez les petits ruminants.

La tremblante atypique a d’abord été définie en
laboratoire (biochimie, histopathologie, séquen-
gage génétique), alors que les observations
cliniques et épidémiologiques se sont accumulées
progressivement'”.

Apreés un bilan de ces données, diverses questions
seront abordées.

Caractérisation
clinique
et épidémiologique

1. Des symptémes présents
mais discrets

Des manifestations cliniques de tremblante atypi-
que ont été observées ou filmées [4, 7, 12, 17].

# Le prurit et les tremblements ne sont générale-
ment pas notés, ou de fagon discréte, Les symp-
tomes les plus fréquemment rapportés sont les
troubles locomoteurs (ataxie, hypermeétrie, augmen-
tation du polygone de sustentation), les change-
ments de comportement et "amaigrissement
(photos13 4).

» L'examen approfondi de deux cas a permis de
mettre en évidence un déficit proprioceptif et une
perte du réflexe a la menace.

La tremblante atypique semble détectée chez des
animaux en moyenne plus dgés que lors de
tremblante classique : de cing a sept ans, contre
deux a quatre ans dans la forme classique [8, 20].
Dees cas atypiques ont néanmoins été décrits a partir
de I"age de deux ans.

# §i le tableau clinique est globalement évocateur
d’une atteinte cérébelleuse (hypermétrie, modifi-
cation du polygone de sustentation), il nest pas
paossible, comme pour les autres encéphalopathies
spongiformes transmissibles (EST), d’établir une
correspondance précise entre 'histopathologie et
la sémiologie. Par exemple, l'atteinte des noyaux
du nerf trigéminé n’est pas associée aux manifes-
tations cliniques habituelles (douleurs de la face,
grincement des dents, hypersensibilité au réflexe
palpébral) [12]. Linfluence du génotype sur les
manifestations cliniques ou la période d’incuba-
tion n'est, pour 'instant, pas documentée.

2. Une prévalence faible

De 2002 a 2006, les prévalences brutes annuelles
des tremblantes atypique et classique ont été
estimées (tableau et figures1et 2).

Les biais de sélection associés au programme de
surveillance ont fait I'objet d'une analyse détaillée
[1, 6, 15]. L'hétérogénéité spatio-temporelle de
I'utilisation des tests de dépistage recommandés
pour la détection de la tremblante atypique (congus
par Bio-rad et Idexx) est susceptible d’engendrer
un biais supplémentaire, et de rendre délicate la
comparaison entre tremblante atypique et trem-
blante classique. A cela s'ajoute la probable sous-
estimation des cas de tremblante atypique due au
fait que I'analyse porte préférentiellement sur 'obex
(qui n’est pas le siege principal d"accumulation du
marqueur de la maladie™). En admettant que les
biais potentiels n'influencent pas significativement
les résultats, 'absence de différence de prévalence
brute de la tremblante atypique entre I'abattoir et
I'équarrissage pourrait s'expliquer par 'age élevé
des individus atteints, qui tend a converger versla
durée de vie commerciale des animaux.

3. Des cas secondaires rares

Jusqu'a ce jour, en raison d’une police sanitaire
adaptée a 'épidémiologie de la tremblante classique,
la recherche de cas secondaires dans les élevages ot
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Tableau : Prévalence brute des tremblantes atypique
et classique en France chez les ovins

Type de Canal de Prévalence brute Tendance 2002-2006
tremblante surveillance en 2006 (%)
Atypique Abattoir 0,055 Faible décroissance en 2006,
(0,045 a 0,066) a confirmer en 2007
Equarrissage 0,074 (0,05830,092) Stable
Classique Abattoir 0,008 (04 0,020) Décroissance
Equarrissage 0,07 (0,054 4 0,082) Décroissance

En France, la caractérisation systématique des cas de tremblante diagnostiqués depuls
2004 et I'analyse des cas historiques issus de la surveillance active (depuis 2002) ont
permis des estimations de prévalence entre 2002 et 2006, Pour |a tremblante atypique,
le calcul est uniguement fondé sur le nombre de tests de depistage recommandés
pour |a détection des cas (voir aussi le tableau 1 dans le premier volet de cet article,
déja publié"). Des biais sont possibles. Le chiffres entre parenthéses correspondent

a l'intervalle de confiance a g5 % de la prévalence.

© Crown 2007

1a 1b Ataxie lors de
tremblante atypique
(d'origine naturelle).

1a Perte d'8quilibre (3 gauche :
juste avant de chuter)

et b faiblesse des postérieurs
{a droite : la brebis tend

a s'affaisser lorsqu'elle avance
en ligne droite). Cette brebis
cheviot agée de six ans est

de génotype AF141RQ/AF141RQ.
Ses agneaux sont sains. La
phase clinique a duré trois mois
(source: T, Kanold,
communication personnelle).

2 Hypermétrie importante
des postérieurs lors de
tremblante atypique. La brebis,
agée de cingans et de race
welsh mountain, est
de génotype AHQ/AFRQ 4
(emprunte de [18]).

© Crown 2007

® Crown 2007

3 Réflexe a la menace. La brebis ne cligne pas des paupieres. Egalement de race welsh
mountain, elle a le méme age et le méme génotype que celle présentée & la photo 2 [18].

4 Ovin atteint de tremblante atypique, sans perte de laine. Ce symptome est
fréquent (mais pas systématique) lors de tremblante classique. Cetanimal accroit aussi
son palygone de sustentation, ce qui, associé a I'hypermétrie, évoque une atteinte
cerebelleuse.

6 Tiré a part du Point Vétérinaire / Décembre 2007 / N® 281

un premier cas de tremblante atypique a été détecté
n’a pas pu étre menée de facon satisfaisante [1]. 1
semble cependant que ces cas soient rares, et qu'il
'y ait pas de liens épidémiologiques évidents entre
les élevages atteints [14].

Questions ouvertes

Lensemble des observations collectées au labora-
toire et par les programmes de surveillance améne
a formuler quatre questions, auxquelles des élé-
ments de réponse peuvent étre apportés.

1. Quelle est l'origine de la maladie ?
Quatre pistes fournissent des éléments de réponse,

Une prévalence stable
L'apparente stabilité de la prévalence de la
tremblante atypique donne a penser qu'il ne s'agit
pas d'une maladie émergente. Des analyses complé-
mentaires menées récemment ont permis de classer
comme atypique un cas de tremblante détecté au
Royaume-Uni en 1989 [5].

Maladie transmissible mais peu infectieuse
Lorsqu'une maladie transmissible est infectieuse,
les matiéres virulentes et les voies de contamina-
tion peuvent étre caractérisées (encadré1).

Dans le cas de la tremblante atypique, I'apparente
absence de portes dentrée et de sortie de 'agent
infectienx, conjointement aux premieres observa-
tions épidémiologiques, souléve la question de la
nature infectieuse ou non de la maladie.

Le caractére transmissible de la tremblante atypique
a été démontré chez la souris transgénique et 'ovin
dans des conditions expérimentales [13, 19].

A cette occasion, il a été observé que des préléve-
ments de systéme nerveux central (SNC) avec des
titres de PrP™ particulierement bas étaient forte-
ment infectieux.

Toutefois, 'infectiosité des tissus périphériques nest
pas démontrée.

Rien n'est connu sur ['éventuelle transmission de
la maladie dans les conditions d’élevage, si ce n'est
qu'elle est probablement faible (encadré 2) [1].

Facteurs de risque
A ce jour, la seule étude portant sur les facteurs de
risque de la tremblante atypique, réalisée en
Norvege, a montreé :
- un role protecteur du retrait du placenta (comme
pour la tremblante classique) ;
- un risque lié¢ a la distribution de compléments
minéraux et vitaminiques (CMV) [11].
Ce dernier facteur n'est pas aisé a interpréter et
demande a étre confirmé. La contamination des
CMYV par un agent infectieux semble peu probable.
Les mécanismes biochimiques faisant intervenir
certains fons métalliques (Cu®, Mn*, Zn*) sur la
conformation de la PrP sont encore imprécis.
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Aucun des facteurs de risque associés aux mouve-
ments d’animaux n’a été mis en évidence, contrai-
rement a la tremblante classique.

Similarités avec une EST humaine
“génétique”
1l existe des similarités immunohistochimiques et
biochimiques entre la tremblante atypique et le
syndrome de Gerstmann-Striussler-Scheinker
(GSS), forme d’EST humaine a forte composante
génétique [10, 16].

2. Comment interpréter la variabilité
histopathologique observée ?

Trois pistes peuvent étre proposées.

* Les prélévements sont recueillis a différents stades
de I’évolution de la tremblante atypique. Dans les
quelques études ot1 ce type de comparaison a pu
étre mené, aucune concordance entre I’ige des
animaux atteints, ou la présence ou non de manifes-
tations cliniques, et I’étendue des 1ésions n’a été
observée. Cependant, le nombre des observations
reste limité.

* Les souches de tremblante atypique pourraient
étre hétérogenes. Les techniques de caractérisation
biochimiques et immunohistochimiques actuelle-
ment disponibles ne permettent pas de mettre en
évidence de différence, par exemple, entre les isolats
de tremblante atypique détectés en France et les
isolats Nor98 trouvés en Norvége [3]. Cependant,
pour la tremblante classique, ces mémes méthodes
n‘ont pas permis de différencier des souches qui
sont observés notamument lors d’expériences d’ino-
culation & des rongeurs.

® Le génotype du cas intervient. Les différences
histopathologiques observées ne semblent pas
associées a la variabilité du génotype des animaux
atteints, mais les données sont, la encore, insuffi-
santes pour pouvoir conclure avec certitude.

A ce jour, il n’existe aucun résultat portant sur les
différences de niveau d’expression du géne PRNP.

3.Quel est le préléevement de choix
pour la tremblante atypique ?

Le diagnostic de la tremblante atypique requiert
lanalyse d’un prélévement de SNC. La recherche
a partir de I'obex ne permet de détecter qu'une
partie des cas de tremblante atypique (ce qui est
aussi vrai dans une moindre mesure pour la
tremblante classique).

II n'est pas actuellement possible d’estimer le
nombre de cas qui seraient décelés en analysant
également le cervelet. Si I'analyse du cervelet est
plus sensible que celle du tronc cérébral, sa sensi-
bilité nest cependant pas de 100 %. Elle ne serait
pas compatible avec 'objectif de détection de 'ESB
(nécessairement sur I'obex). La double analyse des
prélévements augmenterait considérablement le
cotit des programmes.

La recherche sur un mélange de tissus d’obex et
de cervelet n'a pas été évaluée, mais conduirait

certainement @ une diminution trop importante
de la sensibilité globale.

4. Quel contréle pour la tremblante
atypique ?
Les risques potentiels associés a la tremblante
atypique concernent la santé publique et la santé
animale.

Figure 1: Prévalence des tremblantes atypique et classique
chez les ovins a I'abattoir, en France, de 2002 a 2006
et intervalle de confiance a 95 %
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En marron : tremblante atypique ; en vert : tremblante classique.

Figure 2 : Prévalence des tremblantes atypique et classique
chez les ovins a I'équarrissage, en France, de 2002 a 2006
et intervalle de confiance a 95 %
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La prévalence de la tremblante classique en 2002 est surestimée en raison de l'inclusion
d'animaux issus de foyer de tremblante et abattus dans le cadre de la police sanitaire.
En marron : tremblante atypique ; en vert : tremblante classique.
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POINTS FORTS

® Dans le tableau clinique,
les signes cérébelleux
prédominent.

® La tremblante atypique
affecte en moyenne
des animaux agés de cinq
asixans.

® Lapparente stabilité de la
prévalence de la tremblante
atypique fait supposer qu’il
ne s'agit pas d’'une affection
émergente.

@ Les mécanismes
d’apparition de la maladie
sont encore incompris.

Réféerences

Encadré 1: Matiéres virulentes
et voies de contamination
(cas de la tremblante classique)

« Dans le cas de la tremblante classique, différentes
voies de contamination ont été décrites [8]. La princi-
pale, comme pour I'ESB, implique le passage de
Iagent infectieux a travers les formations lymphoides
secondaires de I'intestin. La progression de I'infec-
tion s'effectue entre autres le long du nerf vague,
ce qui expligue que le noyau moteur dorsal du nerf
vague (NMDNV) est un siege de dép6t précoce de
PrP=,au niveau du systéme nerveux central SNC (et
l'obex est le prélevement de choix pour la détection
post-mortem de I'ESB) [2].

« Au cours de I'évolution de la tremblante classique,
la diffusion de la PrP* en dehors du SNC est a l'ori-
gine de la virulence de certains tissus périphérigues.
Le placenta est sans doute le plus important de ces
tissus périphériques en termes de transmission de
la maladie [18].

¢ Rien ne permet de documenter le risque en santé
publique, si ce n’est les opinions des experts et
labsence de liens épidémiologiques statistiquement
significatifs entre la consommation de petits
ruminants et les diverses EST humaines connues,
quils soient absents ou naient pas pu étre mis en
évidence.

Des expériences de transmission a des modeles de
souris transgéniques fourniront des éléments sur
la capacité de la tremblante atypique a franchir la
barritére d’espéce. S'agissant d’une maladie de
découverte trés récente (1998), qui atteint des
animaux élevés pour la consommation humaine,
le recours au principe de précaution se justifie. Le
retrait des matériaux i risque spécifié, tel qu'il est
actuellement mis en ceuvre, constitue une mesure

Encadré 2 : Une tremblante
peu transmissible

Différents éléments font penser que la transmis-
sion de la tremblante atypique en conditions d'éle-
vage est probablement faible :

- porte d'entrée/de sortie de I'agent infectieux non
identifiée;

- rareté des cas secondaires (méme si les conditions
ne sont pas optimales pour les détecter) ;

- absence apparente de liens entre troupeaux (a
I'inverse, la tremblante classique est souvent décrite
comme une maladie introduite par I'achat d'ani-
maux, meéme si d'autres voies de contamination d un
cheptel existent) et de facteurs de risque liés aux
mouvements.

adaptée puisque la PrP* n'a jamais été détectée hors
du SNC.

¢ Pour la santé animale, I'enjeu économique semble
actuellement faible, étant donné 'apparente rareté
des cas secondaires et I'ige élevé des animaux
atteints.

Cependant, négliger la maladie en ignorant ses
facteurs déterminants pourrait conduire a des
modifications épidémiologiques ultérieures. Cela
pourrait engendrer des crises aux conséquences
économiques importantes pour une filiere déja en
souffrance.

En raison des inconnues qui subsistent, il con-
vient de poursuivre les études visant 2 mieux
comprendre le schéma épidémiologique de la
tremblante atypique et de maintenir des mesures
de contréle minimales. Celles-ci pourront étre, le
cas échéant, révisées a la lumiére des connaissances
acquises. |
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Surveillance et prévalence des EST

chez les petits ruminants

N°25/novembre 2007 Trimestriel

Udventualité d'une contamination des popula-

tions ovines et caprines par 'agent de ['encé-

phalepathie spongiforme bovine (E58) a motivé

Ta mise en place de programmes dépidémio-
il des ies 5p

sérvices vétérinaires selon un schéma similaire &
celui déjad mis en place pour les bovins et I'ESB.
En 5 ani. cé réseau a permis de metire en
dvidence L tremblante dans 339 &evages, dont
la. moitié était situde dans les Pyréndes-

5 (EST) ces petits rumsinants dipuss
phus de dix ans en France,
Unbpectil de cette surceillnce était initialement
wde conmaitre et de suivie Pévolution de la
situatien dpidéminlogique de la tremblante dans
Iz temps &t dans V'espace . Défini & une dpoque

lantiques. Copendant, facte de miéthode
appraprite, il n'y avail pae die distinction entre
les dalfdrentes souches d'EST et tout cas
confirmé drait, de falt, considérd comme
assimlbé & un cas da tremblante.

A partlr de 2002, un programme europden de

ol il n'exigtait pas de test de distin-
guer [ESB de la tremblante, cet objectif a dvalué
vers une surveillance des différentes formes
EST des petits ruminants au fur et b mesure du
développement dis outils de diagnostie et de
discrimination des EST

DE LA SURVEILLANCE PASSIVE
A LA SURVEILLANCE ACTIVE

Un réseau velonmalre da surveillance clinlque,
Action Tremblante Grand Sud, a tout d'sboed
fenctionné & l'échelle interrégionale de 1981
jusqu'en 1996 Ce réseau a penmis de mettre en
dvidence 84 cas de tremblante répartis dams
BZ Hivages

£ 1996, Lo tremblinte des ovins et des capring a
&ré ajourde & la lste des maladles rdpurdes
contagieuses [ddcret 96-528 du 14 juin 1996 et
un réseaw de surveillance clinique a évé défini au
plan national l'année suivante, mobilisant les

il active des EST des petits ruminants
(réglement CEF999/2001 du 22 mai 2001
madifié) est venu compléter le dispositif de
surveiblance  clinique, avec comme objectil
principal de fournic une estimation mains
tiaiste di |a privalence grice an outils de

LTy rapide disponibles et de
ddrecter, le cas dchdant, la présence J'ESH.

ORGAMISATION DE LA SURVEILLANCE

Le programme de surveillance active consiste en
un échantillonnage f“ovins et de capring adultes,
abattun pour L consommation humaine d'one
part, et collectés 3 équarrissage d'autre part

En fonction des années el des espices, les
animaus prélevés sont sélectionnds par sondage
aldatolre ou de fagon systématique. Les abjectifs
de nombre d'échantitlons & analyser sont finds

Sleveurs, les ires, les ites et les

chague année par la Direction gindrale de
(i ion (DGAL), sur la base d'objectifs

1

minimaux fournis par la Commission européenne et en fonction
d'une analyse actualisée du risque. En pratique, les seuils retenus en
France ont toujours permis d'obtenir une précision de l'estimateur
de la prévalence supérieure aux exigences européennes.

L'organisation générale du programme de surveillance active est
illustrée dans la figure 1. Chaque échantillon, consistant en un
prélevement de tronc cérébral ciblant la région de l'obex, est
enveyé au laboratoire départemental dont dépend le site de
prélévement. Chaque laboratoire met en ceuvre les tests de
diagnostic rapide qu'il a sélectionné parmi ceux agréés au niveau
européen, cette liste ayant été révisée a plusieurs reprises. Les
échantillons non négatifs 3 une EST sont acheminés wvers le
laboratoire national de référence (Afssa Lyon) pour confirmation et
discrimination.

En complément du dépistage des EST, une propertion limitée
(0,1 % & 3 % en fonction des années) des ovins prélevés fait ['objet
d'un génotypage du géne PrP codant pour la protéine prion afin de
surveiller I'évolution de la résistance génétique aux EST de la
population ovine.

DIAGNOSTIC DE SOUCHES

En octobre 2005, I'Agence européenne de sécurité sanitaire des
aliments (AESA) a publié une classification des EST des petits
ruminants fondée sur des critéres phénotypiques, principalement
biochimiques, et distinguant trois formes d'EST : 'ESB, la tremblante
classique et la tremblante atypique [1].

ESE

Le programme de surveillance active mis en place en France en
2002 prévoyait dés le début que les prélévements positifs
confirmés seraient soumis a une analyse discriminante afin de
rechercher la présence d'ESB. Les méthodes diagnostiques
permettant cette analyse discriminante (ELISA, Western Blot,
Immunochistochimie) étaient alors en cours de développement dans
différents centres de recherche européens. C'est donc dans un cadre
expérimental que certaines de ces analyses ont été engagées dés
2002 par I'Afssa Lyon, aboutissant en particulier en 2005, aprés plus
de trente moeis d'analyses et d'expertises, & la confirmation d'un cas
d'ESB sur une chévre francaise née en 2000 et abattue en 2002.

Par ailleurs, aprés que les méthodes de discrimination aient été
agrédes au niveau européen en 2005, les prélevements positifs
confirmés avant cette date en France ont tous été étudiés
rétrospectivement. Néanmoins, seul le premier cas de chaque foyer
(cas index) a fait I'objet d'un test discriminant, de méme quiilen a
&té entre 2005 et 2007 pour les nouveaux cas détectds.

Aucun nouveau cas d'ESB n'a été démentré sur des petits
ruminants en France jusqu'a présent. Toutefais, il est apparu que
certains isolats d’EST, par exemple l'isolat CH1641, présentaient,
dans le cadre des analyses discriminantes de premiére et seconde
intention, un profil électrophorétique voisin (en terme de poids
meléculaire apparent) mais pouvant étre distingué de I'ESB (en
terme de ratic de glycoforms). Difficilement caractérisables, ces
isolats peuvent &tre a l'origine de suspicion d’ESB, et nécessitent
alors d'avoir recours a la technique de référence pour déterminer
s'il s'agit ou non d'ESB. Cette méthode de référence consiste a
caractériser les isolats suspects par inoculation a la souris . Le délai
de réponse est de |'ordre de deux ans. L'étude est habituellement
prise en charge par le laberatoire communautaire de référence du
VLA dans le Surrey (Grande-Bretagne), mais peut |'étre parfois par
I'Afssa Lyon lorsque la suspicion d'ESB est moins consensuelle.
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Tremblantes

Dés 2002 en France et en Allemagne, un certain nombre d'échan-
tillons positifs ont présenté des résultats discordants en fonction
des différents tests diagnostiques utilisés[2]. Une partie des
échantillons non négatifs au test de premiére intention TeSeE  Bio
Rad n’était jamais confirmée par le test de référence biochimique
et, parfois, ne I'était pas par le test de référence immunohisto-
chimique. A contrario, les échantillons non négatifs par le test
Prionics® étaient trés généralement confirmés par les tests de
référence en vigueur (biochimie, immunchistochimie). Par la suite,
de nombreux pays européens (Belgique, Irlande, Portugal, Royaume-
Uni, Suisse) [1] ont rapporté l'identification de ces cas de tremblante
désignés comme « atypiques ». Ces isolats de tremblante atypique
présentaient des caractéristiques similaires aux isolats baptisés
Nor38, identifiés dés 1998 en Norvége [3].

Les protocoles de confirmation ont depuis lors été adaptés et les
cas atypiques peuvent aujourd'hui &tre confirmés sans difficulté par
des techniques biochimiques. Par contre, il reste vrai que seuls
certains des tests rapides agréés pour la recherche des EST (Bio-rad
TeSeE, Bio-Rad TeSeE S/G et Idexx Herdcheck) s'avérent capables de
détecter la tremblante atypique dans les conditions de dépistage
actuellement en place sur le terrain. Cette situation conduit a un
fort biais dans la répartition spatiale des cas de tremblante atypique
que seuls certains laboratoires départementaux, drainant les
analyses de certains bassins de production, peuvent détecter.
Suite aux études engagées pour mieux décrire cette maladie, il est
apparu que la tremblante atypique se distinguait également de la
tremblante classique sur le plan de la physiopathologie et de
I'épidémiologie (Avis du CES ESST de |'Afssa n°2006-SA-0195).
MNotamment, la protéine prion pathologique semble uniquement
présente dans le systéme nerveux central et la contagiosité en
élevage semble trés limitée, si ce n’est absente. Ces caractéristiques
contrastent avec celles, mieux connues, de la tremblante classique
qui peut montrer une contagiosité marquée, en particulier lors des
agnelages, lige 3 linfectiosité des placentas. Le déterminisme
génétique de la tremblante atypique est en outre différent de celui
de la tremblante classique. Certains génotypes (AHQ, AFRQ)
apparaissent particuliérement sensibles a la tremblante atypique,
mais aucun génotype ne confére de réelle résistance a cette
maladie. Ainsi, en particulier, les animaux génétiquement résistants
4 la tremblante classique (porteurs d’alléles ARR) peuvent &tre
atteints de tremblante atypique [4].

ESTIMATION DE LA PREVALENCE DES EST

L'analyse des résultats du programme de surveillance consiste en
une analyse descriptive, prenant en compte la nature et la qualité
des données recueillies. Un rendu détaillé est disponible sur le site
Internet de I'Afssa (http//www.afssa.fr/), dans 'avis n°® 2007-SA-0052
du 20 juillet 2007 et ses annexes.

ESB

A ce jour un seul cas d’EST non distinguable de I'ESB & lissue des
essais sur souris, et donc considéré comme de I'ESB, a été mis en
évidence sur une chévre frangaise par le programme de surveillance.
Il est a noter que la nouvelle du résultat du test biclogique, publiée
en avril 2005, a entrainé une forte intensification de la surveillance
des EST chez les caprins a partir de cette date.

Quatre autres prélévements, collectés entre décembre 2005 et avril
2006 sur des ovins (de génotype ARQ/ARQ), ont présenté des
caractéristiques biochimiques suspectes, sans toutefois &tre
complétement similaires a ['ESB. La notification de ces cas, avant
méme l'obtention des résultats des tests biologiques (qui sont
toujours en cours) a conduit a une intensification de la surveillance
chez les ovins a partir du début de I'année 2006.
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Sur la base des résultats de la surveillance et en tenant compte de ces
cas, la prévalence de 'ESE chez les petits ruminants a été récemment
précisée. Sa valeur la plus probable serait de 0 chez les ovins et chez
les caprins a I'équarrissage ; elle serait de 4 cas par million chez les
caprins a l'abattoir, compte tenu du cas identifié. En se plagant dans
les conditions les plus défavorables (c'est-a-dire en tenant compte
d'une sensibilité imparfaite du programme de surveillance, fixée de

Schéma du dispasitif de surveillance et de diagnostic des EST des petits ruminants

fagon consensuelle a 50 %, et en considérant la borne supérieure de
l'intervalle de confiance de la prévalence), elle serait au maximum
de 16 et 20 cas par million d'animauy testés respectivement pour
les ovins & l'abattoir et a l'équarrissage, et de 30 et 34 cas par
million d'animaux testés respectivement pour les caprins a
I'abattoir et a ['équarrissage. Il est donc établi que la prévalence de
I'ESB chez les petits ruminant est aujourd'hui trés faible.

Tremblantes

Les résultats synthétiques de la surveillance active chez les ovins et
les caprins entre 2002 et 2006 sont présentés dans le tableau 1.
Globalement les deux formes de maladies sont rares avec des
prévalences pour l'année 2006, n‘excédant pas 7,4 cas index pour
10 000 tests chez les ovins et 1,5 cas index pour 10 000 tests chez
les caprins. En raison des biais de sélection et de certaines données
manquantes, l'interprétation de ces prévalences doit toutefois &tre
prudente.

Chez les ovins, la prévalence de la tremblante classique est
supérieure a |'équarrissage par rapport a l'abattoir d'environ un
facteur 10, ce qui est conforme aux connaissances sur la maladie.
En revanche, il apparait que la prévalence de la tremblante atypique
est similaire dans les deux sites. Cela pourrait s'expliquer par le fait
que les animaux atteints de tremblante atypique manifestent plus
tardivement la maladie, & un age proche de leur réforme
dconomique. Par ailleurs, la prévalence de la tremblante classique
semble diminuer régulierement entre 2002 et 2006, a 'abattoir
comme a ['équarrissage. Cette baisse pourrait étre due aux progrés
des programmes de sélection génétique en faveur de la résistance
a la tremblante (cependant, on n'observe pour l'instant aucune
évolution statistiquement significative des fréquences alléliques
dans les échantillens de la population générale prélevés chaque
année a cette fin), mais aussi aux effets de la police sanitaire, ou
encore aux effets d’autres mesures de contréle, notamment sur
l'alimentation animale. Linterdiction totale d'utilisation des farines
animales dans 'alimentation des animaux de rente depuis 2001
dans I'Union européenne a en effet mis un terme a toute possibilité
de contamination directe ou indirecte des aliments des ruminants,
ovins et caprins y compris.

Chez les caprins, les deux formes de tremblante sont plus rares que
chez les ovins. Les prévalences sont supérieures a I'équarrissage par
rapport & l'abattoir mais ces maladies semblent plus sporadiques,
sans évolution particuliére des prévalences au cours du temps.

SURVEILLANCE ET POLICE SANITAIRE

L'objectif premier de la surveillance des EST chez les ovins et les
caprins n'est pas de lutter contre ces maladies, les plans de sondage
n'ayant pas été congus pour dépister le plus grand nombre
d'animaux atteints mais pour estimer la prévalence dans les
différentes populations. Cependant, elle a conduit & mettre en
évidence un nombre important d'élevages atteints, 945 foyers
entre 1996 et 2006, et constitue l'unique porte d'entrée des
mesures de police sanitaire dans les cheptels atteints.

les premigres mesures officielles de contréle de la tremblante
prises en 1997 consistaient principalement en une surveillance des
animaux issus des élevages infectés, accompagnée de 'élimination
des suspects cliniques ou de certaines cohortes de naissance. Les
restrictions de mouvement, limitées, ont pu contribuer & diminuer
la diffusion de la maladie. Cependant ces mesures ne permettaient
ni un assainissement efficace du troupeau, ni un arrét total de la
diffusion & partir des foyers.

Lorsque les connaissances sur le déterminisme génétique de la
tremblante classique chez les ovins se sont précisées, les mesures
de lutte ont pu étre adaptées. Les arrétés du 15 mars 2002, puis du
27 janvier 2003, ont ainsi pris en compte d'une part la susceptibilité
génétique chez les ovins pour définir I'éliminaticn des animaux
génétiquement sensibles et le renouvellement par des animaux
résistants, et, d'autre part, le risque accru de transmission lors des
agnelages pour limiter les mesures de restriction aux élevages de
naissance et aux élevages de mise bas des cas positifs. En revanche,
en l'absence de susceptibilité génétique connue chez les caprins,
l'abattage total s'est imposé comme la seule alternative légale. Des
protocoles expérimentaux reposant sur un dépistage a partir de
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biopsies d'amygdale accompagné d'une période de surveillance ont
toutefois été mis en ceuvre dans quelques élevages.

Ces mesures, définies en 2003, alors que les moyens de faire la
distinction entre les différentes souches d'EST n'étaient pas
dispanibles, apparaissent aujourd’hui partiellement obsolétes. En
effet, ces mesures étaient adaptées 2 la tremblante classique et ont
fait la preuve de leur efficacité. Elles sont en revanche incohérentes
dans le cas de la tremblante atypique compte tenu des spécificités,
notamment génétiques, de la maladie. De nouvelles mesures
deyraient étre bientdt définies, en cohérence avec les connaissances
scientifiques récemment acquises, et en conformité avec la régle-
mentation communautaire récemment révisée.

CONCLUSION

En matiére d'EST chez les petits ruminants, la surveillance a été
fortement influencée par 'évolution des connaissances et ['analyse
des risques. D'un programme de surveillance clinique portant sur
une seule maladie a prion indifférenciée, considérée comme de la
tremblante, nous sermmes passés en quelques années a un
programme de surveillance active, parfois intensif, portant sur trois
maladies distinctes : la tremblante classique, la tremblante
atypique et I'ESB.

Malgré les difficultés de mise en ceuvre et d'interprétation qui en
ont suivi, il convient de sculigner que la surveillance des EST chez
les petits ruminants a répondu a ses objectifs de départ. Elle a
permis (i) d'estimer précisément la prévalence de la tremblante et
d’en suivre I'évolution (i) d'établir que la prévalence de I'ESB chez
les petits ruminants est trés faible.

Ces programmes ont en outre contribué, par les mesures de police
sanitaire qu'ils déclenchent, @ amorcer un assainissement du
cheptel francais contre la tremblante classique, en complément des
mesures génétiques, visant a renforcer la résistance générale de la
population ovine & la tremblante classique et & I'ESB, mises en
ceuvre depuis plusieurs années en France.

Dans les années a venir, l'évolution de la surveillance et du contréle
des EST des petits ruminants continuera de se faire a 'aune d'une
analyse réguligrement renouvelée du risque que ces maladies
peuvent représenter pour la santé publique et la santé animale. Les
résultats rassurants en matigre d'ESB, et limage claire de la
situation frangaise en matiére de tremblante classique et atypique,
obtenus grice aux programmes de surveillance intensifs réalisés ces
derniéres années devraient en particulier fonder rapidement une
révision de la surveillance active vers un programme allégé mais
pérennisé.
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Annexes

Tableau 1 : Résultats synthétiques de la surveillance active des EST des petits ruminants de 2002 & 2006. TC : Tremblante classique, TA :
Tremblante atypique, IC95 % : Intervalle de confiance & 95 %, prévalences exprimées en cas pour 10 000 animaux testés.

=“ Année  (donthiorad | imdec Prévalence cosoiyc | inde Prévalence cogoq s
ou Idexx) TC TA
2002 33663 (14627) [27-78] 38-134]
2003 44267 (25477) 19 43 | [2566] 22 86 | [54-131]
Abattoir | 2004 12377 (8366) 6 48 | [20-108] 4 48 | [13-122]
2005 12170 (7544) 25 0672 8 106 | [46-209]
_ 2006 | 263181 (195942) 21 08 | [0020 | 107 55 [45-66]
ovine 2002 17323 (383) | 104 600 | [48,2-725] 104 | [28-268]
2003 18864 (5611) 24 127 | [85-189] 125 | [50-258]
fquarrissage | 2004 12228 (5183) 19 155 | [97-242] 39 | [00-139]
2005 22073 (7980) 29 131 | [89-19,1] 63 | [20-146]
2006 | 228465 (110872) | 161 70 | [5482 | 82 74 [59-92]
2002 14858 (1646) 1 07 | [0038) 00 | [00-224]
2003 11200 (2200) 2 18 | [00-65] 0 00 | [00-168]
Abattoir 2004 Pas de tests
2005 | 100463 (16401) 0 00 | [00-12] 2 12 | [01-44]
Coprns 2006 | 112983 (18399) 0 00 | [00-12] 0 00 | [00-20]
2002 12214 (1568) 8 65 | [26-128] 1 64 | [02-355]
2003 11952 (3495) 3 25 | [0672] 2 57 | [07-206]
fquarrissage | 2004 5654 (3382) 1 18 | [0097] 0 00 | [00-109]
2005 47860 (26846) 8 17 [0640] 4 15 [04-38]
2006 52611 (30612) 8 15 | [06-39] 1 03 [00-14]
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RESUME

Le programme de surveillance active des encéphalopathies spongiformes
transmissibles (EST) chez les petits ruminants a été mis en place en France
en avril 2002. Son objectif premier était de fournir une estimation de la pré-
valence des EST chez les petits ruminants au plan national, & partir d’un
sondage a I'équarrissage et 4 1’abattoir. En complément au dépistage des
EST, le programme prévoyait la détermination du génotype, aux ftrois
codons du géne prion associés & la résistance i la remblanie classique, sur
un échantillon d’ovins. Entre avril 2002 et le 31 décembre 2006, 369 922
caprins et 663 296 ovins ont ét€ testés i 1"abattoir et 4 I’équarrissage. Parmi
ces derniers, 3 395 ovins ont 1€ génotypés. L'analyse des données a permis
de mettre en évidence les variations des taux de sondage en fonction des
années, des espéces et des programmes de dépistage, ainsi que sur le plan
géographique. Couplé a I'utlisation de plusieurs tests diagnostic, ces fac-
teurs sont sources de biais dans I'estimation des prévalences. La prévalence
de la tremblante classique était supérieure & 1"équarrissage (ovins 1,13%1077,
caprins 215410 par rapport & D'abattoir (ovins 1781074, caprins
1.25%1077) ce qui n’était pas le cas de la tremblante atypique. 11 apparait
également que la prévalence de la tremblante classique chez les ovins a
déeru au cours du temps. A partir de I"échantillon analysé, les fréquences
alléliques apparaissent stables au cours du temps. Le programme de sur-
veillance a permis de préciser les situations épidémiologiques des différentes
formes de tremblante en France et leurs évolutions. Des modifications
seraient cependant nécessaires d’une part pour améliorer 'exactitude des
mesures de prévalence et d’autre part pour améliorer la précision de la
mesure des fréquences alléliques.

Mots-clés : Tremblante, ovins, caprins, épidémiologie
descriptive, prévalence, France.

SUMMARY

Prevalence of classical and atypical scrapie in sheep and goats in
France between 2002 and 2006

The active surveillance program of transmissible spongiform encephalo-
pathies (TSEs) among small ruminants was implemented in France in April
2002. Its main objective was to provide an estimate of the prevalence of
TSEs in small ruminants at the national level, by sampling animals from
tendering plants and abattoirs. In addition with the screening of TSEs, the
program envisaged the determination of the genotype of the three codons of
the gene prion associated with resistance to classical scrapie on a sample of
sheep. Between April 2002 and December 31 2006, 369,922 goats and
665,296 sheep were tested from abattoirs and rendering plants. Among the
latter, 3,395 sheep were genotyped . The analysis of data pointed out the
variations of the sampling ratio according to years, species and surveillance
stream, as well as on a geographical level. Coupled with the use of several
diagnostic tests, these factors are sources of biases in the estimate of the pre-
valence. The prevalence of classical scrapie was higher for fallen stock
(sheep 1.13#107, goats 2.15%1077) than for healthy slaughtered animals
(sheep 178107, goats 1.25%107") which was not the case for atypical
scrapie. It also appeared that the prevalence of classical scrapie in sheep
decreased between 2002 and 2006. From the analysed samples, the allelic
frequencies do not seem to vary in time. The active surveillance program
made it possible to specify the epidemiological situations of the different
forms of scrapie in France and their evolutions. However, modifications
would be necessary, on one hand to improve the exactitude of prevalence,
and on the other hand to improve the accuracy of allelic frequencies esti-
mates.

Keywords: Scrapie, Sheep, goats, descriptive epidemio-
logy, prevalence, France.

Introduction

Maladie transmissible et contagieuse, avec une forte com-
posante génétique chez les ovins, la tremblante des petits
ruminants fait partie des encéphalopathies spongiformes
transmissibles (EST). Décrite des le XVIII siecle chez les
ovins [13] puis chez les caprins [11], de nombreux travaux
récents ont permis de préciser ses caractéristiques [3-5, 7). 11
s"agit d'une maladie neuro-dégénérative d’évolution fatale
qui se caractérise par des lésions de vacuolisation du systeme
nerveux central associées @ "accumulation d’un isomére

anormal (PrPSc) de la protéine prion normale (PrPc).
L’apparition de |'encéphalopathie spongiforme bovine
(ESB) en 1986 [32], la preuve dés 1993 de sa transmissibilité
expérimentale aux petits ruminants par voie orale avec de
faibles quantités de matériel infectieux [20], puis la mise en
évidence en 1996 de la relation entre I'ESB et un variant de
la maladie de Creutzfeldt-Jakob (vMCJ) [10, 12, 33] ont fait
reconsidérer le risque représenté par les EST des petits rumi-
nants pour 'Homme. En effet, les petits ruminants ont trés
vraisemblablement été exposés de la méme maniére que les
bovins a I'agent de 'ESB via I'alimentation, aussi doit-on
envisager 'hypothése que des petits ruminants aient été

Revue Méd. Vét., 2008, 159, 6, 348-356

303



Annexes

PREVALENCE DE LA TREMBLANTE EN FRANCE ENTRE 2002 ET 2006 349

contaminés par I'ESB, et soient donc potentiellement &
risque pour I'Homme. Aussi l'objectif de la surveillance
épidémiologique de la tremblante des pelits ruminants
répond donc avant tout & une problématique de santé
publique. Parallelement aux mesures de contrdle, une
surveillance clinique a été mise en place en France en 1996
(DGAL/SDSPA/N97/N°8127). A partir de 2002, en raison de
la réévaluation au niveau européen du risque représenté par
I’ESB chez les petits ruminants et de la disponibilité de tests
rapides, utilisables & large échelle, une surveillance active a
été mise en place dans le cadre du réglement européen CE
n® 999/2001 qui impose la réalisation d’un certain nombre
d’analyses pour estimer la prévalence des EST chez les petits
ruminants a l'abattoir et a I'équarrissage et pour détecter la
présence d’ESB, le cas échéant. A la fin de la premiére année
de surveillance, un cas non distinguable de I'ESB, le seul
Jusqu’a ce jour, a été détecté chez une chevre et confirmé en
2005 [18]. A partir de 2002, en France et dans d’autres pays
européens, des cas de tremblante difficiles a confirmer, pré-
sentaient des résultats discordants en fonction des méthodes
d’analyse. Ces cas présentaient les mémes caractéristiques
que les isolats Nor98 décrits en Norvege [8]. Par la suite
I’ Autorité européenne pour la sécurité alimentaire a intégré
I"ensemble des données disponibles ce qui a conduit & définir
une nouvelle entité pathologique, la tremblante atypique [1].
Cette forme de tremblante se distingue de la forme classique
sur le plan clinique [22, 29] et physiopathologique [8, 23,
31). La maladie présente également des particularités géné-
tiques, les alleles les plus & risque sont Ay 36F141R154Q171-
A13pH 54Q171 et ApzgRysaR 71 (1. 17, 25, 27]. La
maladie a été transmise par voie intracérébrale a des souris
[23] et & un ovin [31]. Il semble cependant qu’elle soit peu
ou pas contagieuse en conditions naturelles [2, 21, 24].

Cet article a pour objectif de décrire la situation épidémio-
logique des formes de tremblante classique et atypique en
France & partir des données de la surveillance active et son
évolution dans le temps entre 2002 et 2006.

Matériel et Méthodes
ORGANISATION DU PROGRAMME DE SURVEILLANCE

Le programme de surveillance active mis en place a partir
d’avril 2002 consiste en un sondage aléatoire dans les popu-
lations d’ovins et de caprins adultes abattus a des fins de
consommation humaine d’une part, trouvés morts ou eutha-
nasiés d’autre part. Les taux de sondage ont été définis
annuellement par le Ministére de 'agriculture en prenant en
comple les taux minimums requis par le réglement européen
n°999/2001 modific.

Sur le plan de D'organisation générale du programme,
chaque échantillon (prélevement de tronc cérébral) est
envoyé au laboratoire vétérinaire départemental (LVD) dont
dépend le site de prélévement. Chaque laboratoire choisit
le(s) test(s) de diagnostic rapide qu’il met en ceuvre parmi
une liste de tests agréés au niveau européen. Les échantillons
non négatifs sont envoyés au laboratoire national de référence
(AFSSA Lyon) pour confirmation par Western Blot et/ou
immunohistochimie. Seuls certains tests rapides (Biorad et
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Idexx) s’avérent en pratique capables de détecter la tremblante
atypique sur le type de prélévement prévu dans le programme
(tronc cérébral) [24, 28]. Tous les cas confirmés font I"objet
d’un typage biochimique discriminant permettant de distinguer
la tremblante classique, la tremblante atypique et I'ESB.

En complément au dépistage des EST, le programme
prévoyait pour les ovins, d'effectuer un prélevement complé-
mentaire permettant la détermination du génotype du géne
PRNP codant pour la protéine prion. La procédure de sélection
de ces prélévements a évolué au cours de la période. En 2002
et 2003, le génotypage devait étre effectué aléatoirement sur
1% des ovins prélevés. Les taux de sondage ont été fixés a
3% en 2004 et 2005 et & 1%e en 2006. Dans le cadre de ce
programme. le génotypage des ovins a été réalisé au niveau
des codons 136, 154 et 171, par une méthode ne permettant
pas de distinguer les alléles H et Q en position 171.

DONNEES DISPONIBLES ET SELECTION DE L'ECHAN-
TILLON D’ETUDE

Le programme de surveillance active des EST chez les
petits ruminants prévoyait que chaque prélevement soit
accompagné d'une fiche, renseignée par le préleveur au
niveau du site de prélevement — abattoir ou équarrissage.
Contrairement aux bovins, les petits ruminants circulent sans
passeport individuel. On ne dispose done pas de document
d'accompagnement attestant formellement leur date de nais-
sance, leur numéro d'identification, leur cheptel d'origine,
leur sexe et leur race. Ainsi, le renseignement de la race se
fail par reconnaissance visuelle et dépend de I'expertise du
préleveur et de la singularité de chaque race. Quant a l'origi-
ne de l'animal, elle est confondue avec le numéro EDE
(donné par |”Etablissement départemental de I'élevage) iden-
tifiant l'exploitation correspondant i I'immatriculation de I'a-
nimal. Si I"animal a transit¢ par plusieurs exploitations, ce
numéro EDE peut correspondre a I'exploitation de naissance
ou a une exploitation de transit oi I"animal aura été ré-iden-
tifié. De plus dans certains cas I'immatriculation de 1’animal
est illisible ou fait défaut. Les LVD ont en charge la saisie
des fiches de renseignements et leur transmission & la base de
données nationale sur les EST.

L'analyse de cette base a mis en évidence des doublons,
soit de numéros d’identification des animaux, soit de numéros
de prélevement. Les enregistrements qui ont pu étre diffeé-
renciés ont été conservés, les autres supprimés. Ces suppressions
n'ont concerné que des résultats négatifs.

ESTIMATION DES TAUX DE SONDAGE

Les taux de sondage en fonction des populations de petits
ruminants ont été estimés en rapportant le nombre d animaux
testés (pour la tremblante classique tous tests confondus et
pour la tremblante atypique les tests Biorad et Idexx) aux
effectifs d”animaux par département (recensements agricoles
des populations de petits ruminants de 2002 a 2005).

Le nombre d’exploitations ovines ou caprines ayant eu au
moins un animal testé au cours de la période 2002-2006 a été
estimé de la facon suivante. Concernant les animaux testés,
seuls les prélévements ayant des numéros EDE pouvant
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correspondre réellement 4 une exploitation ont é€ pris en
compte (les 5 premiers caractéres devaient correspondre aun
code INSEE communal et les trois derniers caractéres
devaient étre différents de 000, 999 ou XXX).

Afin de déterminer le taux d’exploitations sondées, le
nombre d’exploitations ovines et caprines en activité a été
estimé & partir de deux sources de données : 1) le registre
national faisant la correspondance entre les numéros EDE et
les numéros d’immatriculation prévus depuis la réforme de
I"identification des petits ruminants depuis juillet 2005 et qui
compte 145 419 exploitations de petits ruminants (source
DGAL), ii) les recensements des exploitations agricoles de
2000 et 2005, respectivement 122 383 et 90 211 exploitations
de petits ruminants (source AGRESTE).

ESTIMATION DES PREVALENCES

Les prévalences ont é1é calculées en rapportant le nombre
de cas détectés au nombre d'animaux testés, par espéce, par
programme et par année, et selon le type de tremblante (clas-
sique ou atypique).

La prévalence de la tremblante classique a été calculée a
partir du nombre de cas classiques détectés et du nombre
total de tests réalisés (tous tests confondus). La prévalence
de la tremblante atypique a été calculée a partir du nombre
de cas atypiques détectés et du nombre de tests Biorad et
Idexx réalisés (seuls tests recommandés pour la détection de
la tremblante atypique a partir du tronc cérébral).

ANALYSE STATISTIQUE

L'ensemble des données a éé intégré dans une base de
données (Microsoft Access 2000 SR-1, Copyright © 1992-
1999 Microsoft Corporation). Les différents graphiques ainsi
que les comparaisons (Khi-Deux et Khi-Deux de tendance)
ont élé effectués avec le logiciel S-Plus (S-PLUS® 6.2 for
Windows PROFESSIONAL EDITION Copyright 1988,
2003 Insightful Corp.).

Résultats

Aprés suppression des doublons (pres de 10 000 lignes sur
les 5 années) ainsi que des 1518 prélévements inexploitables
(absence de prélevement ou quantité insuffisante, échantillon
non analysable ou non conforme), on recense 665 296 ovins
et 369 922 caprins testés a I'abattoir et I'équarrissage entre le
1= avril 2002 et le 31 décembre 2006. Le tableau 1 décompose
le nombre de prélevements effectués par espéce et par pro-
gramme pour chacune des 5 années. On remarque que 74%
des ovins et 45% des caprins testés au cours de la période
I"ont été en 2006.

PROPORTION D’EXPLOITATIONS AYANT FAIT L'OBJET
D’UN PRELEVEMENT

La base de données de I'étude comprenait 142 658 numé-
ros EDE différents. Aprés élimination des enregistrements
dont le numéro EDE n’était pas compatible avec un numéro
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réel (n = 36 796), 105 862 exploitations ont eu au moins un
animal testé (caprin ou ovin) au cours de la période 2002 a
2006.

Parmi ces 105 862 exploitations, 46 568 n'avaient pas de
correspondance avec le registre d’immatriculation national.
L’écart important entre ces deux bases s’explique difficile-
ment par les erreurs habituelles lides a ce type de données
(fermeture d atelier, non demande d’'immatriculation, erreurs
de saisie, etc.).

Le taux de sondage pour les exploitations figurant dans le
registre d’immatriculation s”éléve donc globalement pour la
periode 2002-20006 a 41 % ((105 862 — 46 568) / 145 419) :
16,5 % pour la période antérieure & 2006 et 56.3 % pour
2006.

Sur la base des recensements de 2000 et 2005, les taux
d'exploitations sondées étaient de 196 % pour la période
antérieure & 2006 (sur la base des 122 383 exploitations
recensées en 2000) et de 90,8 % pour 2006 (sur la base des
90 211 exploitations recensées en 2005).

La figure 1 représente la distribution du nombre de tests
par exploitation chez les ovins et les caprins sur la période
2002-2006, abattoir et équarrissage confondus. On remarque
que 47 % des exploitations ont eu un ovin testé, et 13 % en
ont eu deux. Chez les caprins, 56% des exploitations ont eu
un animal testé, et 10% en ont eu deux.

REPARTITION GEOGRAPHIQUE DU TAUX DE SONDAGE

Sur la période 2002-2006, il apparait que 1’hétérogénéité
des taux de sondage est agrégée en zones qui semblent reliées
a différents bassins de production (données non montrées).
Ainsi pour les ovins, la région Provence-Alpes-Cote d” Azur
(PACA) a un des plus faibles taux de sondage. méme depuis
Iintroduction du dépistage exhaustif. Les Pyrénées-
Atlantiques connaissent également un faible taux de sondage
par rapport a la moyenne nationale en 2006, alors que ce
n’était pas le cas auparavant.

En ce qui concemne les caprins, pour lesquels la majeure
partie de la population se concentre dans quelques départements,
la répartition des taux de sondage départementaux est plus
uniforme.

On observe par ailleurs un fort taux de sondage 2 " abattoir
dans I'Ouest et un fort taux de sondage a I'équarrissage dans
le Centre, a la fois pour les ovins et les caprins.

PREVALENCE DES TREMBLANTES CLASSIQUE ET
ATYPIQUE

La figure 2 représente la prévalence de la tremblante
classique chez les ovins, par programme au cours de la période
2002-2006. En moyenne sur cette période, la prévalence de
la tremblante classique a été de 6054104 chez les ovins et
de 8,38%107° chez les caprins (tableau 2).

Chez les ovins & I'abattoir, la différence de prévalence de la
tremblante classique en fonction des années est significative
(Khi-deux p=642%10" l l). cette tendance étant & la diminution
au cours du temps (Khi-deux de tendance p = 1,11%* l(]'lz).
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Ficure 1 : Distribution du nombre de tests par exploitation

chez les ovins et les caprins pour la période 2002-2006

(abattoir ¢t équarrissage confondus).
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Fioure 3 : Prévalence de la tremblante atypique en France
chez les ovins par année et par programme (1C a 95 %).

Chez les ovins a I'équarrissage, la différence de prévalence
de la tremblante classique en fonction des années est également
significative (Khi-deux p = 4.99*1(]'4)A Sil'on retire les ovins
(négatifs et positifs) issus du département des Pyrénées-
Atlantiques, qui a connu un épisode épidémique au cours des
dernieres décennies, on note toujours une différence signifi-
cative de prévalence de la tremblante classique en fonction
des années a l'abattoir (Khi-deux p = 4.35*10’?) comme a
I'équarrissage (Khi-deux p <2#10716), De méme, pour le
département des Pyrénées-Atlantiques (qui contribue pour
5.2 % et 43 % des prélevements respectivement a l'abattoir
et a 'équarnissage) la diminution de la prévalence se confirme
a l'abattoir (Khi-deux p = 003, Khi-deux de tendance p =
1,3%1073) et plus nettement & I'équarrissage (Khi-deux p
<2#10710_ Khi-deux de tendance p <2%10710). Ainsi, Iob-
servation d'une diminution de la prévalence nationale entre
2002 et 2006 a l'abattoir comme & l'équarrissage n’est pas
due a "évolution de la situation dans les Pyrénées-
Atlantigues.

Pour la tremblante classique caprine, il n'y a pas de diffé-
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Foure 2 : Prévalence de la tremblante classique en France
chez les ovins par année et par programme (1C 495 %).

" —— ARR
24 4~ ARD
- AHO
‘I - VRO
" i
=24

04
S
"

L E T l { h ﬁ °

| Exm 3 =

=R $ b = !
T T T T T T T T T T
g 8 @ 2 £ g £ 2 ® 2
s 5 H T 5 & = & & £
s £ 8 2 B 2 & B F 3
3 - = x o

o & s 5 =2 = =
& o 2 2 @ 8 2
g = = 5 & 2 £
s E § 3 s
3 = % z

Faure 4 : Fréquence de portage alléligue et intervalles de
confiance 4 95 % pour les races ayant eu plus de 30 ani-
maux génotypeés (période 2002-2006).

rence significative en fonction des programmes, ni des

années (Khi-Deux, p~ 007).

La figure 3 représente la prévalence de la tremblante aty-
pique chez les ovins, par programme au cours de la période
2002-2006. En moyenne sur cette période, la prévalence de
la tremblante atypique a été de 6.54%10-4 chez les ovins et
de 9,56%10-7 chez les caprins (tableau 2).

Chez les ovins, il n'y a pas de différence significative de la
prévalence de la tremblante atypigue en fonction des années
a l'abattoir (Khi-deux p=0.12) comme & I'équarrissage (Khi-
deux p =0.49). Toutefois, le Khi-deux de tendance a l'abat-
toir est significatif (p = 0,05). I en est de méme chez les
caprins ot la prévalence de la tremblante atypique est égale-
ment stable tout au long de la période & l'abattoir (Khi-deux
p=044). Le Khi-deux de tendance ne peut étre mis en ceuvre
en raison de la discontinuité de la surveillance (pas de tests
en 2004 a I'abattoir). En revanche, & I'équarrissage, on note
une diminution de la prévalence de la remblante atypique
caprine (Khi-deux, p =002, Khi-deux de tendance p=0.03).
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GENETIQUE DES OVINS 1SSUS DE LA SURVEILLANCE

Autotal 3 501 ovins négatifs ont été génotypés entre 2002
et 2006 ; 55 préelevements n'ont pu étre analysés a l'abattoir
et 51 a l'équarrissage (analyse mexploitable). Sur les 3 395
génotypes obtenus, la distribution des fréquences alléliques a
été calculée pour les différentes années a l'abattoir et a
I'"équarrissage (tableau 3).

A l'abattoir comme & I'"équarrissage, la distribution des
fréquences alléliques n'est pas significativement différente
d’une année sur I"autre (Khi-Deux, p ~ 0.2). Sil'on regroupe
alors les années, la distribution des alleles n’est pas non plus
significativement différente entre les programmes (Khi-
Deux ,p =0.25).

Ainsi, un regroupement annces et programmes peut étre
effectué afin d’estimer la fréquence de portage allélique par
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race. Seules les races ayant eu plus de trente animaux géno-
typés sont représentées dans la figure 4.

Trois profils de races se distinguent en fonction de la
fréquence de I'allele ARR

celles pour lesquelles la fréquence de l'alléle de résistance
ARR est faible, inférieure & la fréquence nationale de 47% :
Basco-Béarnaise 28%, Manech Téte Rousse 21% et Mouton
Charollais 30% :

celles pour lesquelles la fréquence de l'allele ARR est
supérieure i la fréquence nationale : Suffolk 68%, lle de
France 56% et Lacaune 53% :

celles dont la fréquence de l'allele ARR se situe dans la
moyenne nationale : Texel, Tarasconnaise, Moutons ven-

déens.

Prélevements abattoir

Prélevements équarrissage

Prévus Réalisés Prévus Réalisés
2002 Ovins 41 200 33 694 18 700 17 443
Caprins 18 800 14 860 16 800 12227
2003 Ovins 44310 18 897
Caprins 11 203 11958
2004 Ovins 10 000 12 388 10 000 12251
Caprins aucun 75 5000 5655
2005 Ovins 10 000 12 181 10 000 22109
Caprins 60 000 100 465 Tous 47 873
2006 Ovins 10 000* 263311 Tous 228 712
Caprins tous 112984 Tous 52622

*exhaustif d’avril a décembre

TABLEAU 1 : Nombre de prélévements du programme de surveillance active prévus et réalisés entre 2002 et 2006.

Discussion

A partir des données de la surveillance active des EST chez
les petits ruminants en France entre 2002 et 2006, il a été
possible de décrire la répartition de ces maladies et leur évo-
lution dans le temps.

Entre 2002 et 2006 les taux de sondage ont subi des variations
en fonction des années, des espéces et des programmes de
dépistage (équarrissage, abattoir). L'estimation de la propor-
tion d’exploitations sondées s'avere délicate et varie selon la
référence prise pour le recensement des exploitations. Par
exemple, le registre d’immatriculation national comptabilise
les détenteurs dés le premier animal déclaré, a la différence
des recensements AGRESTE qui ne comptent que les exploi-
tations professionnelles. Aussi, aucun de ces deux dénomi-
nateurs n’est entierement satisfaisant. Les estimations a par-
tir de ces deux sources s’accordent cependant pour indiquer
qu'entre 2002 et 2005, moins d'un quart des exploitations de
petits ruminants ont eu au moins un animal testé. En ajoutant

I'année 2006, c'est plus de la moitié (sans doute prés des trois
quarts) des exploitations de petits ruminants qui ont eu au
moins un animal testé.

En I"absence de données sur les effectifs des exploitations
sondées en France, la capacité de détecter un foyer en fonction
du nombre d’animaux testés est difficilement estimable. On
observe en toute logique que la probabilité de détecter une
exploitation atteinte de tremblante augmente avec le nombre
d'animaux testés dans 'exploitation. Cependant étant donnée
la prévalence tres faible des deux formes de tremblante, la
probabilité de détecter une EST dans une exploitation dans
laquelle un ou deux animaux ont été testés au cours de la
période 2002-2006 (60 % des exploitations ont fait 1’objet
d"un seul prélevement) est trés faible.

En ce qui concemne les taux de sondage sur le plan géogra-
phique, il faut noter une hétérogénéité durant toute la période
¢tudiée. Méme pendant les phases d’exhaustivité des pro-
grammes, décidées chez les caprins en 2005 a I’équarrissage
et chez les ovins en 2006 4 I'équarrissage puis 4 1" abattoir, il
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Tremblante classique

Tremblante atypique

Plan Année Prévalence  IC (95%) Prévalence IC (95%)
OVINS
Abattoir 2002 480104 [2.70%10°4 - 7.80%104 7,51%10°4 [375%10°% - 134%10°3)
2003 4307104 [2.50%104 - 6,60+10°4 8,63+1074 [541+104 - 1311077
2004 480104 [2.00%10°4 - 1,08%103) 478%10-4 [130%10°4 - 122%10°3]
2003 2504104 [6,00%10°5 - 7205104 10641073 [457%10°4 - 2,00%10°3)
2006 8004105 0,00 - 200%1074 54641074 [448%10°% - 6,60%10°4]
Moyenne 1785 10% (137104 - 2,264 1074 6,03¢1074 [5.11410% - 7 07104
Equarrissage 2002 600410°3  [4.92%10-3 - 7255103 1,04%10-3 [2.84%10°4 - 2,66%10°3]
2003 1275103 [8.50%104 - 1,89%1073] 12541073 [501%1074 - 256%10°3)
2004 1554103 [9.70%104 - 2,42+10°3] 3,86+10°4 [000 - 1,39¥1073]
2005 1315103 (8.90%10°4 - 191#107) 6261074 [200+104 - 1461073
2006 7004104 [540%10-4 - 8204104 7.39%10-4 [5.88%10° - 9,17%10°%]
Moyenne 1134105 [101:10°3 - 125%10) 7494104 [6,105104 - 9,11 10°4]
Tous programmes confondus 6054104 (5475104 — 6,67%10°4] 6544104 [576410-4 — 7,40%10°4)
CAPRINS
Abattoir 2002 7004105 [0,00 - 3.80% 1074 0,00 (000 - 2.24%10-3]
2003 1805104 0,00 - 650%104) 0,00 [0.00 - 1,68%10-3]
2004 Pas de test
2003 0.00 10,00 - 12051074 1.22¢1074 [148%10°3 - 4.40%10°4)
2006 0.00 (0,00 - 12041074 0.00 [0.00 - 2001074
Moyenne 1254105 [2,58%10°0 - 3,66%10°7) 51851075 162751076 - 1.86%1077]
Equarrissage 2002 6504104 [2,60%10-4 - 1.28%10°3) 6,37+10°4 [161#10° - 3,55%10°3]
2003 2504104 [6.00%10°5 - 7204104 5.72¢10°4 1693%10°3 - 2,06%10°3)
2004 180%10%  [0,00-9.70%10°4 0,00 [000 - 1,09¥10-3]
2003 170104 [6.00%10°3 - 4.00%10°4] 1.49%10-4 [406¥10° - 3.81%10°%]
2006 15010 [6,00%10°3 - 3.90%10°4] 3274107 [827%10°7 - 1,82%10°4]
Moyenne 2055107 (1434104 - 3.11%1074) 1215104 15241075 - 2 394 10°4]
Tous programmes confondus 8384105 [570+10-5 - 1,19%10°4) 9,56%10- (4594105 — 1,76%10°9)

TaBLEAU 2 @ Prévalences annuelles et moyennes des formes classique et atypique de tremblante sur I'ensemble de la période 2002 —
2006 par programme et par espéce.

Anncdes
2002 2003 2004 2005 2006 TOTAL
Equarrissage % ARQ 47% 42% 47% 449 37% 43%
% VRQ 5% 4% 7% 7% 4% 6%
90 AHQ 1% 49 2% 3% 2% 3%
%0 ARR 47% 50% 44% 46% 57% 48%
Abattoir % ARQ 46% 48% 48% 45% 44% 46%
% VRQ 6% 7% 6% 7% 4% 6%
9o AHQ 3% 2% 3% 2% 2% 2%
% ARR 45% 43% 43% 46% 50% 46%

TasLEAU 3 : Distribution des fréquences alléliques ARR, ARQ, AHQ et VRQ par année & I'équarrissage et a I’abattoir chez les ovins

négatifs.
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Plan Année Prévalence
Abattoir 2002 9,83*10-4
2003 3.31%10°4
2004 2,71%10°4
2005 2.93%104
2006 0.00
LEquarrissage 2002 6351073
2003 2,54%10-3
2004 1.66%10°3
2005 1 87¢10-3
2006 9,11%10

TABLEAU 4 : Prévalence de la tremblante classique p
gramme chez les ovins de race Lacaune.

année et par pro-

n'a pas €té possible d’atteindre des taux de sondage homo-
génes au plan géographique. Ainsi pour les ovins, la région
PACA a eu un des plus faibles taux de sondage, méme depuis
I"introduction du dépistage exhaustif. Les Pyrénées-
Atlantiques ont également connu un relativement faible taux
de sondage en 2006, ce qui est regrettable car ce département
sert par ailleurs d’observatoire pour un certain nombre
d’études épidémiologiques [6, 14]. Cela pourrait traduire un
probléme conjoncturel : le manque de nourriture pendant la
periode de sécheresse de 2006 ayant pu entrainer une réforme
précoce d’une partie des animaux (Corbiére F. communication
personnelle). On a observé un fort taux de sondage a I"abattoir
dans I'Ouest et un fort taux de sondage a I’équarrissage dans
le Centre & la fois pour les ovins et les caprins, alors que ce
ne sont pas les zones d’élevage de petits ruminants les plus
importantes. Il est possible que cela traduise un effet lié aux
sites de prélevements (abattoirs de grande taille dans I'Ouest,
site d’équarrissage important dans le Centre).

Au dela des probléemes conjoncturels ne permettant pas
d’atteindre les objectifs dans certains départements, il est
probable que des biais de sélection des animaux se soient
maintenus entre 2002 et 2006, ¢ventuellement dus & un
échappement volontaire ou non de la part des éleveurs.

Cette hétérogénéité du taux de sondage dans le temps et
'espace a pour conséquences : 1) une estimation moins pré-
cise de la prévalence de la tremblante classique dans les
zones moins sondcées, et done une estimation biaisée de la
prévalence nationale brute [26] sachant que la prévalence de
la tremblante classique n’apparait pas homogéne au plan
géographique, ii) une sous-estimation de la prévalence de la
tremblante classique si un échappement volontaire de la part
des éleveurs a lieu. Cependant, cela ne concernerait vraisem-
blablement qu’un nombre limité d’animaux, car la positivité
de I"obex apparait &tre précoce par rapport 4 I'apparition des
signes cliniques, 1) un biais supplémentaire dans I'estimation
de la prévalence de la tremblante atypique. En effet, I'hété-
rogénéite géographique des taux de sondage est accentuée
par la répartition géographique inégale de I'utilisation des
tests rapides capables de la détecter.

Chez les ovins, au cours de la période 2002-2006, la pre-
valence de la tremblante classique a été en moyenne de
18410 a abattoir et de 1,1%10-3 & I'équarrissage (tableau
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2). Elle a donc été supérieure a I'équarrissage d’environ un
facteur 5. Ceci est conforme a la plupart des observations faites
dans d’autres pays [9. 15, 16]. Cet écart est vraisemblablement
imputable aux animaux dont la mort a été causée ou favorisée
par les manifestations cliniques de la tremblante classique.
Pour la tremblante atypique ovine on n’observe pas de diffé-
rence de prévalence entre 'abattoir et I'équarrissage.
Compte tenu des grands effectifs testés, il est peu probable
qu'une différence de 'ordre d’un rapport de 2 ne soit pas
détectée en raison d’un défaut de puissance. On peut donc
présumer d'une réelle absence de différence de prévalence
entre ces deux canaux de surveillance, ce qui est d’ailleurs
observé dans la plupart des pays avant détecté des cas de
tremblante atypique [19]. Elle pourrait s’expliquer par 1'age
éleve i I"apparition des signes cliniques [ 1. 24] qui tend a se
confondre avec la durée de vie commerciale des animaux.

La prévalence de la tremblante classique ovine présente
une diminution significative entre 2002 et 2006 a 1’abattoir
et a4 I'équarrissage. Une analyse antérieure de la mise en
ceuvre du programme de 2002 [26], a fait ressortir des erreurs
de classement des animaux en fonction du programme,
certains prélevements issus des mesures prises dans les
exploitations atteintes ayant été classés dans le programme
équarrissage. Cependant, méme en éliminant I'année 2002, la
différence de prévalence reste significative (Khi-deux p =
4.,55%107Y) et la tendance i la diminution entre 2003 et 2006
est significative (Khi-deux de tendance p =3 41#107). Cette
diminution de prévalence est possiblement multifactorielle.
Elle pourrait s'expliquer par un effet du contréle de la maladie
dans les cheptels atteints, notamment grice aux restrictions
de mouvements et & la recherche des animaux appartenant a
la cohorte de naissance du cas. Par ailleurs, il a ét¢ montré
que certains aliments concentrés avaient pu étre une source
de contamination pour la tremblante classique [30]. Les
mesures de retrait des MRS puis I'interdiction des farines
animales auraient contribué i réduire I'exposition alimentaire
a la tremblante classique. Compte tenu de la longue période
d’incubation de la maladie et de sa relativement faible conta-
giosité, il est vraisemblable que I'effet de ces mesures puisse
se mesurer avec un décalage de quelques années. La diminution
de la prévalence peut également s’expliquer par la sélection
génétique des animaux résistants et I'élimination des animaux
sensibles. Au vu de I'échantillon d’animaux génotypés,
I"évolution des fréquences alléliques n’est pas statistique-
ment significative. Cependant la fréquence de 'allele ARR
augmente et la fréquence de l'allele VRQ diminue. Cette
augmentation de portage de I"allele ARR est d’ailleurs proche
du seuil de significativité pour la race Lacaune (Khi-deux p
= 0,06) qui connait une diminution marquée de la prévalen-
ce de tremblante classique (tableau 4 : & "abattoir Khi-deux
p= 1.55%10°9, Khi-deux de tendance p = 2234107 ; a
I'équarrissage Khi-deux p = 8 44* 1072, Khi-deux de tendance
p= 7.02%10°9). Une évolution récente de la structure géné-
tique ne pourrait étre observée que parmi la population la
plus jeune, qui n’est actuellement pas testée. Par ailleurs, les
élevages sélectionneurs connaissent déja une évolution favo-
rable de la structure génétique de leur troupeau (avis 2007-
SANS52 de I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des ali-
ments relatif a 'évolution du programme de surveillance des
EST chez les petits ruminants au regard du risque ESB pour
le consommateur), celle-ci étant d’autant plus rapide que
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I"insémination artificielle est pratiquée. Au niveau de la
population générale, I'évolution est plus lente.

Laprévalence de la tremblante atypique semble plus stable.
La faible décroissance observée a I'abattoir pourrait résulter
d'un déséquilibre des effectifs testés en 2000 et nécessile
d’étre confirmée dans "avenir.

Comme chez les ovins, la prévalence de la tremblante clas-
sique chez les caprins est également inférieure a 'abattoir
par rapport & I'équarrissage (tableau 2). Sur la période 2002-
2006, elle a été en moyenne de 12541075 & I'abattoir et de
22104 a I'équarrissage. Elle a donc été supérieure a
I"équarrissage d’environ un facteur 17.

La prévalence de la tremblante atypique chez les caprins
est en moyenne de 1.21%10°% & 'équarrissage ce qui est i
peine inférieur & celle des ovins (tableau 2). En revanche a
I"abattoir, la prévalence de la tremblante atypique chez les
caprins est presque 10 fois plus faible que chez les ovins
(respectivement 51851073 et 6.03*10’4). Toutefois ce
rapport est & prendre avec précaution car en 2004 aucun
caprin n’a été testé a "abattoir.

De fagon générale les deux formes de tremblante sont rares
chez les ovins, elles le sont encore plus chez les caprins.

Conclusion

Le programme de surveillance fait apparaitre des différences
épidémiologiques entre les différentes formes de tremblante
chez les ovins et chez les caprins. Dans le cas de la trem-
blante classique, une diminution de la prévalence est observée
alors qu'une telle tendance ne se manifeste pas dans le cas de
la tremblante atypique.

Dans un contexte ol la maladie se raréfie, le programme
de surveillance et son analyse peuvent s’ avérer plus sensibles
aux biais de sélection et a la qualité des données. Il serait
également souhaitable de pouvoir mettre en relation I’évolution
génétique et celle de la prévalence de la tremblante. Cela
nécessiterail une augmentation des effectifs d’échantillons
d’ADN analysés ou I’observation privilégiée d"une population
cible de taille plus restreinte.
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Fichier additionnel de I'article 1 : détails des prévalences de tremblante atypique et de tremblante classique estimées
dans les différents pays européens

Description: Provide the number of samples analysed, number of cases and prevalence estimates for each country, each year and each surveillance

stream.
ASPE CSPE
Country Year | Stream | Test Tests AS (%0) | ASPE CIos%| CS (%0) | CSPE CI 5%
Basque Country
(Spain) 2002 | Fallen | Enfer-test 98 0 NA NA 0 0.0 0.0-36,9
Healthy | Enfer-test 663 0 NA NA 0 0.0 0.0-5,5
2003 | Fallen Enfer-test 66 0 NA NA 0 0.0 0.0-54,4
Prionics-Check LIA test 179 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 20,4
Healthy | Enfer-test 532 0 NA NA 0 0.0 0.0-6,9
Prionics-Check LIA test 293 0 NA NA 1 3.41 0.0-18,9
2004 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 275 2 7.27 0.1-26,0 0 0.0 0.0-13,3
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 457 0 0.0 0.0-38,0 0 0.0 0.0-8,0
2005 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 208 0 0.0 0.0-17,6 0 0.0 0.0-17,6
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 289 1 3.46 | 0.0-19,1 0 0.0 0.0-127
2006 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 175 0 0.0 0.0-20,9 0 0.0 0.0 - 20,9
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 500 0 0.0 00-74 0 0.0 00-74
Belgium 2002 | Fallen |BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 780 0 0.0 0.0-4,7 2 2.56 0.0-9,2
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2195 1 0.46 0.0-25 0 0.0 00-1,7
2003 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 499 0 0.0 00-74 2 4.01 00-144
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2447 0 0.0 00-1,5 0 0.0 00-15
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1650 1 0.61 0.0-3,4 2 1.21 0.0-4,4
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 39 0 0.0 0.0 -90,3 1 25.64 | 0.1 -134,8
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1588 2 1.26 0.0-45 0 0.0 0.0-23
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 703 0 0.0 0.0-5,2 0 0.0 0.0-5,2
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Cyprus (TSE Prionics Check Western test & Prionics-
positive) 2003 | Fallen Check LIA test 114 0 NA NA 28 1245.61(17.0-335,1
2004 | Fallen | Prionics-Check LIA test 93 0 NA NA 24 | 258.06|17.3 - 359,2
Healthy | Prionics-Check LIA test 212 0 NA NA 32 |150.94|10.6 - 206,4
2005 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 5 0 0.0 0.0-521,8 0 0.0 0.0 -521,8
Prionics-Check LIA test 41 0 NA NA 14 |341.46|20.1 - 505,9
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 382 0 0.0 0.0-9,6 33 86.39 | 6.0-119,2
Prionics-Check LIA test 1499 0 NA NA 81 54.04 | 4.3 -66,7
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 42 0 0.0 0.0-84,1 1 23.81 | 0.1 -125,7
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 4240 0 0.0 0.0-09 346 | 81.60 | 7.4-90,3
Czech Republic 2002 | Fallen | Enfer TSE Kit version 2.0 228 0 NA NA 0 0.0 0.0-24,2
Prionics Check Western test 657 0 NA NA 1 4.39 0.0-5,6
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 51 0 NA NA 0 0.0 0.0-698
Prionics Check Western test 183 0 NA NA 0 0.0 0.0-20,0
2003 | Fallen | Enfer TSE Kit version 2.0 618 0 NA NA 0 0.0 0.0-6,0
Prionics Check Western test 1729 0 NA NA 0 0.0 0.0-21
Prionics-Check LIA test 14 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 231,6
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 151 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 36,3
Prionics Check Western test 413 0 NA NA 1 6.62 0.0-8,9
Prionics-Check LIA test 14 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 231,6
2004 | Fallen | Enfer TSE Kit version 2.0 56 0 NA NA 0 0.0 0.0-63,8
Prionics Check Western test 800 0 NA NA 0 0.0 0.0-4,6
Prionics-Check LIA test 50 0 NA NA 0 0.0 00-71,1
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 5 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-521,8
Prionics Check Western test 39 0 NA NA 0 0.0 0.0-90,3
Prionics-Check LIA test 14 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-231,6
2005 | Fallen Enfer TSE Kit version 2.0 94 0 NA NA 0 0.0 0.0 -38,5
Prionics Check Western test 257 0 NA NA 0 0.0 0.0-14,3
Prionics-Check LIA test 8 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 369,4
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 72 0 NA NA 0 0.0 0.0-75,0
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Prionics Check Western test 15 0 NA NA 1 13.89 | 0.0 -218,0
Prionics-Check LIA test 1 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 975,0
2006 | Fallen | Enfer TSE Kit version 2.0 15 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-218,0
Prionics Check PrioSTRIP 6 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 459,3
Prionics-Check Lia Small Ruminant 3 0 0.0 0.0-707,6 0 0.0 | 0.0-707,6
Prionics-Check Western Small
Ruminant test 38 0 NA NA 0 0.0 0.0-925
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 29 0 NA NA 0 00 |[00-119/4
Prionics-Check LIA test 1 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 975,0
Denmark 2002 | Fallen | Prionics Check Western test 409 0 NA NA 0 0.0 0.0-9,0
Healthy | Enfer-test 30 0 NA NA 0 0.0 0.0 -115,7
Prionics Check Western test 571 0 NA NA 0 0.0 0.0-6,4
2003 | Fallen | Prionics Check Western test 1104 0 NA NA 0 0.0 0.0-3,3
Healthy | Enfer-test 310 0 NA NA 0 0.0 00-11,8
Prionics Check Western test 531 0 NA NA 0 0.0 0.0-6,9
2004 | Fallen Prionics Check Western test 5214 0 NA NA 0 0.0 0.0-0,7
Healthy | Enfer-test 15 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-218,0
Prionics Check Western test 57 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 62,7
2005 | Fallen | Prionics Check Western test 4297 0 NA NA 0 0.0 0.0-0,9
Healthy | Enfer-test 37 0 NA NA 0 0.0 0.0-94,9
Prionics Check Western test 44 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 80,4
Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen
2006 | Fallen | Test Kit, EIA 1912 2 1.05 0.0-3,8 0 0.0 0.0-1,9
Prionics Check Western test 2426 0 NA NA 0 0.0 0.0-1,5
Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen
Healthy | Test Kit, EIA 2440 1 0.41 0.0-23 0 0.0 0.0-1,5
Prionics Check Western test 1250 0 NA NA 0 0.0 0.0-2,9
Estonia 2002 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 18 0 0.0 0.0-185,3 0 0.0 0.0 - 185,3
2003 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 10 0 0.0 | 0.0-308,5 0 0.0 | 0.0-308,5
2004 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 56 0 0.0 0.0 - 63,8 0 0.0 0.0 -63,8
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Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 354 0 0.0 0.0-10,4 0 0.0 0.0 -10,4

2005 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 281 0 0.0 0.0-13,0 0 0.0 0.0-13,0
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 970 0 0.0 0.0-38 0 0.0 0.0-38

2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 415 0 0.0 0.0-8,8 0 0.0 0.0 -8,8
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1988 0 0.0 00-19 0 0.0 0.0-19
Finland 2002 | Fallen | Prionics Check Western test 349 0 NA NA 0 0.0 0.0-10,5
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2053 0 0.0 0.0-1,8 0 0.0 00-1,8

2003 | Fallen | Prionics Check Western test 685 0 NA NA 0 0.0 0.0-5,4
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1989 0 0.0 0.0-1,9 0 0.0 00-1,9

2004 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 807 1 1.24 0.0-6,9 0 0.0 0.0-4,6
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 498 0 0.0 00-74 0 0.0 00-74

2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 902 1 1.11 0.0-6,2 0 0.0 0.0-4,1
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 392 0 0.0 0.0-94 0 0.0 0.0-94

2006 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 672 1 1.49 0.0-8,3 0 0.0 0.0-5,5
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 184 0 0.0 0.0-19,8 0 0.0 0.0-19,8
France 2002 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3873 4 1.03 0.0-2,6 28 7.23 05-10,4
Prionics Check Western test 13570 0 NA NA 76 5.60 04-7,0

Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 14652 11 0.75 0.0-1,3 13 0.89 00-15
Prionics Check Western test 19042 0 NA NA 3 0.16 0.0-0,5

2003 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 5627 7 1.24 0.1-2,6 14 2.49 0.1-4,2
Prionics Check Western test 12997 0 NA NA 27 2.08 0.1-3,0
Prionics-Check LIA test 273 0 NA NA 0 0.0 0.0-13,4

Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 25511 22 0.86 0.1-1,3 10 3.9 0.0-0,7
Prionics Check Western test 18606 0 NA NA 9 0.48 0.0-0,9

Prionics-Check LIA test 193 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 18,9

2004 | Fallen |BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 5207 2 0.38 00-1,4 7 1.34 0.1-28
Enfer-test 119 0 NA NA 0 0.0 0.0-30,5

Prionics Check Western test 5142 0 NA NA 8 1.56 0.1-3,1

Prionics-Check LIA test 1797 0 NA NA 4 2.23 0.1-5,7

Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 8373 7 0.84 00-1,7 4 0.48 00-12
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Enfer-test 21 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-161,1
Prionics Check Western test 2846 0 NA NA 2 0.70 0.0-25
Prionics-Check LIA test 1148 0 NA NA 1 0.87 0.0-4,8
2005 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 7999 5 0.63 0.0-1,5 13 1.63 0.1-2,8
Enfer-test 222 0 NA NA 0 0.0 0.0-16,5
Prionics Check Western test 8130 0 NA NA 13 1.60 0.1-27
Prionics-Check LIA test 5758 0 NA NA 3 0.52 0.0-1,5
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 7554 8 1.06 0.0-2,1 2 0.26 0.0-1,0
Enfer-test 162 0 NA NA 0 0.0 0.0-225
Prionics Check PrioSTRIP 3 0 NA NA 0 0.0 0.0-707,6
Prionics Check Western test 3405 0 NA NA 0 0.0 00-1,1
Prionics-Check LIA test 1057 0 NA NA 1 0.95 0.0-5,3
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 89277 67 0.75 0.1-1,0 67 0.75 0.1-1,0
Enfer-test 1457 0 NA NA 2 1.37 0.0-4,9
Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen
Test Kit, EIA 21762 15 0.69 0.0-1,1 16 0.74 0.0-1,2
Prionics Check Western test 73391 0 NA NA 55 0.75 0.1-1,0
Prionics-Check LIA test 42825 0 NA NA 21 0.49 0.0-0,7
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 172965 | 99 0.57 0.0-0,7 9 0.05 0.0-0,1
Enfer TSE Kit version 2.0 183 0 NA NA 0 0.0 0.0-20,0
Idexx HerdCheck BSE-Scrapie Antigen
Test Kit, EIA 23095 9 0.39 0.0-0,7 1 0.04 0.0-0,2
Prionics Check PrioSTRIP 7 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 409,6
Prionics Check Western test 44158 0 NA NA 9 0.20 0.0-0,4
Prionics-Check LIA test 22903 0 NA NA 2 0.09 0.0-0,3
Great Britain 2002 | Fallen | Prionics Check Western test 903 0 NA NA 7 7.75 0.3-15,9
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 15797 18 1.14 0.1-1,8 17 1.08 0.1-1,7
Prionics Check Western test 14318 0 NA NA 17 1.19 0.1-1,9
2003 | Fallen |BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2759 7 2.54 0.1-5,2 8 2.90 0.1-57
Prionics Check Western test 1300 0 NA NA 4 3.08 0.1-79
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Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 64139 45 0.70 0.1-09 35 0.55 0.0-0,8
Prionics Check Western test 7111 0 NA NA 11 1.55 0.1-2,8
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 4371 4 0.92 0.0-23 12 2.75 0.1-48
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 10588 12 1.13 0.1-20 9 0.85 00-1,6
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 8278 6 0.72 0.0-1,6 26 3.14 0.2-4,6
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 11106 16 1.44 0.1-23 12 1.08 0.1-1,9
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 18864 12 0.64 00-1,1 33 1.75 0.1-25
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 46259 35 0.76 01-1,1 8 0.17 0.0-0,3
Histopathology and/or
Iceland 2002 | Fallen | Immunohistochemistry 10 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-308,5
Histopathology and/or
Healthy | Immunohistochemistry 5538 0 NA NA 0 0.0 0.0-0,7
Histopathology and/or
2003 | Fallen Immunohistochemistry 10 0 NA NA 1 100.00| 0.3 - 445,0
Histopathology and/or
Healthy | Immunohistochemistry 5124 0 NA NA 0 0.0 0.0-0,7
Histopathology and/or
2004 | Fallen Immunohistochemistry 10 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 308,5
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2984 1 0.34 0.0-1,9 2 0.67 00-24
Histopathology and/or
Immunohistochemistry 5779 0 NA NA 0 0.0 0.0-0,6
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 33 0 0.0 0.0 - 105,8 1 30.30 | 0.1 -157,6
Histopathology and/or
Immunohistochemistry 10 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 308,5
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2425 0 0.0 00-15 0 0.0 0.0-15
Histopathology and/or
Immunohistochemistry 866 0 NA NA 0 0.0 0.0-43
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 8 0 0.0 0.0 - 369,4 0 0.0 0.0 - 369,4
BioRad TeSeE Sheep/Goat test 52 0 0.0 0.0 - 68,5 1 19.23 | 0.0-102,6
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2899 0 0.0 00-13 0 0.0 00-13
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BioRad TeSeE Sheep/Goat test 768 0 0.0 0.0-48 0 0.0 0.0-48
Ireland 2002 | Fallen | Enfer-test 5222 0 NA NA 33 6.32 0.4-8,9
Healthy | Enfer-test 54813 0 NA NA 13 0.24 00-04
2003 | Fallen | Enfer-test 2649 0 NA NA 18 6.80 0.4 -10,7
Prionics Check Western test & Prionics-
Check LIA test 199 0 NA NA 0 0.0 0.0-18,4
Healthy | Enfer-test 51588 0 NA NA 9 0.17 0.0-0,3
2004 | Fallen | Enfer-test 8982 0 NA NA 29 3.23 0.2-46
Prionics Check Western test & Prionics-
Check LIA test 650 0 NA NA 8 1231 | 05-24,1
Healthy | Enfer-test 10686 0 NA NA 5 0.47 00-1,1
2005 | Fallen Enfer TSE Kit version 2.0 9220 0 NA NA 21 2.28 0.1-3,5
Prionics Check Western test & Prionics-
Check LIA test 1154 0 NA NA 0 0.0 0.0-3,2
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 10689 0 NA NA 1 0.09 0.0-05
2006 | Fallen | Enfer TSE Kit version 2.0 12492 0 NA NA 34 2.72 0.2-3,8
Prionics Check Western test & Prionics-
Check LIA test 1185 0 NA NA 2 1.69 0.0-6,1
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 41677 0 NA NA 9 0.22 0.0-04
Italy 2002 | Fallen |BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 98 0 0.0 0.0 - 36,9 0 0.0 0.0-36,9
Enfer-test 1 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 975,0
Prionics Check Western test 2630 0 NA NA 15 5.70 0.3-9,4
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1814 0 0.0 0.0-2,0 3 1.65 0.0-4,8
Enfer-test 316 0 NA NA 3 949 | 0.2-275
Prionics Check Western test 18375 0 NA NA 14 0.76 00-1,3
2003 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 12 0 0.0 0.0 - 264,6 0 0.0 0.0 - 264,6
Enfer-test 190 0 NA NA 1 5.26 | 0.0-29,0
Prionics Check Western test 4820 0 NA NA 12 2.49 0.1-43
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 217 0 0.0 0.0-16,9 0 0.0 0.0-16,9
Enfer-test 4435 0 NA NA 3 0.68 0.0-2,0
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Prionics Check Western test 30212 0 NA NA 11 0.36 0.0-0,7
2004 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 311 0 0.0 00-11,8 0 0.0 0.0-11,8
Enfer-test 1368 0 NA NA 2 1.46 0.0-5,3
Prionics Check Western test 3229 0 NA NA 0 0.0 0.0-2,2
Prionics-Check LIA test 459 0 NA NA 2 0.62 0.0-8,0
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 184 0 0.0 0.0-19,8 0 0.0 0.0-19,8
Enfer-test 3548 0 NA NA 3 0.85 0.0-25
Prionics Check Western test 11357 0 NA NA 0 0.0 0.0-1,0
Prionics-Check LIA test 1868 0 NA NA 5 0.44 0.0-20
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 6295 2 0.32 0.0-1,1 13 2.07 0.1-35
Enfer-test 685 0 NA NA 1 1.46 0.0-8,1
Prionics Check Western test 372 0 NA NA 1 0.96 0.0-9,9
Prionics-Check LIA test 1046 0 NA NA 0 0.0 0.0-5,3
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 9622 4 0.42 00-1,1 3 0.31 0.0-0,9
Enfer-test 1979 0 NA NA 2 1.01 0.0-3,6
Prionics Check Western test 471 0 NA NA 1 0.46 0.0-7,8
Prionics-Check LIA test 2153 0 NA NA 0 0.0 0.0-2,6
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 7122 4 0.56 00-14 25 3.51 0.2-5,2
Enfer-test 857 0 NA NA 0 0.0 0.0-4,3
Prionics-Check LIA test 1248 0 NA NA 2 1.60 0.0-5,8
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 27632 12 0.43 0.0-0,8 7 0.25 0.0-05
Enfer-test 5939 0 NA NA 1 0.17 0.0-0,9
Prionics-Check LIA test 5182 0 NA NA 5 0.96 0.0-23
Lithuania 2002 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 10 0 0.0 0.0 - 308,5 0 0.0 | 0.0-308,5
Enfer-test 8 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 369,4
Histopathology and/or
Immunohistochemistry 2 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 841,9
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 18 0 0.0 | 0.0-1853 0 00 | 0.0-1853
Enfer-test 14 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-231,6
Histopathology and/or 7 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-409,6
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Immunohistochemistry

2003 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 31 0 0.0 0.0-112,2 0 0.0 0.0-112,2
Enfer-test 4 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-602,4
Histopathology and/or
Immunohistochemistry 4 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 602,4
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 33 0 0.0 | 0.0-105,8 0 0.0 | 0.0-105,8
Enfer-test 4 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 602,4
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 191 0 0.0 0.0-19,1 0 0.0 0.0-19,1
Enfer-test 3 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 707,6
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 28 0 0.0 0.0-1234 0 0.0 | 0.0-1234
Enfer TSE Kit version 2.0 49 0 NA NA 0 0.0 0.0-725
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 457 0 0.0 0.0-38,0 0 0.0 0.0-8,0
Enfer TSE Kit version 2.0 489 0 NA NA 0 0.0 00-75
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 120 0 0.0 0.0 -30,3 0 0.0 0.0 - 30,3
Enfer TSE Kit version 2.0 56 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 63,8
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1104 0 0.0 0.0-3,3 0 0.0 0.0-3,3
Enfer TSE Kit version 2.0 721 0 NA NA 0 0.0 0.0-5,1
Netherlands 2002 | Fallen |Prionics Check Western test 3864 0 NA NA 12 3.11 0.2-54
Healthy | Prionics Check Western test 19642 0 NA NA 27 1.37 0.1-2,0
2003 | Fallen Prionics Check Western test 3994 0 NA NA 7 1.75 0.1-3,6
Healthy | Prionics Check Western test 20944 0 NA NA 44 2.10 02-28
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1000 0 0.0 0.0-3,7 2 2.00 0.0-7,2
Prionics Check Western test 10134 0 NA NA 26 2.57 0.2-38
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1000 0 0.0 0.0-37 1 1.00 0.0-5,6
Prionics Check Western test 8851 0 NA NA 12 1.36 0.1-24
2005 | Fallen | Prionics Check Western test 10192 0 NA NA 24 2.35 0.2-35
Prionics-Check Western Blot modified 7541 1 0.13 0.0-0,7 19 2.52 0.2-3,9
Healthy | Prionics Check Western test 9111 0 NA NA 14 1.54 0.1-2,6
Prionics-Check Western Blot modified 5988 1 0.17 0.0-0,9 11 1.84 0.1-3,3
2006 | Fallen Prionics Check Western test 5501 0 NA NA 13 2.36 0.1-4,0

321



Annexes

Prionics-Check Western Small
Ruminant test 1544 0 0.0 0.0-24 3 1.94 0.0-5,7
Healthy | Prionics Check Western test 3839 0 NA NA 4 1.04 00-27
Prionics-Check Western Small
Ruminant test 2490 0 0.0 0.0-15 1 0.40 0.0-2,2
Northern Ireland 2002 | Fallen | Enfer-test 519 0 NA NA 0 0.0 00-7,1
Healthy | Enfer-test 1438 0 NA NA 0 0.0 0.0-2,6
2003 | Fallen | Enfer test and BioRad TeSeE 1067 0 NA NA 1 0.94 0.0-5,2
Healthy | Enfer test and BioRad TeSeE 1268 0 NA NA 0 0.0 0.0-2,9
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 725 0 0.0 0.0-5,1 0 0.0 0.0-5,1
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 715 0 0.0 0.0-5,1 0 0.0 0.0-5,1
2005 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1489 0 0.0 0.0-25 1 0.67 0.0-3,7
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 710 0 0.0 0.0-5,2 2 282 | 0.0-10,1
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2341 1 0.43 0.0-24 2 0.85 0.0-31
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2716 1 0.37 0.0-2,0 0 0.0 00-14
Norway 2002 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1822 3 1.65 0.0-438 0 0.0 0.0-2,0
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 13552 3 0.22 0.0-0,6 0 0.0 0.0-0,3
2003 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3357 8 2.38 0.1-47 0 0.0 00-1,1
Histopathology and/or
Immunohistochemistry 6 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 459,3
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 33523 5 0.15 0.0-0,3 0 0.0 0.0-0,1
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3367 4 1.19 0.0-3,0 0 0.0 00-1,1
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 10462 8 0.76 0.0-1,5 0 0.0 0.0-04
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3622 1 0.28 00-15 0 0.0 0.0-1,0
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 10889 2 0.18 0.0-0,7 0 0.0 0.0-0,3
2006 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 104 0 0.0 0.0 - 34,8 0 0.0 0.0 - 34,8
BioRad TeSeE Sheep/Goat test 4492 4 0.89 0.0-23 1 0.22 0.0-1,2
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 657 0 0.0 0.0-5,6 0 0.0 0.0-5,6
BioRad TeSeE Sheep/Goat test 9653 4 0.41 00-1,1 0 0.0 0.0-04
Portugal 2002 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 318 0 0.0 0.0-11,5 0 0.0 00-115
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Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1276 0 0.0 0.0-29 0 0.0 0.0-29
2003 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 278 0 0.0 0.0-13,2 0 0.0 0.0-13,2
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 10801 1 0.09 0.0-05 0 0.0 0.0-0,3
2004 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1336 2 1.50 0.0-54 0 0.0 0.0-2,8
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 42753 26 0.61 0.0-09 0 0.0 0.0-0,1
2005 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 20981 25 1.19 0.1-1,8 0 0.0 0.0-0,2
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 51285 32 0.62 0.0-0,9 0 0.0 0.0-0,1
2006 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 8880 11 1.24 0.1-22 0 0.0 0.0-0,4
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 53748 52 0.97 0.1-1,3 0 0.0 0.0-0,1
Slovenia 2003 | Fallen | Enfer TSE Kit version 2.0 201 0 NA NA 0 0.0 0.0-18,2
Prionics Check Western test 315 0 NA NA 0 0.0 00-11,6
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 51 0 NA NA 0 0.0 0.0-69,8
2004 | Fallen Enfer TSE Kit version 2.0 834 0 NA NA 12 14.39 | 0.7-25,0
Prionics Check Western test 93 0 NA NA 0 0.0 0.0-38,9
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 140 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 26,0
2005 | Fallen Enfer TSE Kit version 2.0 1599 0 NA NA 37 23.14 | 1.6-31,8
Prionics Check Western test 164 0 NA NA 1 6.10 | 0.0-335
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 215 0 NA NA 0 0.0 0.0-17,0
Prionics Check Western test 9 0 NA NA 0 0.0 | 0.0-336,3
2006 | Fallen Enfer TSE Kit version 2.0 1123 0 NA NA 10 8.90 0.4-16,3
Healthy | Enfer TSE Kit version 2.0 77 0 NA NA 0 0.0 0.0 - 46,8
Sweden 2002 | Fallen BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 1259 0 0.0 0.0-29 0 0.0 0.0-2,9
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3992 0 0.0 0.0-0,9 0 0.0 0.0-0,9
2003 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2974 2 0.67 00-24 0 0.0 00-12
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 5176 2 0.39 00-14 0 0.0 0.0-0,7
2004 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3050 2 0.66 00-24 0 0.0 00-12
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 166 0 0.0 0.0-22,0 0 0.0 0.0-22,0
2005 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3176 1 0.31 0.0-1,8 0 0.0 0.0-1,2
Healthy | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 2 0 0.0 0.0 - 841,9 0 0.0 0.0 - 841,9
2006 | Fallen | BioRad Platelia test and BioRad TeSeE 3712 3 0.81 0.0-24 0 0.0 0.0-1,0
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Histopathology and/or
Switzerland 2002 | Fallen Immunohistochemistry 53 NA NA 0.0 0.0-67,2
Histopathology and/or
2003 | Fallen Immunohistochemistry 28 NA NA 0.0 0.0-123,4
Prionics-Check Western Small
Ruminant and BioRad TeSeE
2004 | Fallen | Sheep/Goat test 2372 0.84 0.0-3,0 0.0 0.0-1,6
Healthy | BioRad TeSeE Sheep/Goat test 16774 0.06 0.0-0,3 0.06 0.0-03
Prionics-Check Western Small
Ruminant test 16568 0.12 0.0-0,4 0.0 0.0-0,2
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Questionnaire de I'enquéte cas-témoins

Guestionnaire denguéte n*

ETUDE DES FACTEURS DE RISQUE

DE LA TREMBLANTE ATYPIQUE

Raison sociale ou nom de exploitant

Date de visite |_|_| 2007

Campagne de naissance de I'animal référence « Cy »

=) {1

ALEHEE FRAHCASE
o0 wcumiT warams s e o B
v

METTIED
i e
T b6 Ly SR

ATTEMTION & HECOMMENCER A RENSEIGHER LE QUESTIONMAIRE QU AFRES AWOIR RENSEIGHE L&
FCHE INTITULEE "FISHE DOINCLUSION" ]

» INFORMATIONS SUR L"ELEVAGE
1. FORMATION

AVEZ-V0US (DU N 08 W05 A5500IE3) Ui une fomation agrichie de miveau bac |professionnel
o gEneral) ou U niveau pius &ieve 7

ou O Mon O
2. AWMEE DE DEBUT D'EXPLOITATION DU TROUFEAU
Dspeis QuUElS GRNES VLS DCCUPEZ-WOUS 08 CE troupeay 7
3. ORMENE DU TROUPEAL
Cuele g51'orging ou MOUpEaU 7 (FUSIEWNS /B00TSEs SOSSIeS) )
Familae O Exierieure dla famile O

4. RACES PRESENTES
41 Quelles 5o Ies races prasentes dans le toupeau
|5 phus de £ races DUPES DU CROSSSS BONT presemes, nindiguer gus e plus freguentss)

42 Quelle est la dominanie raciie du ioupsau T

» DOMNMEES STRUGTURELLES

5. MOMERE DE FEMELLES REFRODUCTRICES
ComDien avez-vous mis de femeles 3 ka reproduction lors o |3 Camiegne Cis 108 @
Campagne Cy 7

COMEer SEpANEmENt ks brebis (emeles ayanm 343 mis bas) 2 les agneles ffemeles rayant
DS ENcone mis as).

51 Campagne Cise Brebis Agneles
52 Campagne Cy Brebis Agneles

6. MOMERE DE REFORMES
Comiien avez-vous refonme de femedies ayant d&ia mis bas durant |3 Campaone Coae 7
7. MOMERE DE MORTS
Comiien de semeles ayant 483 mis bas somt morks dumant i@ Campagne Coxs?
ETLDE DES FACTELSH [ FiSaL 06 L TREMALANTE AT Fiy e
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9.

13, Suivi D"ELEVAGE

PRODUCTION

VOCATHIN DE L'ELEVAGE

81 Quelle 2t | vocation commenziaie de Fexpioiiaion pour |3 Campagne Cy 7
Laitizre jou fromagere) O Alaitamz O Mgz O

fenrpadstene g e iospea]

5.2 Cuele &ait I3 wooation commeriaie ge Fexpioiadon pour & Campagne Cims?
Laitizre jou fromagere) O Alaitamz O Mgz O
fenrpadstene g e iospea]

Lo oo |

5.3 5 vous aveZ change, au cours de queils Campagne 3 = lisu e changeman: 7

VENTE DE REFRODUGTEURS
Entre |2 38t 0 |3 Campagne Gy &f |3 ¥ 08 k3 Campagne Cos, SVEZVOUS VENdU des
reprodusieurs 7

RAPONCEZ 21 5 UNe 05 propasitions sufvanies est verifise

Enitre e 28U 02 13 Campagne Gy et 1a 1 g8 3 Campagne Coxs, AVEZ-VouS Sail Fobiet ohun
suivi delzage 7

H—'-;-:mez 2u1 =i un= ges propasitions suivanies est wenifise -
Wous avez paricpe au coninils aiter
*  Vious aver parfcpe a un =Lr..11a:,nnq.|eelen:rm1q£'
*  ioUS SveZ pa'iu:pea un sufvi sanitaire -:Epe-ron"srna
*+  Vous avez parECpE 3 une aute Soeme réguise daudit/ conseil

ou O Mo O
¢ INTRODUCTIONS ET CONTACTS
14, ACHATS DE MALES
141 Entre Iz o2out de 13 Campagna S, et 1 n d2 [3 Campagne Coes, VEZ0US SCNE5E dE5
males ¥
FEDONCET S 51 WOUS JVEZ ACNEtE, DOUT 3 MEproaucton, 025 agneaus males, des antenais ou
des beiers.
ou O Mon O

»  VOUS aveZ vendu 3 plusiewrs reprizes des oving (méles ou femelles) 3 ces
SEyages ou 025 JOUPEMENS DOUF k3 reproduction ;
»  WOUS IVEZ ENMOVE 085 aNiMaUE en cenire ge sslecion.

14.2 5i gul, de combien dalevages dfénents provenaent-is 7 [penode Cy— Cal

L1 |

ou O Mo O .
143 Entout, combien avez-vous achete de makes pendant s Campagnes S 2 Come T 1 |
10, GROUPEMENT DE FRODUCTEURS
101 Entre |z out g2 3 Campagne o e 12 1 02 13 Campagre Coue, VEZV0US EIE 15. ACHATS DE FEMELLES
adnenent dun groupsment de producieurs 7 151 Entre |2 detut de fa Campagne Co et 3 40 d2 13 Campagne Caee, SVET-V0US 3CTEE 085
ou O Mon O femelies 7
102 5i qu), Tequel Jesquels) (INSETE 8 neT BEE ROUPETENTF ST 535 08 changamen o8 REpONCEZ DU S WOUS 3VEE Achets, pour |3 reprosucton, des agneles, des amenaises ou des
EVTY SN GrODSmENT e DROSUCIELS MERE 125 JRUT IS £ NS5 REfer P e Seche) NS,
ou O Mo O
L v v v v | _
152 5i o, de combien delevages diferents provenaent-elies 7 (peniode Gy —
| N I S I S I S [ S S S [N [N NN | | 155 En tout, combeen avez-wous achete de femelles pendant les Campagnes Caosel Can ? 1 |
| N I N T I — 1 1 1 | 1| | 16. CONTALTE GOCASIOMRELS
f @il eu des confacts oocasionnels aves dauines roupeau enfe e debut de la Campagne
Cyetladn dzla Cam| Came 7
T N T T N N T T Y A A R R BRI - = AP
11, AGRICHLTIRE BIGLOSGUE N E—";l:ﬂI-E 2u1 =i une des proposilions suivanies est et venfiss
Entre | g8t 0 13 Campsgne Cy et 3 in fe k3 Campagne Caws, VEZ-VUS €03 En aghicufue D= animaix de wolre iroupeay sont partis en trenshumance avec des animau
DiCdoGiUE 0 £%E5-V00S BN COUTS 02 CoNversion vers Fagricufure binkgiqua 7 provenant Fauines Ioupeaus ;
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Etudes épidémiologiques de la tremblante atypique ovine

La tremblante atypique a été découverte suite a I'intensification du dépistage des encéphalopathies
spongiformes transmissibles des petits ruminants. Les premiers éléments disponibles suggéraient
que cette forme pourrait ne pas étre d’origine infectieuse, a la différence de la forme classique de
tremblante. Cette nouvelle forme a soulevé des questions sur sa dangerosité pour I’homme et
Ianimal et ses conséquences éventuelles sur l'efficacité des programmes de lutte contre la
tremblante.

L’objectif global de la these, était de décrire la situation épidémiologique de la maladie chez les
ovins et d’en explorer les facteurs de risque. Nous avons entrepris une étude descriptive des
résultats de la surveillance de la tremblante en France et en Europe, une exploration des facteurs
de risque liés aux pratiques d’élevage et a la génétique ainsi qu'une étude de I'agrégation des cas sur
le plan géographique et dans les troupeaux atteints. Dans la plupart des cas nous avons comparé
nos résultats a ceux obtenus pour la tremblante classique.

Ces études ont montré que la tremblante atypique avait une prévalence assez homogéne entre les
différentes sous-populations comparées, de 'ordre de six cas pour dix mille animaux testés, ce qui
contrastait avec les résultats pour la tremblante classique, nettement plus variables. Les facteurs de
risque génétique étaient marqués et aucun facteur de risque évoquant une origine infectieuse de la
maladie n’a été identifié. De plus, la prévalence de la tremblante atypique n’était pas différente
dans les troupeaux atteints et dans la population générale et les cas n’avaient pas tendance a
s’agréger. Ces résultats confortent I'idée que la tremblante atypique est peu ou pas contagieuse, ce
qui est compatible avec une origine non infectieuse.

Mots-clés : EST, tremblante atypique, tremblante classique, prion, ovin, épidémiologie, médecine
vétérinaire, épidémiosurveillance

Epidemiological studies on ovine atypical scrapie

Atypical scrapie was discovered following the intensification of transmissible spongiform
encephalopathy screening in small ruminants. The first evidences suggested that it could have a
non infectious origin conversely to classical scrapie. This new type of scrapie raised questions on
its dangerousness for men and animals and on its possible consequences on the efficacy of the
scrapie control programs.

The overall aim of the thesis was to describe the epidemiological situation of the disease in ovine
and to describe the risk factors. We undertook a descriptive study based on surveillance data in
France and in Europe, an exploratory study of the risk factors at the farm level and towards
genetic risk and we studied the clustering of cases in space and in positive flocks. In most
circumstances we compared our results with classical scrapie.

The results of these studies were that atypical scrapie prevalence was quite similar between the
different subpopulations compared, around six cases per ten thousands of animals tested, in
contrast with classical scrapie which varied more. The genetic risk factors were strong and no risk
factor associated with an infectious origin was identified. In addition the prevalence of atypical
scrapie in positive flocks was not different from the prevalence in the general population and cases
did not tend to cluster. These results supported the idea that atypical scrapie is not or hardly
contagious which is compliant with a non infectious origin.

Keywords: TSE, atypical scrapie, classical scrapie, prion, ovine, epidemiology, veterinary medicine,
epidemiological surveillance,
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