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Résume

Contexte

La borréliose constitue 1’infection transmise par les tiques la plus fréquente dans I’hémisphére Nord. Elle touche
tant I’homme que plusieurs espéces animales dont les chevaux. Les interactions complexes entre 1’agent
pathogene, Borrelia burgdorferi spp, le vecteur, principalement Ixodes ricinus en Europe, et la grande variété
d’hdtes potentiels ainsi que l’influence de facteurs climatiques et non climatiques sur ces interactions
argumentent en faveur de la nécessité de mettre en place une collaboration interdisciplinaire pour la surveillance
et la prévention. Du fait que les chevaux et les hommes partagent souvent le méme habitat, les données
épidémiologiques collectées chez les chevaux pourront s'avérer utiles pour évaluer les facteurs de risques de la
maladie de Lyme chez ’homme. Le manque de cas cliniques documentés chez les chevaux ainsi que le manque
de symptdmes cliniques spécifiques font de cette maladie un véritable défi sur le plan diagnostique pour les
vétérinaires. Les tests sérologiques sont pour cette raison des outils précieux.

Objectifs

L’objectif de notre étude était de fournir des données épidémiologiques fiables concernant la séroprévalence de
Borrelia burgdorferi chez les chevaux vivant en Wallonie et d’évaluer la valeur diagnostique des tests
sérologiques couramment utilisés (IF et ELISA) de fagon & promouvoir une interprétation critique des résultats
positifs. Un diagnostic erroné de borréliose va en effet avoir des conséquences néfastes tant pour le cheval que
pour la santé publique en terme de la menace que cela représente pour le développement de 1’antibiorésistance.
En essayant de promouvoir I’utilisation appropriée des tests sérologiques nous souhaitons Promouvoir
I’utilisation raisonnée des antibiotiques.

Matériel et méthode

Nous avons réalisé une étude de séroprévalence sur un échantillon de 303 sérums prélevés entre avril 2014 et
avril 2016 chez des chevaux vivant en Wallonie qui n’avaient pas présenté de signes cliniques suspects de
maladie de Lyme au cours des 12 derniers mois. Dans un second temps nous avons évalué la valeur diagnostique
des tests ELISA et IF en comparant les résultats de 100 sérums avec les résultats du test western blot, utilisé
comme standard de référence. Dans la troisiéme partie nous avons évalué I’'impact de 4 stratégies diagnostiques
de prise en charge de chevaux suspects de borréliose et nous avons évalué les conséquences en termes de codt
pour le propriétaire et en termes de consommation en antibiotiques en mettant ’accent sur la réduction
d’antibiotiques non justifiés.

Conclusions

Une séroprévalence de 22% a été observée sur notre échantillon avec un effet significatif de 1’age du cheval sur
la séroprévalence (p-valeur=0.02). Aucune association significative n’a pu étre mise en évidence entre la
prévalence d’anticorps Borrelia burgdorferi et la province ol résidaient les chevaux, ni entre la séroprévalence
et le mois ou I’année de prélévement. Lors de 1’évaluation de la valeur diagnostique des tests sérologiques nous
avons pu observer que les tests ELISA et IF avaient tous les deux une bonne sensibilité et qu’ils sont de ce fait
adaptés comme test de premiére ligne. Leur spécificité est par contre trop basse pour pouvoir se fier sur ces tests
pour confirmer un diagnostic de maladie de Lyme. Un deuxiéme test plus spécifique (WB) est nécessaire pour
confirmer les résultats positifs. Par rapport a I’utilisation raisonnée des antibiotiques on a pu observer une
diminution possible de 47% d’antibiotiques non justifiés lorsqu’on choisit la stratégie des deux tests.

Mots-clés
Maladie de Lyme- séroprévalence- valeur diagnostique- utilisation raisonnée des antibiotiques



Abstract

Background

Lyme borreliosis is the most prevalent tick-borne infection in the northern hemisphere affecting both humans
and animals including horses. The complex interactions between the pathogen, Borrelia burgdorferi spp , the
vector, mainly Ixodes ricinus in Europe and the widespread range of hosts, as well as the impact of several
climatic and non-climatic factors affecting these interactions support the necessity of interdisciplinary
collaboration for surveillance and prevention. Because humans and horses commonly share the same habitat the
epidemiological data collected in horses can be potentially usefull for assessing risk factors for human
borreliosis. Unfortunately, the lack of documented clinical cases and the lack of specific symptoms in horses
make diagnosis a challenging task for veterinarians. Antibody testing is for these reasons a valuable tool.

Objectives

The objective of our study was to provide accurate data concerning the prevalence of Borrelia burgdorferi
antibodies in horses living in the Southern part of Belgium as well as to assess diagnostic value of the commonly
used serological tests (IF and ELISA) in order to promote critical interpretation of positive test results. An
invalid diagnosis of Lyme disease will indeed have negative consequences for the horse as well as for public
health regarding to the threat this represents for antibiotic resistance. By arguing adapted use of serologic testing
we intended to promote rational use of antibiotics.

Material and method

We conducted a prevalence study on a sample of 303 serums collected between April 2014 and April 2016 from
horses living in Wallonia who hadn’t presented any clinical symptom suggestive of Lyme disease in the past 12
months. Secondly we assessed the diagnostic value of the two most commonly used serologic tests ELISA and
IF, by comparing the test results of 100 serums with the results of a western blot test, used for the purpose as
reference standard. In the third part we evaluated the impact of 4 different diagnostic strategies and evaluated the
outcome in terms of cost for the owner and antibiotic consumption with emphasize on preventing unnecessary
use of antibiotics.

Conclusions

A seroprevalence of 22% was observed in our sample with an evidence of age related effect (p-value=0.02). No
significant effect of location neither year or month of sampling could be observed on the prevalence of Borrelia
burgdorferi antibodies. When evaluating diagnostic value of serological tests we could observe that IF and
ELISA tests both perform well regarding to sensitivity and are adapted tests when used as first step testing.
Their specificity is too low to be able to be confident in these tests to confirm Lyme disease in horses. A second
more specific test (western blot) is necessary to confirm the positive results. With regard to rational use of
antibiotics we could observe a possible decrease of 47% of non-appropriate antibiotic use when choosing for a
two-step strategy.

Keywords

Lyme disease-seroprevalence-diagnostic testing-rational antibiotic use
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Introduction

La maladie de Lyme est une zoonose majeure et elle constitue la maladie transmise a I’homme par les
tiques la plus fréquente dans 1’hémisphére Nord et en Europe (European Concerted Action on Lyme
Borreliosis 2016, Pritt et al. 2016, van den Wijngaard et al. 2015). L’agent pathogéne est un
spirochéte appartenant au complexe Borrelia burgdorferi sensu lato. 1l est maintenu dans un cycle
naturel d’infection qui implique le vecteur, principalement Ixodes ricinus en Europe (Bleyenheuft et
al. 2015, Richard et Oppliger, 2015), et de trés nombreuses especes hétes qui peuvent étre des
mammiféres, des oiseaux, ou des reptiles (Butler et al. 2005, Heylen et al. 2015). Parmi ces hétes,
certains jouent un role de réservoir, assurant ainsi la persistance de Borrelia burdorferi dans les zones
endémiques (Perez et al. 2012, Rizzoli et al. 2011). De par la complexité des interactions entre 1’agent
pathogeéne, le vecteur et les espéces hotes ainsi qu’en raison de I’influence de nombreux facteurs
biotiques et non biotiques dans la distribution du vecteur et des espéces hotes (Linard et al. 2007,
Medlock et al. 2013), I’approche des facteurs de risques de la maladie de Lyme dans 1’optique « one
health » est essentielle.

La maladie de Lyme est une maladie inflammatoire multisystémique causée par la réponse immune de
I’organisme a 1’agent pathogeéne (Rizzoli et al. 2011). Ses conséquences du point de vue médical et
¢conomique peuvent étre lourdes. L’impact, en terme de morbidité ou de consommation de tests de
laboratoires et/ou d’antibiotiques pas toujours justifiés, fait depuis quelques années 1’objet de
nombreuses études (Johnson 2011, Lohr et al. 2015, van den Wijngaard et al. 2015, Vourc’h et al.
2016). Cette pathologie fait également 1’objet d’une attention croissante en santé publique ces
derniéres décennies en raison de I’augmentation de la prévalence décrite chez ’homme dans certains
pays européens, alors que dans d’autres pays elle est considérée comme stable (Bleyenhauft et al.
2015 ; Obsomer et al. 2013). Dans ce contexte, il est primordial de rassembler un maximum
d’informations épidémiologiques utiles a 1’évaluation du risque d’exposition et a la mise en place de
programmes de prévention (Braks et al. 2014). De nombreuses données épidémiologiques sont
disponibles pour I’Europe et la Belgique. Ces informations permettent d’évaluer la répartition spatiale
du risque d’exposition. Elles ont des implications importantes pour définir les priorités d’action en
termes de santé publique (Braks et al. 2014, Linard et al. 2007, Medlock et al. 2013). Les données de
séroprévalence chez les chiens et chez les chevaux et 'utilit¢ de ces espéces comme espeéces
sentinelles a été proposée par plusieurs auteurs (Bryan et al. 2011, Claerebout et al. 2013, Goossens et
al. 2001, Little et al. 2010, Wagner et al. 2012). 1l n’existe, a notre connaissance, aucune étude
réalisée pour évaluer la séroprévalence des anticorps Borrelia burgdorferi chez les chevaux résidant en
Wallonie. Par contre, elle a été étudiée en 2006 chez les chevaux vivant dans le Nord de la Belgique
par Moyaert et al. Le premier objectif de cette étude est d’étudier la séroprévalence de la borréliose

chez les équidés vivant dans le Sud du pays.



De par la complexité et la diversité des symptdmes, le diagnostic de la maladie de Lyme est sujet a de
nombreuses controverses tant en médecine humaine (Aguero-Rosenfeld et Wormser 2015, Perronne
2014) qu’en médecine vétérinaire (Greene et al. 2012), et particulierement en médecine équine ou de
nombreux chevaux sont séropositifs mais ne présentent que rarement des signes cliniques (Reed et
Toribio 2004). Une approche largement répandue sur le terrain mais peu justifiable scientifiquement
consiste, vu I’absence de signes cliniques spécifiques, a réaliser un test sérologique de premicre ligne,
de type ELISA ou immunofluorescence (IF), chez les chevaux suspects de borréliose et de mettre en
place une antibiothérapie de longue durée suite aux résultats d’un test sérologique positif pour lesquels
aucun test de confirmation n’a été réalisé. L’ objectif de la deuxiéme partie de ce travail est d’évaluer
les paramétres de validité diagnostique des tests ELISA et IF par rapport au western blot (WB), qui
sera utilisé comme standard de référence dans 1’é¢tude comparative. Les tests sérologiques constituent
en effet une précieuse aide au diagnostic mais il est essentiel d’interpréter les résultats de fagon

critique pour éviter d’instaurer des traitements antibiotiques non justifiés.

L’impact joué par I’utilisation d’antibiotiques en médecine vétérinaire sur le développement de
I’antibiorésistance et ses conséquences en santé publique est régulierement pointé du doigt
(Chantziaras et al. 2014, Grave et al. 2012, Mc Ewen 2012, Office International des Epizooties 2016,
von Wintersdorff et al. 2016). Il est donc légitime de se poser la question de la pertinence du
traitement antibiotique administré aux chevaux suspects de borréliose en ’absence de test de
confirmation. La troisiéme partie de ce travail a pour objectif de promouvoir I'utilisation raisonnée des
antibiotiques chez les chevaux suspects de maladie de Lyme en apportant a travers une analyse
colt/bénéfice une aide a mettre en place pour assurer la meilleure stratégie face a un cheval suspect de

maladie de Lyme.

Les résultats de ce mémoire sont dés lors présentés sous forme d’un ensemble cohérent de trois

études :

Dans la premiére partie du travail, la séroprévalence des anticorps Borrelia burgdorferi chez des

chevaux n’ayant pas présenté de signes cliniques de borréliose et vivant en Wallonie a été évaluée.

Dans la deuxieme partie de ce travail, les paramétres de performance diagnostique (sensibilité,
spécificité, valeur prédictive positive et négative) des deux tests sérologiques de premiére ligne les
plus couramment utilisés en Belgique pour le diagnostic de la maladie de Lyme chez les chevaux

(ELISA et IF) ont été évalués en utilisant le WB comme standard de référence.

Dans la troisieme partie ont été analysées a 1’aide d’un arbre décisionnel les conséquences de
différentes stratégies diagnostiques possibles face a des chevaux suspects de maladie de Lyme, afin

d’essayer de dégager la meilleure stratégie d’un point de vue cotlit/bénéfice.



Cadrage théorique

1. Agent pathogene, hétes et vecteur

L’agent pathogéne responsable de la maladie de Lyme est un spirochéte appartenant au complexe
Borrelia burgdorferi sensu lato qui ne comprend pas moins de 18 génotypes différents (Rizzoli et al.
2011). Borrelia afzeli et Borrelia garinii sont les principales espéces pathogénes chez I’homme en
Europe, mais d’autres espéces comme Borrelia burgdorferi sensu stricto, qui est la principale souche
responsable de la maladie de Lyme en Amérique du Nord, sont également présentes en Europe
(European Centre for Disease Prevention and Control 2016). Au moins 9 espéces sont décrites comme
¢tant potentiellement pathogeénes pour I’homme et pour différentes espéces domestiques dont les
chevaux, les chiens, les bovins, ou encore les chats méme si ces derniers semblent plus résistants a
I’infection (Greene et al. 2012, Lapin et al. 2015, Pritt et al. 2016). Les espéces qui sont pathogenes
tant pour I’homme que pour le cheval sont Borrelia afzeli, Borrelia burdorferi sensu stricto et Borrelia
lusitaniaei (Passamonti et al. 2015, Reed et Toribio 2004, Veronesi et al. 2012). Le terme de maladie
de Lyme est utilisé depuis la publication en 1982 par Burgdorferi et al. d’un cas documenté chez un
adolescent dans la ville de Old Lyme (Connecticut), confirmé par 1’isolement de I’agent pathogéne.
La maladie était cependant décrite en Europe depuis les années 1880 sous différents noms dont
I’érythéme migrans (ECDC 2016).

La persistance de Borrelia burdorferi dans les zones endémiques est assurée par des hotes réservoirs,
définis comme les espéces capables de transmettre 1’agent pathogéne a un vecteur compétent (Butler et
al. 2005). En Europe, les especes décrites comme étant des hdtes réservoirs compétents sont
principalement les petits rongeurs (les souris, les musaraignes, les hérissons, les écureuils, les lapins)
ainsi que certains reptiles (ex. les lézards) et différentes especes d’oiseaux telles les passercaux (
Gassner et al. 2013, Heylen et al. 2015, Pérez et al. 2012, Rizzoli et al. 2011). Ces derniers
n’interviennent pas seulement comme réservoir de 1’agent pathogeéne. En effet, des études ont
démontré que le comportement et la réaction physiologique des oiseaux pouvait favoriser la
transmission, d’une part par la dispersion géographique du vecteur et de 1’agent pathogéne, et d’autre
part, par des mécanismes de compensation observés chez les oiseaux infectés qui influencent
positivement la survie de ces derniers et la transmission aux tiques non infectées (Heylen et al. 2015).
Selon plusieurs auteurs, certains grands mammiferes tels que les cervidés pourraient aussi jouer un
role en tant qu’hdtes réservoirs (Pichon et al. 1999, Gassner et al. 2013, Vourc’h et al. 2016) mais ce
role est controversé. Rosef et al. (2009) ont mis en évidence une diminution du taux d’infection des
tiques par Borrelia burgdorferi dans les régions ou la densité en cervidés était la plus grande et ils

expliquent ce phénoméne par le rble de porteurs incompétents joué par les cervidés (Rosef et al.
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2009). Il est, en effet, généralement admis que le niveau d’infection serait trop faible chez les grands
ruminants pour transmettre les spirochetes aux tiques (Greene et al. 2012). Les cervidés, par le fait
qu’ils sont un des hoétes principaux du stade adulte des tiques, jouent en tous cas un role indirect
important sur le maintien de la population de tiques dans les zones endémiques (Linard et al. 2007,
Braks et al. 2014). Des associations sont décrites entre les espéces de Borrelia et les especes-cibles de
leurs hotes réservoirs. Borrelia burgdorferi sensu stricto et Borrelia afzeli sont surtout associés aux
rongeurs. D’autres espéces sont par contre associées aux oiseaux (Borrelia garinii et Borrelia
valaisiana), aux reptiles (Borrelia lusitaniae) ou aux hérissons (Borrelia spielmanii) (Rizzoli 2011,
Siers et al. 2009). Certaines espéces comme 1’homme ou le cheval sont considérées comme des hotes
accidentels ou « culs de sac épidémiologiques» dans la mesure ou, méme infectés, ils ne vont pas
pouvoir transmettre 1’agent pathogéne a un autre vecteur (Center of Disease Control and Prevention
2016). La spirochétémie est en effet dans ces espéces de trés courte durée et la localisation tissulaire
est prédominante (Pritt et al. 2016). La découverte récente d’un nouveau génotype potentiellement
pathogéne pour ’homme, Borrelia mayo, pour lequel une spirochétémie beaucoup plus importante que
pour les autres souches de Borrelia a été mise en évidence, attire I’attention sur les conséquences
possibles des modifications génétiques des souches de Borrelia et I’implication de ces adaptations

génétiques de 1’agent pathogeéne sur sa pathogénicité (Pritt et al. 2016).

Le principal vecteur de la borréliose en Europe est Ixodes ricinus. Ixodes ricinus est aussi la tique la
plus répandue en Europe de 1’Ouest (Claerebout et al. 2013). Le cycle de la tique dure en moyenne
deux ans et est divisé en trois stades : le stade larvaire, le stade nymphal et le stade adulte. Les tiques
se nourrissent une fois lors de chaque stade. Les larves éclosent des ceufs déposés sur le sol et
s’attachent a de petits mammiféres et des oiseaux sur lesquels ils vont prendre leur premier repas et
oiéme

éventuellement s’infecter (Richard et Oppliger 2015). Au stade, le stade nymphal qui se produit

I’année suivante, les tiques se nourrissent en

général sur des mammiferes de plus grande
dogs, cats, humans,
hedgehogs, horses,

widarmnants | taille (Medlock et al. 2013). Ce 2°™ stade est

e responsable de la plupart des cas de borréliose
chez I’homme (ECDC 2016) méme si le taux
d’infection par Borrelia burgdorferi des tiques
adultes est plus élevé que celui des nymphes.
L’explication réside probablement dans le fait
que les tiques, au stade nymphal, sont de plus
larva (free) ; , adult fémale petite taille et ont ainsi plus de chance de
transstadial

v rester accrochées a leurs hotes, le temps
cmmm==" ANV

wansovariaiz® Borrellia nécessaire  pour transmettre  1’infection

Figure 1 : cycle de transmission de Borrelia burgdorferi et (Richard et Oppliger 2015). C’est au cours de

morphologie de la tique aux différents stades de son cycle
(source : Pantchev et al. 2015)



son second repas que la tique, préalablement infectée lors de son premier repas, peut infecter ’homme
ou d’autres grands mammiféres. L’homme s’infecte principalement durant les mois de mai et de juillet

a I’occasion d’un contact avec le vecteur (Ozdenerol 2015).

Ceci étant dit, la tique peut s’infecter a n’importe quel moment de son cycle lors d’un repas sanguin
sur un hote réservoir infecté ou par un mécanisme de « co-feeding ». Ce mécanisme assure le transfert
de I’agent pathogéne d’une tique a ’autre lorsque celles-ci se nourrissent a proximité 1’une de 1’autre
sur un hote méme si ce dernier n’a pas été infecté (Rizzoli et al. 2011, Voordouw 2015).

La tique, une fois infectée, va a son tour transmettre la maladie aux hotes sur lesquels elle se nourrit.
Des délais d’infection variables ont été décrits en fonction des caractéristiques de 1’agent pathogéne :
Borrelia afzeli peut étre transmis durant les 24 premiéres heures alors que Borrelia burgdorferi
nécessite 48 heures de fixation de la tique avant que la transmission ne commence (Rizzoli et al.
2011). Des mécanismes de transmission précoce ont cependant été proposés (Cook 2015), ce qui
signifierait qu’un risque d’infection peut également exister beaucoup plus to6t que les délais
habituellement avancés.

Ixodes ricinus a une distribution trés large qui
s’étend du Portugal a la Russie et de la
Scandinavie aux pays situés a 1’extréme sud de
I’Europe ainsi qu’aux pays le plus au nord du

continent Africain.

La population d’Ixodes ricinus s’est étendue
au cours de ces derniéres années avec comme

conséquence I’émergence des maladies

vectorielles qu’elle transporte (Braks et al.
B 2014). Sa distribution géographique a changé
Figure 2 : répartition géographique d’Ixodes ricinus (source  tant au niveau de sa latitude et de son altitude
ECDC 2016)
qu’au niveau de sa densité (Medlock et al.
2013). Les changements climatiques semblent jouer un rble important dans cette redistribution,
essentiellement le taux d’humidité et les changements de température (Medlock et al. 2013, Ozdenerol
2015). Ce sont en effet des facteurs importants pour la biologie et la dispersion des tiques. Cependant
en Europe, I’influence des facteurs non climatiques tels que la relation entre les tiques et leurs hotes ou
I’aménagement et la gestion du territoire semble jouer un rble prépondérant dans ce phénoméne
(Medlock et al. 2013). Les facteurs qui peuvent influencer directement ou indirectement la population
des tiques recoivent une attention croissante en santé publique dans la mesure ou ils vont influencer le
risque des maladies transmises par ceux-Ci chez I’homme (Medlock et al. 2013, Ozdenorol 2015,

Obsomer et al. 2013). Une meilleure compréhension et surveillance de 1’évolution de la population



d’Ixodes ricinus, possible grace a des outils d’information spatiale (GIS : Geographic Information
System) et des outils de modélisation spatiale devrait permettre a ’avenir d’obtenir des données
essentielles dans le cadre de 1’évolution, mais aussi de la prévention de la maladie de Lyme (Medlock
et al. 2013). La standardisation de la récolte et du traitement des données est cependant un challenge a
relever pour pouvoir lutter efficacement contre les maladies vectorielles (Ozdenerol 2015, Braks et al.
2014).

2. Epidémiologie de la maladie de Lyme

La borréliose est reconnue comme étant la maladie vectorielle la plus commune dans les régions
tempérées de I’hémisphére Nord (Rizzoli et al. 2011, Medlock et al. 2013). La distribution de la
maladie de Lyme en Europe est étroitement associée a la répartition géographique de son vecteur
principal, Ixodes ricinus, ainsi qu’a son biotope (régions boisées, végétation dense) et la relation de ce
dernier avec ses hotes. Rizzoli et al. (2011) décrivent une diminution du potentiel de transmission de
Borrelia par les tiques dans les zones ou les hotes réservoirs non compétents sont abondants par un
effet de dilution (diminution de la prévalence d’infection des tiques par 1’agent pathogeéne). Dans une
publication récente Vourc’h et al. (2016) décrivent cependant une augmentation de la densité de tiques
infectées dans les zones ou le nombre de cervidés était le plus concentré. Linard et al. (2007) avaient
également mis en évidence que la densité des cervidés en Belgique avait un impact sur la variation
spatiale du risque de maladie de Lyme. Dans ce cadre il est intéressant de noter que la population de
ruminants sauvages a doublé dans le Sud de la Belgique depuis 1975 (Lempereur, 2012) et constitue
donc une composante qu’il faut analyser et dont il faut tenir compte pour lutter efficacement contre la
maladie de Lyme. De par la complexité des interactions entre 1’agent pathogéne, le vecteur, et les
especes hotes, ainsi qu’en raison de I’influence de nombreux facteurs biotiques et non biotiques dans
la distribution de la maladie et du vecteur (Linard et al. 2007, Medlock et al. 2013), I’approche de la
problématique et des facteurs de risques de la maladie de Lyme dans I’optique « one health » est
essentielle. L’aménagement et la gestion du territoire ainsi que les habitudes de fréquentation des
milieux dits « & risques » sont autant de facteurs a surveiller et sur lesquels il faudra intervenir lors de
la mise en place de programmes de prévention (Braks et al. 2014, Richard et Oppliger 2015). Une
grande partie de la variation spatiale du risque de maladie de Lyme peut en effet étre expliquée par des

facteurs environnementaux et socio-économiques (Braks et al. 2014).

Des données épidémiologiques sont depuis de nombreuses années récoltées en Europe et en Belgique
comme par exemple des données sur le portage de Borrelia burgdorferi par les tiques (Claerebout et
al. 2013), des releves de déclaration de morsures par tique (TiquesNet.be) ou encore les cas rapportés
de maladie de Lyme chez ’homme (Bleyenheuft et al. 2015, Linard et al. 2007, Medlock et al. 2013).

La prévalence moyenne d’infection des tiques par Borrelia burgdorferi en Europe est estimée a 12 %.

(ECDC 2016). C’est en Europe centrale que les taux d’infection des tiques sont les plus élevés, et tout
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particulierement en Autriche, en Suisse, en Allemagne, en Slovenie, Slovaquie et République Tchéque
ou des prévalences de 20 % ont été observées (Rizzoli et al. 2011). En Belgique, la prévalence
moyenne d’infection des tiques par la borréliose correspond a la moyenne européenne de 12 %
(Kesteman et al. 2010). Claerebout et al. (2013) ont observé un taux fort similaire dans une étude
réalisée en collaboration avec des vétérinaires ou 2 373 tiques ont été collectées sur des chiens et des
chats, identifiées et analysées pour la présence de différents pathogénes (Borrelia spp.10.1 %)

Les chercheurs de I’Institut de Santé Publique belge (ISP) collectent également depuis juin 2015 via le
site TiquesNet.be des informations sur le nombre de personnes mordues par tiques, ainsi que sur la
localisation géographique de ces morsures dans le but de déterminer les zones les plus a risque
(TiquesNet 2016). Les chiffres du nombre de consultations pour morsure de tique avancés pour la
Belgique, basés sur une comparaison des périodes 2008-2009 versus 2003-2004, ne plaident pas en
faveur d’une augmentation du nombre de morsures par tiques (Overlegorganen gezondheid Belgie
2015) alors qu’aux Pays Bas, une augmentation constante du nombre de morsures par tiques entre
1994 et 2009 avait été rapportée par Hofhuis et al. (2015).

L’évolution du nombre de cas d’érythéme migrant rapportés en consultation et du nombre de tests
sérologiques positifs en médecine humaine, est un autre élément qui fait partie de la surveillance. La
relative stabilité du nombre de cas de maladies de Lyme rapportés chez I’homme en Belgique au cours
de ces derniéres années (Overlegorganen gezondheid Belgie 2015) est sujette a controverse car elle
contraste avec I’augmentation du nombre de cas observés dans d’autres pays européens dont les Pays-

Bas (Hofhuis et al. 2015, Obsomer et al. 2013).

Les chiffres sont collectés grace a la collaboration des médecins généralistes et des laboratoires vigies.
Aucune tendance d’augmentation importante n’a ét¢ mise en évidence en Belgique au cours des dix
dernieres années par ces réseaux, que ce soit dans le nombre de cas de maladies de Lyme rapportés
durant la période 2003-2012 (Bleyenheuft et al. 2015) ou en ce qui concerne le nombre de résultats
positifs. Le nombre de résultats positifs/nombre de tests réalisés reste stable (2 a 3 % pour les années
2007-2013) (ISP 2015).



La mise en place de programmes de

surveillance et de prévention des maladies

Wildlife Human Public

Aensis disease JNVPRRIN vectorielles n’en reste pas moins une priorité

pour les autorités de santé publique
Animal (Overlegorganen gezondheid Belgie 2015)
disease

et est un challenge en raison de la

Veterinary complexite des différents facteurs qui

Health interviennent. Braks et al. (2014) proposent

Figure 3 : Représentation des différentes disciplines impliquées ~ d€S pyramides de surveillance adaptées aux
(source : Braks et al. 2014) différentes maladies vectorielles qui tiennent

compte des différents facteurs climatiques et non climatiques et qui permettraient la mise en place de
programmes de prévention holistiques. Afin de pouvoir tenir compte de la complexité des facteurs
influencant ces maladies, les auteurs proposent une collaboration interdisciplinaire représentée dans le

schéma reproduit en figure 3.

3. Pathogénie et symptomes

«La maladie de Lyme serait considérée comme une maladie auto-immune classique, si un agent
pathogeéne n’avait pas été identifié» écrivent Borchers et al. en 2015 dans le Journal of autoimmunity,
insistant sur les symptdmes peu spécifiques et la difficulté de réaliser un diagnostic de certitude. En
effet, la pathogénie a médiation immune (Rizzolli et al. 2011) et le fait que la maladie de Lyme puisse
mimer des maladies inflammatoires rendent souvent le diagnostic clinique difficile, surtout dans les
formes chroniques (Perronne 2014). Dans une étude génétique, Bouquet et al. (2016) se sont penchés
sur I’évolution au cours du temps de 1’expression génomique chez les patients atteints de maladie de
Lyme dans le but de mieux comprendre les mécanismes de développement des symptdmes persistant
chez ’homme. Ils ont ainsi pu mettre en évidence qu’une fois la période trés courte (3 semaines)
d’infection aigué terminée, la réponse immunitaire des patients et plus particuliérement 1’expression
génomique chez ceux-ci était comparable a celle observée chez les malades atteints d’autres

pathologies a médiation immune.

Certaines formes classiques de la maladie de Lyme chez I’homme, comme par exemple I’érythéme
migrant observé dans 60 a 80 % des cas quelques jours ou quelques semaines aprés une morsure par
tique, pose en général peu de problemes en ce qui concerne le diagnostic (Rizzoli et al. 2011). Il n’en
va pas de méme chez le cheval chez qui les symptémes cliniques de la maladie de Lyme sont peu
fréquents et, lorsqu’ils sont présents, ils sont souvent vagues et non spécifiques rendant le diagnostic
de certitude de la maladie de Lyme tres difficile et exceptionnel (Amory et al. 2014). Les symptomes
chez les chevaux incluent de la fievre, de la léthargie, des distensions articulaires, des boiteries

inexpliquées, des symptomes d’encéphalite, d’uvéite, des avortements ou des mortalités néonatales
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(Reed et Toribio 2004, Butler et al.2005). Le nombre de cas équins décrits dans la littérature est
cependant trés limité et parmi ceux-ci, trés peu apportent des preuves indiscutables d’un diagnostic de
maladie de Lyme (Divers et al. 2012). Le nombre de cas confirmés par une identification formelle de
Borrelia se limite en fait & quelques cas d’uvéite (Priest et al. 2012), de polysynovite (Passamonti et
al. 2015), de neuroborreliose (James et al. 2010, Imai et al. 2011) d’encéphalite (Burgess et al. 1987)
et de pseudolymphome cutané (Sears et al. 2012). Pour d’autres cas rapportés, le diagnostic clinique
était uniquement argumenté par des tests sérologiques positifs et il n’est pas exclu que des cas décrits
de borréliose chez le cheval soient en réalité des maladies causées par d’autres pathogénes, voire des
coinfection avec d’autres pathogénes transmis par les tiques comme 1’anaplasmose (Butler et al.
2005). Plusieurs études ont mis ce phénomeéne de coinfection en évidence que ce soit chez les tiques
chez qui la présence de plusieurs pathogénes par tique a pu étre observée (Lempereur 2012) ou chez
les chevaux chez qui des anticorps spécifiques dirigés contre différents pathogénes peuvent étre
présents. Dans une étude réalisée au Danemark, Hansen et al. (2010) ont observé 11 % de chevaux

coinfectés par Anaplasma phagocytophilum et Borrelia burgdorferi.

4. Diagnostic et traitement

De nombreuses controverses existent quant au diagnostic de la maladie de Lyme, et ceci tant chez
I’homme qu’en médecine Vétérinaire (Aguero-Rosenfeld et Wormser 2015, Perronne 2014).
L’absence de «gold standard » rend le diagnostic de certitude et I’interprétation des études
épidémiologiques difficile (Perronne 2014 ; Wagner et al. 2011). En I’absence de signes cliniques
spécifiques, le recours aux examens complémentaires, et plus particulierement aux tests sérologiques

s’est généralisé (Johnson 2011).

Une multitude d’examens complémentaires sont disponibles que ce soit pour la mise en évidence des
anticorps ou de l’agent pathogéne. Leur fiabilit¢ et leur validité analytique et diagnostique est
cependant variable (Marques et al. 2015). Certains tests, pourtant présents sur le marché, sont ainsi
repris par le CDC (2016) sur la liste des tests ou proceédures « non recommandées ». Parmi les
procédures non recommandées figure par exemple le fait de réaliser un test de type western blot, sans
avoir au préalable réalisé de test de premiére ligne de type IF ou ELISA.

Un autre probléme largement décrit dans la littérature est la réalisation de tests inutiles. Beaucoup de
tests demandés seraient en effet inappropriés non en raison de leur validité analytique insuffisante
mais en raison de leur utilisation non adéquate (Aguero-Rosenfeld et Wormser 2015, Guellec et al.

2015). Johnson (2011) insiste sur I’'importance de ne réaliser des tests sérologiques que chez des
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patients ayant une probabilité prétest suffisamment élevée car dans le cas contraire, la valeur

prédictive des tests de laboratoire n’est pas suffisante.

Les erreurs d’interprétation sont un autre probléme soulevé dans ces publications et un bon nombre de
résultats faux négatifs ou faux positifs seraient ainsi chaque année générés, non par la qualité
insuffisante du test utilisé, mais du fait qu’il n’est pas tenu compte de la cinétique de la réponse

immunitaire au moment de la réalisation ou de I’interprétation du test (Borchers et al. 2015).

Chez les chevaux, ce sont principalement des tests sérologiques de type IF et ELISA qui sont proposés
en routine. Il est cependant important de rappeler que si ces tests mettent en évidence la présence
d’anticorps Borrelia burgdorferi, ils ne sont, a eux seul, pas suffisants pour orienter vers un diagnostic
de maladie de Lyme (Butler et al. 2005). En effet, une séroprévalence, variable d une région a 1’autre,
existe chez les chevaux et est un élément dont il faudra tenir compte au moment de I’interprétation
d’un résultat positif. Un titre méme élevé en anticorps n’est pas suffisant pour orienter le diagnostic
vers une infection active. Le diagnostic clinique de borréliose doit étre évalué en rassemblant une
symptomatologie suggestive, un historique d’exposition aux tiques et I’exclusion d’autres hypotheses
diagnostiques (Divers et al. 2012). Le fait d’augmenter la probabilité prétest en veillant a ne tester que
des chevaux suspects de borréliose, sera un autre élément important qui permettra d’augmenter la
confiance qu’il y aura lieu d’accorder a une sérologie positive. Nous illustrerons ceci a 1’aide des

concepts de valeur prédictive des tests dans la deuxiéme partie de ce travail.

Les tests IF et ELISA comportent chacun des avantages et des inconvénients et leur valeur
diagnostique respective mise en avant dans la littérature a souvent été évaluée dans le cadre de leur
commercialisation, ce qui doit inciter a la prudence. Nous reviendrons plus en détail sur ces
publications dans la deuxiéme partie consacrée a 1’étude comparative des tests sérologiques. Chez
I’homme, les deux techniques restent les tests de choix utilisés comme tests de premiére ligne. L’
utilité des tests sérologiques dans le diagnostic de la maladie de Lyme ne dépend pas tant de la
technique choisie, IF ou ELISA, mais elle sera par contre en grande partie déterminée par la
population sur laquelle le test sera utilisé (Leeflang et al. 2016). L’avantage qu’il est possible de
donner a une technique ou a une autre dépend également du seuil utilisé pour I’interprétation des
résultats (Johnson 2011). Un des avantages de la technique IF est d’attribuer une réponse quantitative,
mais un de ses inconvénients est le manque de répétabilité et reproductibilité rencontré en pratique,
essentiellement lié a une fluorescence présente en « bruit de fond ». Il est souvent difficile a distinguer

de la fluorescence ciblée contre les spirochétes qui composent la lame.

En médecine humaine, c’est une procédure a deux tests qui est recommandée (Johnson et al. 2011,
Rizzoli et al. 2011, CDC 2016). En cas de résultat positif au test de premiére ligne ELISA ou IF, il est
recommandeé de réaliser un test de seconde ligne de type western blot (WB). Les antigenes utilises

dans les techniques de WB sont en général les mémes que ceux qui sont intégrés dans les techniques
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ELISA et ils doivent étre adaptés aux genotypes locaux de Borrelia ( Johnson 2011), mais dans la
technique WB les différents antigenes sont séparés sur un support solide de fagon a pouvoir révéler la
complexité et la spécificité de la réponse immunitaire. Le CDC a émis depuis plusieurs années des
critéres standardisés pour I’interprétation de réactivité des WB utilisés en médecine humaine. La
réponse immunitaire varie en fonction de son stade et est également variable d’une espéce a I’autre de
sorte qu’en médecine vétérinaire, il est nécessaire de se baser sur des critéres spécifiques par espece
mis au point par les producteurs des kits WB au cours de I’étude de validation. L’absence de
diagnostic de certitude et la complexité de la réponse immunitaire rend cette validation difficile
(Johnson 2011). L’interprétation des bandes de réaction des WB reste un point délicat auquel nous

avons également été confrontés au cours de cette étude.

D’autres tests sérologiques ont été développés en médecine vétérinaire mais ces tests ne sont pas
utilisés en routine par les laboratoires vétérinaires belges. Il s’agit entre autres des tests rapides de type
qualitatifs qui détectent les anticorps de type C6. Ces tests sont disponibles chez le chien mais leur
utilité chez le cheval a été décrite par plusieurs auteurs (Hansen et al. 2010, Maurizi et al. 2010). Des
tests sérologiques de type multiplex, dont la sensibilité analytique s’avére supérieure aux tests ELISA
classiques ont également été développés chez le cheval. Ceux-ci ont la particularité de détecter les
anticorps plus précocement et de pouvoir distinguer des anticorps de type vaccinaux des anticorps de

type infectieux (Wagner et al. 2011). Ces tests ne sont pas utilisés en Wallonie.

D’autres méthodes de diagnostic sont décrites tant chez ’homme que chez les chevaux. La PCR qui
consiste a isoler et répliquer I’ADN de I’agent pathogéne est, avec la culture, le meilleur test pour
confirmer un diagnostic de borréliose. Ces outils sont d’une valeur inestimable en recherche, tant pour
I’isolement des souches de Borrelia que pour la documentation des cas cliniques de maladie de Lyme,
mais leur faible sensibilité en fait des outils difficilement utilisables en diagnostic de routine dans le
cadre du diagnostic (Center of Disease Control and Prevention 2016). La sensibilité des tests PCR
varie fortement selon le type de prélévement soumis. Elle est ainsi par exemple chez ’homme atteint
d’érythéme migrant de 18 % lorsque elle est réalisée sur sang contre 64% sur des fragments de peau.
La sensibilité la plus élevée est décrite lorsque 1’analyse est réalisée sur liquide synovial en cas
d’arthrite.

Le traitement de la maladie de Lyme est également un sujet sur lequel il existe de nombreuses
controverses en médecine humaine. En effet, alors qu’il n’y a pas d’évidence de I’influence des
traitements antibiotiques prolongés sur le cours naturel de la maladie (Johnson 2011, Berende et al.
2016), des traitements de longue durée et récurrents sont souvent mis en place chez I’homme et les
conséquences, tant au niveau individuel qu’en santé publique peuvent étre importantes (Borchers et al.
2015, De Wilde et al. 2016). Dans une étude récente dont les résultats ont été publiés dans le New

England Journal of Medicine en mars 2016, Berende et al. n’ont observé aucun effet bénéfique
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supplémentaire apporté par un traitement de longue durée (12 semaines) comparé au traitement de
courte durée (2 semaines) chez des patients qui ont des symptdémes persistants attribués a la maladie de
Lyme (Berende et al. 2016).

Plusieurs protocoles sont décrits pour le traitement de la maladie de Lyme chez les chevaux.
L’administration d’oxytetracycline 6.6 mg/kg IV 2X/jour constitue le traitement qui semble le plus
efficace chez le cheval (Chang et al. 2005). L’administration de doxycycline 10 mg/kg PO 2X/jour ou
de ceftiofur 2.2 mg/kg IM 2X/jour constituent des alternatives qui semblent moins efficaces mais
largement répandues, en tous cas en ce qui concerne la doxycycline, étant donné son mode
d’administration per os plus pratique sur le terrain (Reed et Toribio 2004). Son administration
parentérale présente par contre des risques de cardiotoxicité (Amory et al. 2014). La durée idéale de
traitement n’est pas connue mais un traitement de 3 a 4 semaines est préconisé par certains auteurs
(Chang et al. 2005).

Enfin, il est important de rappeler que les mesures de prévention telles que la protection des zones
exposées constitue la premiere mesure mise en avant dans les campagnes de santé publique. Comme
elle n’est pas applicable chez les chevaux, c’est vers I'utilisation de répulsifs et d’acaricides que
certains auteurs conseillent de s’orienter (Butler et al. 2005). Cependant, aucun acaricide n’a été

enregistré chez le cheval en Belgique et les répulsifs sont peu efficaces (Amory et al. 2014).
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Séroprévalence de Borrelia burgdorferi chez les chevaux non suspects
de Lyme en Wallonie

1. Introduction

L’objectif de cette partie de 1’étude est de déterminer la prévalence des anticorps Borrelia burgdorferi
chez les chevaux vivant en Wallonie. Suite au mode de vie des chevaux et du temps qu’ils passent en
extérieur ils sont fortement exposés au risque de morsure par tique et par conséquent a 1’infection des
pathogeénes transmis par ces derniers. L’espeéce équine jouerait par ailleurs un roéle indirect non
négligeable dans le cycle enzootique de la borréliose (Laus et al. 2013). Les équins représentent, en
effet, un héte intéressant pour le vecteur, Ixodes ricinus, assurant ainsi le maintien de la population de
tiques et la dissémination de ceux-ci et de leurs pathogenes associés dans 1I’environnement. En raison
de cette association étroite avec le vecteur et du fait qu’ils partagent souvent leur habitats avec
I’homme, les chevaux ont, par plusieurs auteurs, été proposés comme modele valide d’évaluation du
risque de maladie de Lyme chez ’homme (Claerebout et al. 2013, Little et al. 2010, Goossens et al.
2001). La réponse immunitaire que les chevaux développent contre Borrelia burgdorferi permet en
effet, au travers des études de séroprévalence, d’évaluer indirectement les fluctuations

spatiotemporelles du niveau du risque d’infection chez ’homme (Laus et al. 2013).

Connaitre la séroprévalence des anticorps Borrelia burgdorferi chez les chevaux est par ailleurs
essentiel pour pouvoir interpréter les résultats des tests sérologiques demandés dans le cadre de I’aide
au diagnostic des chevaux suspects de maladie de Lyme. Le taux de prévalence est en effet une
information utile pour évaluer la valeur prédictive des tests de laboratoire lorsque ceux-ci sont utilisés
a des fins diagnostiques (Hjetland et al. 2014, Johnson 2011,Vestrheim et al. 2016).

Les taux de séroprévalence rapportés chez les chevaux au cours de ces dix derniéres années dans
différents pays européens, sont extrémement variables, s’échelonnant entre 7 et 60 % (Ebani et al.
2012, Hansen et al. 2010, Kiss et al. 2011, Laus et al. 2013, Maurizi et al. 2010, Stefanicova et al.
2008). Outre le fait de refléter le niveau d’exposition, cette variabilité peut probablement aussi étre
expliquée par des techniques serologiques et des seuils différents utilisés pour ces études ainsi que par

la méthode d’échantillonnage (taille et critéres d’inclusion/exclusion) utilisée.

A notre connaissance, aucune recherche n’a été réalisée pour évaluer la séroprévalence des anticorps
Borrelia burgdorferi chez les chevaux résidant en Wallonie. Celle-ci a par contre été étudiée en 2006

chez les chevaux vivant dans le Nord de la Belgique par Moyaert et al. et a été estimée a 36 %.

Les résultats de notre étude de séroprévalence seront discutés a la lumiere des taux observés dans le

Nord du pays et dans les autres pays d’Europe.
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Conscients que 1’absence de « gold standard » rend I’interprétation des études épidémiologiques
difficile (Perronne 2014 ; Wagner et al. 2011), il nous a paru important de compléter cette étude de
séroprévalence par I’évaluation de la valeur diagnostique du test ELISA utilisé dans 1’étude de

séroprévalence. Ceci fera I’objet de la seconde partie de ce travail.

2. Matériel et méthode

Population étudiée

La population cible vise les chevaux vivant en Wallonie. Le nombre de chevaux recensés en 2014
aupres de la Confédération Belge du Cheval (CBC) résidant en Wallonie était de 73772.

Nous avons fait le choix de sélectionner de fagon uniforme le nombre de sérums par province afin que
les sérums issus des provinces ou la densité de population équine est plus basse ne soient pas sous-
représentés dans notre échantillon. C’est par exemple le cas de la province du Luxembourg ou vivent
moins de chevaux que dans le Hainaut mais ou I’environnement est particulierement propice a la
présence de tiques. Notre souhait était ainsi de calculer une séroprévalence avec la méme précision par
province et de ne pas sous-estimer la séroprévalence en Wallonie en raison d’une population d’équidés
plus faible dans les régions géographiques ou le risque de contact avec des tiques infectées pourrait
étre plus élevé. Afin d’obtenir une séroprévalence représentative pour I’ensemble de la Wallonie, les
résultats obtenus par province ont ensuite été pondérés par la densité de population équine par

province.
Calcul de la taille d’échantillon
Le calcul de la taille minimale de I'échantillon a été réalisé selon la formule suivante:

Taille de I*échantillon n: n= Zl‘zﬁ

ou:

Zl_a/2= valeur Zl_a/z (ex. Zoos=1.96, la valeur de Z requise pour un niveau de confiance 95 %)
p = estimation a priori de la prévalence (valeur entre 0 et 1)

q=1-p

¢ = marge d’erreur (aussi appelée précision de I’estimation), égal & % de I’intervalle de confiance

Etant donné la taille de la population élevée (plus que 5000 chevaux), il n’est pas nécessaire d’ajouter

un facteur de correction pour une population finie.

En I’absence de chiffres disponibles pour la séroprévalence de la maladie de Lyme chez les chevaux

en Wallonie et au vu de la variabilité des résultats de séroprévalence dans les différentes études
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réalisées chez des chevaux en Europe, nous avons calculé notre échantillon sur base des résultats de
notre étude préliminaire (Amory et al. 2014) qui a mis en évidence une séroprévalence de 22 %
(n=67). En calculant la taille d’échantillon sur base d’une prévalence de 20 %, le nombre de
prélevements nécessaires est de 246 et pour une prévalence de 30 %, le nombre de prélevements
nécessaire est de 321. Nous avons analysé dans le cadre de cette étude un échantillon de 303 sérums
collectés entre mai 2014 et avril 2016.

Criteres de sélection

Nous avons inclus dans notre étude les sérums de chevaux ne présentant pas de symptdmes suspects
de maladie de Lyme. Ce critére a été vérifié¢ a I’aide d’un questionnaire ou de la lecture du dossier
clinigue informatisé. Nous avons réalisé un échantillon de convenance veillant a obtenir une
couverture géographique de la Wallonie la plus compléte possible. Dans les provinces pour lesquelles
un nombre excédant de sérums était disponible, ceux-ci ont été choisis en fonction des entités

administratives afin de veiller a répartir au mieux les sérums, méme a I’intérieur de chaque province.
Le questionnaire

Pour chaque cheval prélevé, un questionnaire a été complété avec son propriétaire (annexe 2). Ce
questionnaire a €té construit sur base des variables que nous souhaitions récolter concernant la
démographie (sexe, age et race du cheval), la localisation de la prairie ou avait paturé le cheval durant
les 12 derniers mois (province et code postal), le relevé par le propriétaire d’exposition aux morsures
de tiques ainsi que la présence ou non des symptdémes qui auraient pu étre suspects de maladie de
Lyme dans les 12 derniers mois. Le questionnaire comprenait des questions fermées ou semi-ouvertes
¢laborées sur base d’un questionnaire utilisé dans la littérature (Egenvall et al. 2001). 1l a été testé a

I’occasion de 1’étude préliminaire (n=67 chevaux).
Les sérums

Au total, 412 sérums ont été collectés a la clinique équine de la Faculté vétérinaire. lls faisaient partie
d’une sérothéque propre a la clinique et ont été prélevés dans le cadre de I’examen clinique des
chevaux hospitalisés ou chez des chevaux présentés en consultation a la clinique. Le surplus de ces
sérums a été alliquoté et congelé a -80°. En complément de ces sérums, 148 autres sérums ont été
prélevés sur des chevaux sains sur le terrain avec 1’accord de leur propriétaire entre mars et avril 2016
dans le but de parvenir a une couverture géographique la plus compléte possible des différentes

provinces de Wallonie. Ces sérums ont été congelés a -20° et transportés sur glace au laboratoire.

Les questionnaires des sérums disponibles dans la sérotheque de la clinique équine ont été analysés
afin de sélectionner les sérums qui correspondaient aux critéres de sélection qui étaient, d’avoir été

prélevés sur des chevaux dont les prairies de paturage au cours des 12 derniers mois étaient situées
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dans une des 5 provinces de Wallonie et de ne pas avoir présenté de signes suspects de maladie de
Lyme au cours des 12 derniers mois. La qualité des sérums disponibles a également été évaluée de

facon a exclure les sérums lipémiques ou hémolyses.

Sinique qune iacubs wibdinaimn 819 sérums préevas enire s
o Lisge : 412 sdeums SR el A S

FErcliigian hiors 2o
Exclusion cinkque [ questicnnaing)
Exclusion ipémiques cu hemolysés

2489 adrami

[ arraclion gacgraphiqus § provinea)

JETsérums

Carection géograshique [enkbds adminstraives)

Exchision skrums nemolyses

Figure 4 : diagramme de flux de la sélection des sérums pour I’étude de séroprévalence Borrelia burgdorferi chez les
chevaux non suspects de Lyme en Wallonie

Les 303 sérums qui ont finalement été retenus pour étre testés pour la présence de Borrelia
burgdorferi sont ceux qui répondaient & ces critéres et qui, dans chaque province, étaient les mieux
répartis dans les différentes entités administratives afin de garantir une couverture géographique la

plus compléte possible.
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Figure 5: Localisation des communes ayant des chevaux recensés en Wallonie (CBC 2014) et des communes ou
étaient localisés les chevaux inclus dans I’échantillon des sérums analysés pour la mise en évidence d’anticorps
Borrelia burgdorferi

Analyse sérologique des échantillons

Les 303 sérums ont été analysés avec le test ELISA (Testkit Borrelia burgdorferi Veterinar ELISA,
Fa. Genzyme Virotech) au laboratoire départemental Frank Duncombe (CAEN, France). Le test a été
interprété selon les recommandations du fabriquant. Le test ELISA est considéré négatif lorsque < a 12
VE (Virotech Einheiten), douteux lorsque entre 8 et 12 VE, et positif lorsque > 12 VE.

Traitement des données

Les données d’identification et les variables étudiées ont été encodées dans une base de données
Access et exportées en Excel. La variable « résultat sérologique » a été binarisée au seuil « douteux ».
L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel SAS (SAS Institute, USA). L’association entre
la présence d’anticorps Borrelia burgdorferi et les variables explicatives que nous souhaitions analyser
a été calculée au moyen d’un test Chi2 pour les variables catégorielles (mois et année de prélévement,
province de paturage) et par un test Mann W pour 1’age. L’effet des variables explicatives pour
lesquelles une association a pu étre observée au seuil p < 0,4 a ensuite été évalué a I’aide d’un modéle

de régression logistique binaire multivarié.

Controdle qualité : une fois la base de données complétée, toutes les variables ont été vérifiées sur base
du questionnaire (variables démographiques : &ge, année de prélevement, mois de prélevement,

province) et sur base des protocoles de réponse originaux du laboratoire (résultat sérologique).
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3. Résultats

Echantillon

La table 1 reprend la description de notre échantillon composé de 303 sérums prélevés entre avril 2014

et avril 2016 sur des chevaux vivant en Wallonie non suspects de maladie de Lyme.

Table 1 : Description de I’échantillon

Variables Effectifs (%) MoyennetSD
Sexe
Etalon 37 12,20%
Jument 139 45,90%
Hongre 127 41,90%
Age (années) 12,1+6,9
Année du prélevement
2014 99 32,70%
2015 57 18,80%
2016 147 48,50%
Répartition des prélévements par mois
Janvier 11 3,60%
Février 4 1,30%
Mars 57 18, 8%
Avril 122 40,30%
Mai 7 2,30%
Juin 26 8,60%
Juillet 23 7,60%
Aodt 15 4,90%
Septembre 12 4,00%
Octobre 26 8,60%
Novembre 0 0%
Décembre 0 0%
Répartition des chevaux par province
Brabant wallon 63 20,80%
Liege 61 20,10%
Namur 58 19,10%
Mons 62 20,50%
Luxembourg 59 19,50%
Résultats ELISA
Negatif 235 77,60%
Positif 68 22, 4%
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Résultats sérologiques

La prévalence d’anticorps Borrelia burgdorferi sur notre échantillon était de 22,44 %. La distribution
des résultats sérologiques en fonction des communes dans lesquelles paturaient les chevaux est reprise

dans la figure 6.

Légende *le )

® ELISA positif ° .
®  ELISA négatif %o .

Figure 6 : Localisation des communes ou résidaient les chevaux inclus dans I’échantillon selon les résultats
sérologiques Borrelia burgdorferi positifs ou négatifs.

La prévalence observée dans notre étude a, dans un deuxieéme temps, été pondérée par province en
fonction du nombre de chevaux recensés afin que la prévalence estimée pour la Wallonie tienne
compte de la densité de la population équine par province (table 2). La pondération a entrainé un
changement de moins d’un dixiéme de pourcent par rapport au taux de prévalence avant pondeération et
est de 22,35%.

Table 2 : Répartition du nombre de chevaux recensés en Wallonie (CBC 2014) et des résultats sérologiques Borrelia
burgdorferi par province

Nbre de Prél.  Nbre de positifs % de positifs Nbre de chevaux % de chevaux
Brabant 63 12 19 8653 12
Namur 58 18 31 11930 16
Liege 61 11 18 19114 26
Luxembourg 59 13 22 10898 15
Hainaut 62 14 23 23177 31
303 68 Moy:22,44% 73772 100
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Le taux de résultats positifs le plus élevé a été mis en évidence en province de Namur (31 %) et le taux
le plus bas, en province de Liege (18 %) mais aucune association significative n’a pu étre mise en

évidence entre la province ou résidait les chevaux et le taux de résultats positifs (p-valeur=0,468).

Les taux de séroprévalence par année étaient respectivement pour 2014, 2015 et 2016 de 26 %, 23 %
et 20 % mais cette différence ne s’est pas avérée statistiquement significative (p-valeur=0,483). C’est
durant les mois de mars (21,05 %), avril (21,31 %), juillet (21,74 %), abut (20 %), septembre (33,33
%) et octobre (50 %) que les taux de résultats positifs étaient les plus €élevés, mais I’association entre
le mois de prélévement et la proportion de résultats positifs ne s’est pas non plus avérée significative
au seuil de 0,05 (p-valeur= 0,0536). Nous avons néanmoins décidé d’intégrer cette variable dans le
modele de régression et d’évaluer 1’effet de I’age du cheval et du mois de prélévement sur la présence

d’anticorps Borrelia burgdorferi a I’aide d’une régression logistique binaire multivariée :
proc logistic data=BDSeroprevalenceCVNonSuspects descending ; class MoisP (ref= ‘1’)/param=ref;
model ELISAbin=Age MoisP/link=logit ; run ;

Une augmentation de la séroprévalence avec I’dge du cheval a pu étre mise en évidence, et ce, méme
apres ajustement sur le mois de prélevement (Odd Ratio : 1,047, IC 95 % : 1,005-1,090). Aucun effet
du mois de prélévement, apres ajustement sur 1’age, n’a cependant pu étre mis en évidence (p-

valeur=0,144).

C
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Figure 7: association entre ’Age du cheval et le taux de séroprévalence Borrelia burgdorferi (SAS output)

4. Discussion

Le taux de séroprévalence Borrelia burgdorferi observé chez les chevaux vivant en Wallonie est de 22
%. Ce taux est inférieur au taux de séroprévalence mis en évidence dans le Nord du pays (36 %) par
Moyaert et al. en 2006. Dans I’échantillon réalisé en Flandre (n=100) les sérums avaient été
sélectionnés dans la sérotheque de la clinique équine de la faculté vétérinaire de Gand entre décembre
2002 et septembre 2005 et seuls des chevaux ne présentant pas de signes suspects de maladie de Lyme
avaient, comme dans notre étude, été inclus. Le taux de prévalence des anticorps Borrelia burgdorferi
observé dans notre étude est par contre proche de celui de 24 % rapporté en ltalie (Ebany et al. 2012),

ou de 29 % rapporté au Danemark (Hansen et al. 2010). La mise en évidence d’anticorps chez des
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chevaux non suspects de borréliose est une donnée épidémiologique dont il faudra tenir compte lors de

I’interprétation d’un résultat de sérologie positif chez un cheval suspect de borréliose.

Malgré des taux de prévalence qui a premicre vue semblaient différer d’une province a 1’autre, aucune
association significative n’a pu étre mise en évidence entre le taux de résultats positifs et la province
ou les chevaux paturaient, et ceci malgré les efforts qui ont été faits pour assurer une couverture
géographique homogene lors de 1’échantillonnage. Ceci va a I’encontre des données épidémiologiques
et est particulierement étonnant si on considére le biotope des tiques et ’influence que les hotes
réservoirs peuvent avoir dans le maintien de la population des tiques (Medlock et al. 2013). Ces
données vont également a I’encontre des données de distribution spatiale des taux d’incidence annuels
de maladie de Lyme chez I’homme rapportés par Linard et al. entre 1994 et 2004 pour la Wallonie
(2007) ou une concentration plus élevée a été observée pour la provinces du Brabant wallon et la
province de Namur (Linard et al. 2007). Il est & noter que la taille de notre échantillon (n=303) a été
calculée afin de pouvoir obtenir une séroprévalence pour la Wallonie mais que le nombre de sérums
par province (58<n>63) n’a pas ét€ calculé de fagon proportionnelle aux nombre de chevaux par
province. La question de savoir si cette absence d’association entre la province et le taux de
séroprévalence implique une dispersion voire une généralisation des zones a risque pour le cheval et

pour I’homme est dans ce contexte une question délicate.

Aucune association significative n’a été mise en évidence entre I’année de prélévement et le taux de
résultats positifs pour Borrelia burgdorferi. D’un point de vue épidémiologique et santé publique,
méme si la période de 3 ans sur laquelle portent nos résultats est trés limitée, cette observation va dans
le méme sens que la tendance relativement stable du nombre d’infections décrites chez I’homme en

Belgique au cours des dix derniéres années (Overlegorganen gezondheid Belgié 2015).

Dans notre étude, de la méme fagon que dans 1’étude réalisée dans le Nord du pays, aucun effet

significatif du mois de prélévement n’a été observé.

L’effet significatif de 1’dge retrouvé sur notre échantillon avait également été mis dans d’autres études
épidémiologiques notamment en Italie (Ebani et al. 2012) et dans le Nord du pays (Moyaert et al.
2006). L’age s’avére donc un élément dont il sera important de tenir compte lorsqu’on évalue, dans le
cadre du diagnostic, la présence d’anticorps chez un cheval suspect de maladie de Lyme. Les anticorps
de type IgG apparaissent en effet entre 3 a 8 semaines aprés infection par Borrelia et peuvent persister
des mois, voire des années (Butler et al. 2005) de sorte qu’un résultat positif chez un cheval plus agé

n’aura pas la méme valeur diagnostique qu’un résultat positif chez un jeune cheval.

5. Limites et forces de I’étude

Le soin apporté a répartir 1’échantillon de la fagon la plus complete possible d’un point de vue

géographique est un point fort de cette étude, méme si malgré cela, aucune association statistiquement
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significative n’a pu étre mise en évidence entre le taux de résultats positifs et la province ou résidaient
les chevaux. Il faut cependant rester prudent et tenir compte du fait que les provinces sont des entités
larges et variées d’un point de vue du biotope et de la démographie des tiques et des espéces hotes.

Si nous avons mis tout en ceuvre pour garantir une bonne couverture geéographique dans notre
échantillon, il ressort par contre des statistiques descriptives que la répartition par année et par mois
n’a pas ¢té réalisée de fagon homogene. Les contraintes logistiques et de temps sont essentiellement a
I’origine de cette répartition peu homogéne dans le temps qui peut expliquer pourquoi aucune
association statistiquement significative n’a pu étre mise en évidence entre I’année ou le mois de

prélevement et le taux de résultats positifs observés pour notre échantillon.
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Etude comparative des tests sérologiques Borrelia burgdorferi ELISA

etIF

1. Introduction

L’objectif de la deuxiéme partie de ce travail est double : il est d’une part d’¢valuer I’efficacité des
tests sérologiques de borréliose lorsque ceux-ci sont utilisés a des fins diagnostiques et d’autre part,

d’interpréter au mieux les résultats de 1’étude de séroprévalence réalisée dans la premiére partie

Les tests sérologiques borréliose IF et ELISA sont les deux tests sérologiques de premiere ligne les
plus couramment utilisés par les vétérinaires belges comme aide au diagnostic lorsqu’un cheval est
suspect de maladie de Lyme. Ces tests seront évalués par rapport au test de seconde ligne, le WB,
utilisé dans le cadre de cette étude comme standard de référence. Connaitre la valeur diagnostique des
tests sérologiques de la borréliose constitue en effet un préliminaire indispensable pour interpréter
correctement les résultats positifs et négatifs et pour aider les vétérinaires praticiens a utiliser ces tests
de fagon critique, selon les principes d’ « evidence based veterinary medicine » et permettre la prise en

charge des chevaux suspects de maladie de Lyme en veillant a ’utilisation raisonnée des antibiotiques.

Evaluer la capacité d’un résultat de test positif ou négatif a prédire de fagon précise I’exposition ou
I’infection d’un animal ou d’une population animale a un agent pathogene constitue une étape
fondamentale dans le processus de validation d’un test. C’est aussi cette capacité qui déterminera le
niveau de confiance qu’il y aura lieu d’accorder dans la performance d’un test et dans sa capacité a
fournir des inférences diagnostiques utiles selon 1’usage auquel il est destiné (OIE 2013). L’OIE
distingue d’une part les parametres de performance analytique d’un test qui sont sa répétabilité, sa
reproductibilité, sa sensibilité et sa spécificité analytique et d’autre part, les parametres de performance

diagnostique de ce test qui sont sa sensibilité et sa spécificité diagnostique.

Pour des raisons de contrainte financiére et de temps, ce sont uniquement les paramétres de
performance diagnostique qui seront évalués dans le cadre de ce travail a savoir la sensibilité et la
specificité diagnostique ainsi que la valeur prédictive positive et négative. La reproductibilité ne sera

abordée que brievement dans la discussion.

La sensibilité et la spécificité diagnostique d’un test sont des caractéristiques importantes qui
détermineront son efficacité. Il est cependant important de rappeler que les paramétres de sensibilité et
de spécificité diagnostique d’un test sont étroitement liés non seulement aux paramétres de validité
analytique (la capacité du test a distinguer spécifiqguement les analytes recherchés et la limite de
détection), mais dépendent également de la population dans laquelle le test sera utilisé (OIE 2013).
Lorsque I’on veut en pratique interpréter le résultat d’un test, ce seront les valeurs prédictives positives

et négatives qui vont de fagon concréte pouvoir donner une indication de la confiance que le clinicien
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pourra accorder au résultat positif ou négatif du test. Les valeurs prédictives positives et négatives sont
influencées par la prévalence de la maladie dans la population (Sergeant et Perkins, 2015). Des tests de
laboratoires avec une excellente spécificité et sensibilité diagnostique n’auront pas une valeur
prédictive utile s’ils ne sont pas utilisés correctement. C’est ainsi que dans une étude réalisée sur le
diagnostic de la maladie de Lyme chez I’homme, Johnson (2011) décrit comment le fait de tester des
patients qui ont peu de probabilité d’étre atteints de borréliose risque de générer plus de faux positifs

que de vrais positifs.

La facon dont ont été sélectionnés les sérums pour I’évaluation de la performance d’un test
sérologique dans le cadre de sa validation et de sa mise sur le marché est une étape délicate et va
influencer les résultats (Johnson 2011). En I’absence de « gold standard », comme ¢’est le cas pour la
maladie de Lyme, ceci représente une étape trés difficile. Force est de constater que les sensibilités et
les spécificités annoncées par les fournisseurs des kits diagnostiques manquent parfois d’objectivité et
les seuils proposés ne donnent pas toujours la sensibilité et la spécificité souhaitée. Pour le test
borréliose IF, on peut ainsi observer que le seuil de 1/64 avancé comme seuil de positivité par le
producteur (notice Biopronix, fluo Borrelia burgdorferi horse) ameénerait a conclure a une
séroprévalence de plus de 97 % (annexe 1). C’est une séroprévalence peu réaliste qui ne correspond
pas aux différentes séroprévalences décrites dans la littérature et qui sont précisées dans la premiére
partie de ce travail. Sans données objectives probantes, il n’était cependant pas justifié
scientifiguement de modifier les seuils annoncés par le producteur et pour pallier a ce cut-off
visiblement trop bas avancé par le producteur. La décision a été prise au sein du laboratoire réalisant le
test d’insérer un commentaire sur les protocoles de réponse incitant les vétérinaires a la prudence lors
de I’interprétation des résultats positifs. Ce commentaire suggere que les résultats 1/64, 1/128 et 1/256
soient jugés non significatifs. Il y est d’autre part précisé que les résultats doivent étre évalués en
paralléle avec la clinique et 1’historique d’exposition aux tiques. Il est aussi conseillé de controler les
résultats de sérologie positifs par un sérum couplé ou un WB. Cette pratique est malheureusement
encore trop rarement appliquée. Une approche largement répandue sur le terrain, mais peu justifiable
scientifiquement, consiste en effet vu I’absence de signes cliniques spécifiques chez les chevaux
suspects de maladie de Lyme a réaliser un test sérologique et a mettre en place une antibiothérapie si

le résultat de cette sérologie est positive.

La specificité et la sensibilité annoncée par le producteur du kit ELISA (notice Borrelia burgdorferi
Veterinar ELISA) utilisé dans 1’étude de séroprévalence sont respectivement de 96 % et de 100 %.
L’analyse de la méthodologie utilisée pour la détermination de ces seuils par le producteur permet de
constater que ces valeurs ont été déterminées par comparaison au WB sur un échantillon de 119
chevaux dont seulement 3 étaient positifs. Aucune donnée clinique n’est cependant disponible pour
ces cas positifs. La valeur scientifigue de ces parametres de validité et leur utilisation pour

I’interprétation des résultats sont dés lors également questionnables.
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Une recherche bibliographique réalisée sur la valeur diagnostique des tests serologiques IF et ELISA
n’ a pas non plus permis de trouver de données fiables pour les parametres de validité ou les seuils a
utiliser. De nombreuses publications ont été réalisées a ce sujet, mais celles-ci favorisent tantot I’un et
tant6t 1’autre test. L’analyse de ces publications permet de se rendre compte que celles-ci doivent étre
interprétées avec précaution car elles font I’objet de nombreux biais et conflits d’intéréts. Ainsi par
exemple, dans un article publié en 2002 par Dziercecka et al., les auteurs concluent dans le cadre
d’une étude de validation d’un nouveau test ELISA comparé a un test IF ainsi qu’a un autre test validé
de type ELISA, que I’'TF présente un pourcentage plus élevé de faux positifs. Il apparait au vu de la
méthodologie utilisée qu’un biais existe car s’il est possible en I’absence d’indépendance des tests
utilisés de décrire leur concordance entre eux, il est impossible de savoir si cette concordance veut dire
que 'un ou lautre test est meilleur que I’autre. Deux tests peuvent en effet avec une concordance
parfaite étre tous les deux aussi mauvais I’un que I’autre (Sergeant et Perkins 2015). Il en va de méme
pour différents articles publiés par la suite dans le cadre de la validation de nouveaux tests IF ou
ELISA qui mettent en avant la sensibilité et la spécificit¢ d’une méthode par rapport a 1’autre selon
celle qui a été étudiée pour la validation. En 2008, Johnson publie dans le cadre de la validation d’un
nouveau test ELISA, un article dans lequel il met en avant la spécificité de 100 % de ce nouveau test.
Dans cette étude, les 220 sérums sélectionnés provenaient de 23 poneys infectés expérimentalement
par Borrelia burgdorferi mais n’ayant montré aucun signe clinique et de 4 poneys témoins négatifs.
L’analyse portait sur des sérums prélevés chez un méme animal a différents moments apres 1’infection
expérimentale. La transposition des données de validité dans un contexte clinique peut étre remise en
question. Dans une étude de prévalence réalisée en 2007 en Flandre, pour citer un dernier exemple, les
auteurs décrivent une spécificité et une sensibilité de 100 % pour le test ELISA utilisé, ce qui dans
I’absolu serait bien sir idéal, mais nous a paru également peu réaliste (Moyaert et al. 2006). La
commercialisation des nouveaux tests sérologiques plus récents (Dot Blot, Multiplex ELISA, Western
Blot, LIPS) et les recherches en cours sur ces tests ont également donné lieu a plusieurs publications
(Chandrashekar et al. 2010, Maurizi et al. 2010, Burbelo et al. 2010). Dans une publication trés
intéressante, Wagner (2011) utilise une méthode de validation Bayesienne pour valider un nouveau
test. Cette approche semble, en 1’absence de « gold standard », trés intéressante. L’auteur souligne
dans sa conclusion que I’évaluation des valeurs diagnostiques reste un véritable challenge en 1’absence
d’un vrai « gold standard », résumant ainsi les difficultés rencontrées et les limites de 1’évaluation de

la valeur diagnostique des tests sérologiques utilisés pour la borréliose.

Au vu de ces informations trés variées trouvées tant aupres des producteurs des kits diagnostiques
borréliose ELISA et IF ainsi que dans la littérature, il paraissait incontournable d’évaluer les
paramétres de validité de ces tests que ce soit pour leur utilisation a des fins épidémiologiques ou
lorsque ceux-ci sont utilisés a des fins diagnostiques. C’est ¢galement a I’aide de ces paramétres qu’il

sera possible d’illustrer, a 1’aide d’exemples concrets, ’opportunit¢é qu’ont les vétérinaires
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d’augmenter la valeur prédictive positive de leurs résultats de sérologie borréliose. En veillant a tester
uniquement des chevaux suspects de maladie de Lyme, ils pourront en effet augmenter la probabilité
prétest qui, comme la prévalence, va influencer favorablement la valeur prédictive positive. En prenant
soin de vérifier les résultats positifs par un test de seconde ligne, ils pourront améliorer sensiblement la
specificité.

2. Matériel et méthode

En I’absence de gold standard et suivant les recommandations trouvées dans la littérature, les sérums
de notre échantillon ont été testés en aveugle selon la technique IF, ELISA et WB. Lorsqu’aucun
« gold standard » n’est applicable ou disponible, 1’utilisation du meilleur test disponible est en effet
une des méthodes acceptée et parmi les plus fréqguemment utilisées (OIE 2013). Le WB fait ainsi dans
le cadre de notre étude office de « gold standard relatif » ou de « standard de référence » selon la
dénomination conseillée (Rutjes et al. 2007).

Echantillon

Un échantillon de convenance de 100 sérums a été réalisé en veillant a stratifier ces sérums par rapport
au taux d’anticorps borréliose IF, allant du plus faible taux (titre IF 1/64) au taux le plus élevé (titre IF
1/1024). Cette méthode a été choisie afin d’avoir un échantillon représentatif des différentes sérologies
rencontrées sur le terrain. Pour des raisons de colts supplémentaires inutiles, aucun sérum négatif en
IF n’a été inclus dans cette étude comparative. En effet, a la fois les recommandations du fabricant du
test et les résultats préliminaires obtenus dans une étude pilote indiquant que 100% des sérums au seuil
1/64 étaient négatifs en WB (Amory et al. 2014) permettaient de raisonnablement penser que ceux-ci

allaient également étre négatifs en WB.

Les sérums ont été sélectionnés dans la sérothéque de la clinique équine de la Faculté vétérinaire
(n=53) ainsi que parmi les sérums soumis par des vétérinaires praticiens au laboratoire Synlab-Collard.
Ces derniers ont été prélevés par les praticiens chez des chevaux suspects de borréliose (n=47). A
I’intérieur de chaque strate, les sérums ont été sélectionnés de fagon aléatoire lorsque plusieurs sérums
étaient disponibles pour une méme dilution. Les échantillons ont été collectés entre avril 2014 et avril
2016. lls ont été soit analysés immédiatement, soit congelés a -20° (maximum un mois) ou a -80°

(maximum deux ans).

Tests sérologiques

Chaque sérum a été analysé avec 3 tests sérologiques qui seront repris respectivement sous
I’abréviation IF, ELISA, WB :
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# |F : immunofluorescence (Fluo Borrelia burdgorferi Horse, Biopronix)

& ELISA (Testkit Borrelia burgdorferi Veterindr ELISA, Fa. Genzyme Virotech)

& WB : western blot (Borrelia veterinér plus OspA LINE, IgG Line Immunoblot, Sekisui
Virotech GmbH)

Les analyses ont été réalisées en aveugle par des technologues différent(e)s, dans deux laboratoires
différents et sur trois sites distincts (Laboratoire Synlab-Collard ; site de Liege (IF), et site d’ Augsburg
DE (WB, ELISA) et Laboratoire Frank Duncombe (ELISA).

L’interprétation des résultats a été réalisée selon les instructions du producteur. Le résultat du test
ELISA est considéré négatif lorsque < a 12 VE (Virotech Einheiten), douteux entre 8 et 12 VE et
positif lorsque > 12 VE. Le résultat du test IF est répondu en titre qui correspond a la dilution la plus
¢levée a laquelle une fluorescence a été observée. Ces titres s’échelonnent de 1/64 a 1/1024. Les
résultats du test WB sont répondu négatif, douteux ( = oriente vers un contact) ou positif (= oriente

vers une infection) en fonction du nombre et de I’intensité des bandes qui ont réagi (annexe 2).

Traitement des données

Les résultats ont été encodés dans une base de données Access. lIs ont ensuite été exportés en Excel et
binarisés pour les différents seuils. Les résultats positifs et négatifs ont ensuite été répartis dans des
tables de contingence. Ces tables ont été réalisées pour les différents seuils en IF (1/64, 1/128, 1/256,
1/512, 1/1024) et en ELISA (douteux, positif) reprenant le résultat du WB comme standard de

référence pour le classement des vrais et faux positifs.

La sensibilité, la spécificité, la performance, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive
négative ont ensuite été calculées pour les différents seuils IF et ELISA par rapport aux différents
seuils du WB (douteux, positif). Les seuils du standard de référence, le WB, doivent en effet
¢galement d’étre choisis en fonction de I’utilisation a laquelle est destiné le test (OIE 2013) pour
pouvoir avancer une spécificité et sensibilité diagnostique des tests sérologiques IF et ELISA lorsque
ceux-ci sont utilisés a des fins épidémiologiques pour mettre en évidence un contact avec Borrelia
burgdorferi (seuil WB douteux) ou a des fins diagnostiques, pour orienter vers une infection active a

Borrelia burgdorferi (seuil WB positif).

Contrdle qualité : I’ensemble des résultats a été vérifié sur base du protocole de réponse original du
laboratoire. Pour les résultats WB, une vérification attentive nous a amené a reclasser correctement
plusieurs résultats qui avaient été mal classés sur le protocole de réponse du laboratoire. Pour cette
vérification nous avons tenu compte des bandes réactives et de 1’algorithme de classement du

producteur (annexe 3).
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3. Résultats

Evaluation des parameétres de validité des test ELISA et IF lorsque ces tests sont utilisés pour orienter

vers un contact avec Borrelia burgdorferi

Dans le but de pouvoir interpréter au mieux les résultats de I’étude de séroprévalence et de pouvoir
déterminer les valeurs seuils qui donnent les meilleurs paramétres de validité lorsque les tests ELISA
et IF sont utilisés a des fins épidémiologiques, nous avons comparé les résultats de ces tests pour les
différents seuils de positivité, en les classant dans des tables de contingence par rapport aux résultats
du test WB interprété au seuil « douteux ». Un résultat de test WB douteux oriente en effet vers un
contact avec 1’agent pathogeéne. Sur les 100 sérums analysés 24 étaient positifs en WB. Les résultats

sont synthétisés dans la table 3.

Table 3 : paramétres de validité des tests IF et ELISA pour une utilisation de ces tests a des fins

épidémiologiques (contact avec Borrelia burgdorferi) calculés par comparaison au WB (seuil douteux)

IF seuil IF seuil IF seuil IF seuil  ELISA seuil ELISA seuil
1/128 1/256 1/512 1/1024 douteux positif
Sensibilité 100% 95,83% 83,33% 58,33% 95,83% 83,33%
Spécificité 26,32% 51,32% 73,68% 92,11% 63,16% 77,63%
Efficacité 62,99% 73,57% 78,51% 75,22% 79,50% 80,48%
VPP 30% 38,33% 50% 70% 45,10% 54,04%
VPN 100% 98% 93% 87,5% 97,96% 93,65%

.VPP=valeur prédictive positive, VPN= valeur prédictive négative

Ces chiffres nous permettent d’observer que la sensibilité et la spécificité du test ELISA utilisé dans la
premiére partie de ce travail (étude de séroprévalence) sont respectivement de 95.83 % et de 63.16 %

lorsqu’a la fois les résultats du test ELISA et WB sont interprétés au seuil douteux.

On peut également observer que le test IF « performe » le mieux lorsqu’il est utilisé au seuil de
positivité de 1/512. Utilisé au seuil de 1/256 on observe une sensibilité qui est plus intéressante qu’au
seuil 1/512 (96 % versus 83 %) mais avec cependant une spécificité insuffisante (51 % versus 74 %).
Utilisé au seuil de 1/1024 on observe une spécificité tres intéressante (92,21 %) mais avec une

sensibilité insuffisante (58 %).

30



La représentation graphique des résultats (figure 8 et 9) illustre que le choix d’un test et du seuil de

positivité utilisé pour interpréter les résultats va déterminer son I’efficacité qui sera un compromis

entre la sensibilité et la spécificité. En faisant varier les seuils on va favoriser tantdt 1’'une ou I’autre.

1,2
1 4 ELISApositif
ELISAdouteux
0,8 -
IF512
0,6 =—f=—Se HSp
/ IF1024
0,4 ={i=Sp mSe
’ / IF256
0,2 IF128
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Figure 8: Comparaison des sensibilités et des Figure 9 Représentation graphique de I’efficacité des

spécificités des tests IF et ELISA pour la mise en
évidence des anticorps Borrelia burgdorferi calculées
pour les différentes valeurs seuil par rapport au WB
(seuil douteux)

tests IF et ELISA pour la mise en évidence des
anticorps Borrelia burgdorferi calculée pour les
différentes valeurs seuil par rapport au WB (seuil
douteux) classés par ordre décroissant d’efficacité

Concordance des tests ELISAet IF

Plusieurs méthodes existent pour comparer deux tests entre eux dont le calcul du coéfficient de
corrélation Kappa, le calcul de la concordance générale et le calcul de la concordance proportionnelle
de résultats positifs et négatifs. Chaque méthode comporte des avantages et des limites. (Powers 2014,
Schvatz et al. 2015, Sergeant et Perkins 2015,).

Le coéfficient de Kappa calculé selon la formule de Powers (2014) est de 0,70 et est, selon les critéres
de concordance Kappa, considéré comme étant bon. La concordance générale est de 0,85 et la
concordance positive entre les résultats IF et ELISA calculée selon la formule de Cicheti et Feinstein
(Sergeant et Perkins 2015) est de 0,95 (table 4).

Table 4 : Table de contingence pour le calcul de la concordance entre les résultats ELISA (seuil douteux)et IF (seuil
1/512) pour la mise en évidence des anticorps Borrelia burgdorferi

ELISA/IF IF positif IFnégatif Totaux
ELISApositif 38 13 51
ELISA négatif 2 47 49
Totaux 40 60 100
%concordance positive 0,95

%concordance négative 0,78

Lorsque des informations sont disponibles sur les erreurs probables de classement (et ces informations
étaient accessibles en utilisant le WB comme standard de référence, il est possible de calculer la
concordance positive corrigée (Rutjes et al. 2007).
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La concordance positive corrigée qui tient compte de la probabilité d’avoir mal classé des résultats

vrais et faux négatifs donne dans le cas présent un taux de concordance positive de 90.50%.

Evaluation des parameétres de validité des tests ELISA et IF lorsque ces tests sont utilisés pour orienter

vers une infection active par Borrelia burgdorferi

Le diagnostic constitue une étape incontournable de la prise en charge d’un cheval malade et son
résultat déterminera les décisions thérapeutiques. Les tests sérologiques peuvent étre des outils
précieux pour confirmer ou infirmer une suspicion clinique de borréliose. Connaitre la valeur
diagnostique des tests ELISA et IF lorsque ceux-ci sont utilisés a des fins diagnostiques est dans ce
contexte essentiel. Les résultats des tests ELISA et IF ont, cette fois, été comparés aux résultats du WB
au seuil positif. Un résultat WB positif oriente vers une infection active. Un résultat positif devra
néanmoins étre interprété en tenant compte de la clinique, de I’anamnése et de 1’exposition potentielle

a des tiques.

Les résultats sont représentés en termes de taux de faux positifs et de taux de faux négatifs selon le
choix de différentes valeurs seuils IF et ELISA (figure 10). La table 5 reprend les paramétres de
validité pour différents seuils IF et ELISA calculés par rapport au standard de référence WB interprété

au seuil positif.

50 Table 5 : paramétres de validité des tests IF et
2(5) ELISA pour une utilisation de ces tests & des fins
35 - diagnostiques (infection par Borrelia burgdorferi)
gg . calculés par comparaison au WB (seuil positif)
s ® Taux FP ELISA  ELISA
] B TauxFN IF128  IF512  IF1024 douteux _positif
0 - se= 90% 90% 70% 100%  100%
N ,\y Ry {&\ sp= 21,11% 65,56% 85,56% 54,44% 70%
& @9 606@ on* Perf=  55,55% 77,78%  77,78%  77,22% 85%
\}(’v Qﬁ" VPP 11% 22,5% 35% 19,61% 27,03%
VPN 95%  98,33% 96,25% 100%  100%

Figure 10 : représentation graphique des taux de faux positifs (FP) et faux négatifs (FN) en fonction du seuil de

positivité choisi pour interpréter les résultats des tests IF et ELISA Borrelia burgdorferi

C’est le test IF utilisé au seuil 1/1024 qui génére le moins de résultats faux positifs (14,44 %). 1l
génére cependant lorsqu’il est utilisé au seuil de positivité de 1/1024, 30 % de faux négatifs. Si on
utilise le seuil IF 1/512 ou les tests ELISA (seuil douteux ou positifs), on peut observer que plus de 30
voire 40 % des résultats seront des faux positifs. Aucun faux négatif n’a par contre été mis en évidence
pour le test ELISA. En effet, tous les résultats négatifs en ELISA 1’étaient également au WB lorsque la

valeur seuil utilisé pour le WB est le seuil « positif ».
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Influence de la prévalence et de la probabilité pré-test sur la valeur prédictive positive : une illustration

L’utilisation de tests de laboratoires, méme lorsque ceux-ci ont une bonne spécificité et une bonne
sensibilité, n’auront pas une bonne valeur prédictive positive s’ils sont utilisés avec une probabilité

prétest basse (Johnson 2011).

En médecine humaine, des recommandations ont été émises pour limiter la réalisation de tests
sérologiques de borréliose non justifiés. En cas de symptomes spécifiques tels que la présence d’un
érythéme migrant qui fait suite a une morsure par tique, les tests sérologiques sont considérés comme
inutiles, car ce symptdme oriente a lui seul vers un diagnostic de borréliose avec une probabilité pré-
test de plus de 80 %, probabilité a partir de laquelle, il est considéré inutile de réaliser un test (Johnson
2011, Perronne 2014). Utiliser des tests sérologiques dans la phase aiglie précoce de la maladie de
Lyme risque en plus de générer des faux négatifs et aura comme conséquence de diminuer la valeur
prédictive négative du test utilisé quelles que soient ses qualités analytiques. Lorsqu’un patient
présente des symptdmes peu spécifiques, les médecins sont par contre confrontés au méme probléme
qu’en médecine vétérinaire et il est important que le clinicien évalue la probabilité prétest afin de

déterminer s’il est, oui ou non, justifié de réaliser une sérologie borréliose.

Nous terminerons cette deuxiéme partie du travail par un tableau qui, a ’aide de données issues de
notre étude comparative, permet de comprendre dans quelle mesure le fait d’augmenter la probabilité
prétest et donc la prévalence va permettre aux praticiens d’améliorer les valeurs prédictives positives

et donc la probabilité qu’un résultat positif oriente bien vers une infection.

Les valeurs de spécificité et sensibilité du test IF au seuil de 512 ont été utilisées et les conséquences
ont été exprimées en termes de valeur prédictive positive dans une population fictive en faisant varier
la prévalence de 10 % a 50 % (table 6) :

Table 6 : évolution des parameétres de validité du test IF utilisé au seuil 1/512 calculé par comparaison au

test WB (seuil positif) pour une augmentation de la prévalence de 10 a 50%

IF/WB WB positif WB négatif Totaux IF/WB WB positif =~ WB négatif  Totaux
IF positif 9 31 40 IF positif 45 17 62
IF négatif 1 59 60 IF négatif 5 33 38
Totaux 10 90 100 Totaux 50 50 100
se= 90% se= 90 %

sp= 65,56% sp= 65,56%

Perf= 77,78% Perf= 77,78%

VPP 22,50% VPP 72,58%

VPN 98,33% VPN 86,68%
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On peut observer que la valeur prédictive positive passe de 22,50 % pour une prévalence de 10 % a
une valeur prédictive de 72,58 % si la prévalence est artificiellement tirée vers le haut tout en gardant

les mémes paramétres de sensibilité et spécificité du test.

4. Discussion

Le calcul des parametres de validité des tests IF et ELISA qui sont les deux tests Borrelia burgdorferi
les plus couramment utilisés par les vétérinaires belges, nous a permis d’observer une bonne
sensibilité (96 %) du test ELISA lorsque celui-ci est interprété au seuil douteux telle que ce fat le cas
dans notre étude de séroprévalence. Sa spécificité s’est avérée nettement moins bonne (66 %) et se
traduit par une valeur prédictive positive qui est inférieure a 50%. Ceci nous incite a rester prudents
lors de I’interprétation des résultats de notre étude de séroprévalence. En effet, en transposant les
paramétres de validité calculés pour le test ELISA, a la séroprévalence observée dans 1’échantillon de
303 chevaux utilisé dans la premiére partie du travail, le taux de séroprévalence ne serait plus de 22,44
% mais de 10,54 % .La plus grande prudence s’impose cependant pour faire cette inférence. En effet,
en ’absence de gold standard les parametres ont été calculés par comparaison au WB utilisé comme
standard de référence. Dans la situation idéale le standard de référence devrait fournir une
classification parfaite sans erreurs. Cependant le standard de référence ne constitue pas le « gold
standard » mais la meilleure alternative disponible. Il est donc indispensable de prendre en
considération la qualité de ce standard de référence. Chaque erreur de classement du standard de
référence entraine un classement erroné du résultat du test candidat que 1’on évalue. Si le test de
référence manque de sensibilité par exemple, il va classer en faux positif un résultat qui est peut-étre
un vrai positif et sous-estimer la sensibilité du test évalué. Le degré de corrélation entre les erreurs du
standard de référence et celles du test évalué va aussi soit amplifier soit diminuer les paramétres de
validité du test qui est évalué (Rutjes 2007). Le western blot est décrit dans la littérature comme un
test trés spécifique mais pas plus sensible que le test ELISA (Johnson 2011) et a méme été décrit dans
une étude réalisée chez le cheval comme moins sensible que I’ELISA (Wagner et al. 2011). Certaines
données issues de notre étude vont dans le méme sens et argumentent en faveur d’une sensibilité
moindre du test WB par rapport aux tests ELISA ou IF. En effet, parmi les 40 sérums > ou = a 1/512
en IF, on a observé 18 sérums négatifs en WB alors que ceux-ci étaient également positifs en ELISA.
L’analyse détaillée des résultats et plus particuliérement I’interprétation détaillée des bandes de
réaction WB positives présentes mais considérées non significatives selon 1’algorythme en vigueur
sur ces serums permettrait peut-étre de mieux comprendre ces résultats positifs en ELISA et IF mais
classés négatifs en WB et leur répercussion sur la valeur prédictive positive des tests ELISA et IF

calculée par comparaison au test WB.
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L’analyse des parametres de validité du test IF met une efficacité Iégerement inférieure en évidence
pour ce test par rapport au test ELISA. C’est lorsque I'IF est interprété au seuil 1/512 qu’on obtient
pour ce test une efficacité comparable au test ELISA interprété au seuil douteux (respectivement 78.50
% et 79,49 %) avec une spécificité supérieure pour le test IF par rapport au test ELISA
(respectivement 73,68% et 63,16 % ) mais une sensibilité inférieure du test IF par rapport au test
ELISA (respectivement 83,33 % et 95,83 %) .

Les différents calculs de concordance permettent de considérer la concordance entre les tests
sérologiques borrélioses IF et ELISA comme bonne (Kappa 0,70) voire tres bonne (concordance
positive corrigée 0,90) lorsque ceux-ci sont interprétés a la valeur seuil de positivité de 1/512 (IF) et
« douteux » (ELISA). Ceci rejoint la concordance et la qualité jugée équivalente des tests IF et ELISA
pour le diagnostic de la maladie de Lyme chez ’homme chez qui ces deux tests peuvent étre utilisés

indifféremment comme test de premiére ligne (CDC 2016).

Lorsque ces tests sont utilisés a des fins diagnostiques, et comparés au seuil WB positif pour le calcul
des paramétres de validité, on a pu observer une sensibilité de 100% pour le test ELISA. En effet, tous
les résultats positifs au test ELISA se sont avérés également positifs au test WB lorsque ce dernier est
interprété au seuil positif qui est la valeur seuil qui oriente vers une infection a Borrelia burgdorferi.
Une sensibilité de 90 % a été observée pour le test IF au seuil de 1/512 et de 70% au seuil de 1/1024.
L’analyse des résultats a permis d’observer que cette sensibilité moindre semble liée a un défaut de
fiabilité du test IF. La fluorescence observée est sujette a une interprétation subjective et la dilution qui
correspond a I’extinction de la fluorescence est parfois difficile en raison de la fluorescence présente
en «bruit de fond » présente, méme a basse dilution. L’excellente sensibilité du test ELISA et la
bonne sensibilité du test IF font de ces deux tests des tests de choix comme test de premiere ligne.
Leur valeur prédictive négative trés bonne permet en effet d’exclure un contact avec 1’agent
pathogéne. La spécificité et la valeur prédictive positive de ces tests est cependant trés insuffisante
pour accepter, selon les principes d’une « evidence based veterinary medicine » que ces tests puissent
étre utilisés pour confirmer un diagnostic de maladie de Lyme chez les chevaux. En cas de résultat
positif, un test de seconde ligne (WB) s’impose pour orienter vers une infection active. Les
symptdmes clinique, I’anamnése, 1’exposition potentielle a des morsures de tiques, devront faire partie
intégrante du processus diagnostic ainsi que I’exclusion des autres pathologies éventuellement
responsables des symptdémes pour pouvoir raisonnablement orienter le diagnostic vers une maladie de
Lyme. Cette recommandation de double test chez les chevaux n’est pas nouvelle (Buttler et al. 2005)
et est également conseillée pour le diagnostic de la borréliose chez I’homme (Perronne 2014). 1l n’est
par contre pas conseillé de demander un test WB seul et de court-circuiter 1’étape du test sérologique
de premiére ligne car ceci va diminuer la spécificité du test WB (Johnson 2011). L’auteur décrit dans

cet article comment une diminution de 1% de spécificité générerait sur base des chiffres américains de
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2009 environ 34000 résultats faux positifs chez les patients, mettant ainsi en avant les conséquences

importantes en termes de santé publique.

La simulation proposée pour illustrer les conséquences bénéfiques en termes de valeur prédictive
positive d’une augmentation de la prévalence permet d’observer comment le choix des chevaux a
tester va influencer la confiance que le vétérinaire pourra donner au résultat positif de son test
sérologique. Une pratique rencontrée réguliérement en pratique consiste en effet, lorsque dans une
écurie un cheval a été testé positif pour la borréliose, a tester I’ensemble des chevaux de 1’écurie. Or le
choix des chevaux testés aura des répercussions sur la valeur prédictive positive du résultat. Il est dans
une optique de médecine vétérinaire factuelle, déconseillé de tester des chevaux non suspects de
maladie de Lyme.

5. Forces et limites de I’étude

Une des forces de cette étude est d’avoir testé 100 sérums avec les 3 tests Borrelia burgdorferi utilisés
en Belgique. Nous avons pris soin de sélectionner des sérums dont les taux en anticorps étaient
répartis de fagcon homogéne des taux les plus faibles aux taux les plus élevés. Il est également
intéressant a noter que le nombre de sérums séropositifs en WB de notre échantillon (24 %) se
rapproche sensiblement de la séroprévalence évaluée dans notre étude de séroprévalence (22 %). Ceci
représente un atout pour notre étude comparative sachant a quel point il est difficile, dans les études de
validation et d’évaluation de performance des tests, de construire un échantillon représentatif de la

population étudiée (OIE 2013, Johnson 2011).

La limite principale de cette étude est liée au fait qu’en 1’absence de « gold standard », les parametres
de validité ont été calculés par rapport au test WB utilisé comme standard de référence. Or d’une part,
ce standard de référence n’est pas parfait et d’autre part, les tests ELISA et WB ne sont pas des
indicateurs indépendants d’exposition & Borrelia burgdorferi. 11 y a en effet, d’un point de vue
méthodologique, des points communs entre les deux techniques. Les tests ELISA et WB sont
construits a partir d’antigénes similaires (Johnson 2011) et c’est la procédure de séparation de ces
antigenes qui differe et permet d’étre en WB plus spécifique qu’en ELISA par rapport au type et a la

complexité de la réponse immunitaire.

Il ne faut pas perdre de vue non plus que seuls les paramétres de validité des tests IF et ELISA ont été
étudiés et non les paramétres de précision (répétabilité et reproductibilité). Or ces parameétres de
précision influencent également les résultats. Ceux du standard de référence sont eux aussi dépendants
des paramétres de validité et de précision qui ne sont pas parfaits. La difficulté¢ d’interprétation du test
WB dont la positivité dépend du nombre, de la combinaison et de 1’intensité des bandes, a par exemple
donné lieu & des erreurs de classement que nous avons pu rectifier lors du contrdle qualité de nos

résultats.

36



Analyse cotuit/bénéfice de différentes stratégies diagnostiques de prise
en charge d’un cheval suspect de maladie de Lyme

1. Introduction

L’objectif de cette troisieme partie du travail est d’évaluer les différentes stratégies de prise en charge
des chevaux suspects de maladie de Lyme. A I’aide des données de séroprévalence Borrelia
burgdorferi observées chez les chevaux vivant en Wallonie et des paramétres de validité diagnostique
des tests sérologiques évalués respectivement dans la premiere et dans la deuxiéme partie de ce travail,
nous évaluerons les codts relatifs des différentes stratégies ainsi que la consommation en antibiotiques
que nous exprimerons en terme d’antibiotiques « évitables » lorsque ceux-ci, au vu des données
factuelles, ne sont pas justifiés. La conclusion de cette analyse n’est pas la décision mais devrait
permettre aux praticiens d’envisager les conséquences de leurs choix en termes de colit pour le

propriétaire du cheval et de responsabilité face a I’utilisation raisonnée des antibiotiques.

Le Conseil Supérieur de 1’Ordre des Médecins Vétérinaires, conscient du role des vétérinaires dans la
lutte contre I’antibiorésistance et remplissant ainsi pleinement sa mission de veiller a l'intérét général,
a explicitement défini la responsabilité du vétérinaire en prenant la décision d’ajouter fin 2014 un

article a son Code de Déontologie :

Art 33 bis - Dans le cadre de la lutte contre I’antibiorésistance, le vétérinaire utilise les antimicrobiens apreés
diagnostic, avec discernement, et exclusivement pour des traitements justifiés scientifiquement et médicalement.
Il donne, lors de leur fourniture ou prescription, des conseils sur leur bon usage au responsable/propriétaire des
animaux. Il veille tout particuliérement a respecter les recommandations de [’Organisation Mondiale de la Santé
Animale (OIE) formulées a propos de l'usage d’antimicrobiens revétant une importance critique a la fois pour

la santé humaine et animale (voir annexe 6).

Cette partie du travail constitue une initiative qui vise a promouvoir 1’utilisation raisonnée des
antibiotiques en médecine vétérinaire et plus particuliérement dans le cadre du traitement des chevaux

suspects de maladie de Lyme.

Selon le rapport Belvetsac 2014 la consommation totale de produits antimicrobiens en médecine
vétérinaire exprimée en tonnes de substance active a augmenté en Belgique de 3,2 % en 2014. Un
chiffre décevant aprés deux années consécutives de diminution substantielle (Belvetsac, 2014). 1l est a
noter que ces chiffres comprennent tant les produits antimicrobiens utilisés en traitement que les pré-
mélanges et représentent des chiffres issus pour toutes les espéces animales confondues. Aucune
donnée n’est en effet disponible sur la proportion d’antimicrobiens utilisés par espéce parce que les
chiffres sont établis sur base des ventes des produits antimicrobiens vétérinaires et sur base des

chiffres de production animale. Ces données ayant augmenté au cours des dernieres années,
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I’accroissement de la consommation en antibiotiques vétérinaires ajustée sur la quantité de biomasse
produite est de 1,1 % pour I’année 2014 par rapport a 2013. Les tetracyclines utilisées dans le
traitement de la maladie de Lyme font partie des trois classes d’antimicrobiens les plus employés en

médecine vétérinaire avec une consommation de 61,9 tonnes en 2014 (Belvetsac 2014).
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Figure 11 . Evolution de la consommation nationale totale d’antimicrobiens a usage vétérinaire en

Belgique pour les années 2007-2014 ( exprimée en tonnes de substance active)(source: BelVetSac 2014)

Pour expliquer cette augmentation de la consommation d’antibiotiques a usage vétérinaire enregistrée
en 2014, les auteurs de ce rapport incriminent une « diminution de I’attention accordée a l'utilisation
responsable et restrictive d’antimicrobiens » et recommandent de faire des efforts en matiére

d’information et de sensibilisation afin de réduire 1’utilisation d’antimicrobiens.

La troisieme partie de ce travail dont I’objectif est d’aider les vétérinaires dans leur choix de prise en
charge de la stratégie diagnostique lorsqu’ils sont confrontés a un cheval suspect de maladie de Lyme

s’inscrit dans cette perspective.
2. Matériel et méthode :

Les différentes étapes pour cette partie analyse cot/efficacité ont été :

# d’identifier les différentes stratégies actuellement mises en place par les vétérinaires face a un
cheval suspect de maladie de Lyme
#* de rassembler:
- les données relatives a la séroprévalence Borrelia burgdorferi chez les chevaux en Wallonie
- les données relatives aux parametres de validité diagnostique des tests sérologiques utilisés en
routine comme aide au diagnostic chez les chevaux suspects de borréliose.
# de chiffrer le poids des différentes stratégies en termes de colt monétaire a charge du propriétaire

et en termes d’antibiotiques consommeés et « évitables ».
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Les différentes stratégies ont été identifiées de facon informelle et correspondent aux stratégies

largement répandues sur le terrain (table 7)

Table 7 : présentation des différentes stratégies de prise en charge d’un cheval suspect de maladie de

Lyme retenues pour I’analyse cotit/bénéfice

Stratégies

Stratégie 1 tester les chevaux suspects et traitement AB si titre >ou=a 1/128
Stratégie 2 tester les chevaux suspects et traitement AB si titre >ou=a 1/512
Stratégie 3 tester les chevaux suspects et traitement AB si titre >ou= a 1/1024

Stratégie 4 tester les chevaux suspects et traitement AB si titre >ou=a 1/512 confirmé par WB

En ce qui concerne le traitement antibiotique (AB) des chevaux suspects de maladie de Lyme, le
protocole pris en compte est celui du traitement a la doxycycline. Son utilisation, méme si elle semble
moins efficace que le traitement en intraveineux avec I’oxytetracycline ou le ceftiofur (Chang et al.
2005) est en effet largement répandue sur le terrain car elle présente 1’avantage de pouvoir étre
administrée par voie orale. Le traitement a base d’oxytetracycline est plus cofliteux (127,33
euros/cheval comparé a 32,82 euros/cheval pour le traitement a base de doxycycline aux doses
recommandées), en raison du prix plus élevé du médicament et parce qu’il conviendra d’ajouter le
co(t qui sera plus élevé en honoraires vétérinaires pour un traitement intraveineux plutét que par voie

orale (passage répété du vétérinaire ou de la surveillance clinique du cheval en cas d’hospitalisation).

Les codts des antibiotiques et des analyses sont ceux en vigueur en Belgique chez un fournisseur de
médicaments Vvétérinaires et dans un laboratoire offrant la possibilité de faire les différents tests
sérologiques (IF, ELISA et WB). L’analyse a été réalisée en considérant I’IF comme test sérologique
de premiére ligne en raison des chiffres de prévalence qu’il était possible de calculer sur base de
I’analyse rétrospective de 1259 sérologies borrélioses réalisées par IF entre 2012 et 2014 chez des
chevaux belges suspects de maladie de Lyme (annexe 1). Le prix du test ELISA est identique au test
IF. Ceux-ci peuvent, comme nous ’avons mis en évidence dans notre étude comparative, étre tous les
deux utilisés comme tests de premiére ligne. Les données retenues pour 1’analyse cotit/bénéfice sont

reprises dans la table 8.

39



Table 8 : données relatives au % de chevaux séropositifs Borrelia burdorferi observés chez les chevaux suspects de
maladie de Lyme en Wallonie aux parameétres de validité diagnostiques du test IF calculé par rapport au test WB

utilisé comme standard de référence ainsi qu’au coiit du traitement et des tests sérologiques

Données

% de résultats positifs au titre >ou=a 1/128 chez les chevaux suspects 0,80
% de résultats positifs au titre >ou=1/512 chez les chevaux suspects 0,33
% de résultats positifs au titre >0u=1/1024 chez les chevaux suspects 0,14
Spécificité du test IF au seuil 1/128 0,21
Sensibilité du testlF au seuil 1/128 0,90
Spécificité du test IF au seuil 1/512 0,65
Sensibilité du test IF au seuil 1/512 0,90
Spécificité du test IF au seuil 1/1024 0,86
Sensibilité du test au seuil 1/1024 0,70
Colt AB thérapie/CV (doxycycline 10 mg/kg 2X/J pendant 3 semaines) 32,82
Quantité d'AB/CV (exprimé en g de substance active de doxycycline) 210
Cofit d’une consultation (exprimé en euros) 50
Prix du test IF (exprime en euros) 35,84
Prix du test WB (exprimé en euros) 35,84

3. Résultats
Arbre décisionnel

En annexe (4) est illustré ’arbre décisionnel qui a permis d’analyser les 4 stratégies proposées. Les
résultats sont repris dans la table 10 en termes de co(t a charge du propriétaire, de consommation en
antibiotiques évaluée pour 100 chevaux suspects et d’antibiotiques non justifiés ou « évitables » pour
chaque stratégie. Ces codts tiennent compte du prix du traitement antibiotique (AB) a base de

doxycycline et du prix des tests sérologiques et du prix des honoraires vétérinaires (table 9) :

Table 9 : résultats de I’analyse des différentes stratégies de prise en charge des chevaux suspects de

maladie de Lyme en Wallonie (colt pour le propriétaire, antibiotiques administrés et « évitables »)

Codt/CV AB/100 CV (kg) AB « évitables »/100CV (kg) % d’AB non justifiés
1 112,10 28,39 13,27 47%
2 96,67 8,66 2,43 28%
3 90,43 2,47 0,41 17%
4 107,41 6,24 / 0%

40



4. Discussion

Nous avons identifié et analysé les conséquences de 4 stratégies de prise en charge des chevaux
suspects de maladie de Lyme et pondéré le poids de chacune de ces 4 stratégies a 1’aide des données
issues de la premiere et deuxiéme partie du mémoire en prenant également en compte les données de
prévalence observées suite a I’analyse de 1259 sérologies borréliose réalisées chez des chevaux

suspects de borréliose en Belgique (annexe 1).

Le seuil de 1/64 est le seuil de positivité annonce par le producteur du kit IF. Malgré le commentaire
mis en place par le laboratoire sur les protocoles de réponse qui précise que les résultats 1/64, 1/128 et
1/256 sont peu significatifs, que les résultats doivent étre évalués en paralléle avec la clinique et
I’historique d’exposition aux tiques et qu’il est conseillé de contrdler les résultats de sérologie positifs
par un sérum couplé ou un WB, cette pratique est malheureusement encore trop rarement appliquée
sur le terrain. Une approche largement répandue, mais peu justifiable scientifiquement, consiste en
effet, vu ’absence de signes cliniques spécifiques chez les chevaux suspects de maladie de Lyme, a
réaliser un test sérologique et a mettre en place une antibiothérapie si le résultat de cette sérologie est
>ou=a 1/128. Au vu des résultats de I’analyse cott/bénéfice on peut constater que cette stratégie n’est
pas seulement la stratégie la plus couteuse, mais aussi la stratégie qui, en raison de la spécificité basse
du test sérologique IF lorsque celui-ci est interprété au seuil de positivité de 1/128, génere une
consommation importante d’antibiotiques non justifiés. En effet, 47% des antibiotiques administrés

aux chevaux représentent dans cette stratégie des antibiotiques non justifiés liés a un diagnostic erroné.

L’efficacité du test IF lorsque celui-ci est utilisé a des fins diagnostiques a été calculée dans 1’étude
comparative en utilisant le test WB au seuil positif comme standard de référence. Elle est identique (78
%) pour les seuils de 1/512 et 1/1024. Le seuil de 1/512 offre cependant une meilleure sensibilité (90
%) que celle au seuil 1/1024 (70 %), au détriment par contre de la spécificité qui est de 65 % au seuil
de 1/512 contre 86 % au seuil de 1/1024 entrainant la réduction de consommation d’antibiotiques. La
sensibilité et la spécificité devront toutes les deux étre évaluées en fonction du risque lié aux résultats
faux négatifs ou faux positifs. Dans le cas présent, le risque lié aux faux négatifs et donc & une perte de
sensibilité peut entrainer que des chevaux atteints de maladie de Lyme ne soient pas traités. Le danger
lié aux faux positifs est que des chevaux non atteints de maladie de Lyme soient inutilement mis sous
antibiotiques avec les risques que cela comporte tant au niveau individuel qu’au niveau de la santé
publique. Force est de constater que la quantité d’antibiotiques non justifiés administrés aux chevaux
pour ces deux stratégies représente encore 28 % (seuil >ou=a 1/512) et 17 % (seuil >ou= a 1/1024).
Le taux de faux négatifs de la stratégie 1/1024 est par contre de 3 % contre 1 % lorsque le seuil utilisé

est celui de 1/512. Le risque lorsque seuls les titres >ou= a 1/1024 sont considerés comme positif est
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donc de ne pas détecter certains chevaux atteints de borréliose avec les conséquences que cela

comporte pour le cheval malade.

Dans la quatriéme stratégie les chevaux suspects qui ont un titre >ou= a 1/512 sont soumis a un test
WB. Elle permet de maintenir une bonne sensibilité tout en augmentant largement la spécifité et se
révele plus intéressante d’un point de vue financier pour le propriétaire que la premicre stratégie
(mettre sous antibiotiques au seuil de >ou= & 1/128). La 4™ stratégie comporte un risque financier
supérieur pour le propriétaire par rapport aux stratégies consistant a traiter a la doxycycline des
chevaux avec sérologie de 1/512 ou 1/1024 sans controle WB. Mais elle a I’avantage d’éviter

I’administration d’antibiotiques non justifiés.

Les résultats observés a I’issue de cette analyse cotit/bénéfice plaident en faveur de la stratégie en deux
étapes qui consiste a réaliser un test sérologique et de controler, en cas de résultat positif, celui-ci par
une analyse de type WB. Cette maniére de faire rejoint les recommandations que 1’on retrouve en
médecine humaine (CDC 2016) et celles déja proposées par Butler et al. en 2005. Ces conseils ne sont

cependant que trop rarement mis en pratique sur le terrain.

Cette analyse a permis d’illustrer, a I’aide de données concrétes, les conséquences du choix de prise en
charge des chevaux suspects de Lyme. Le choix de la stratégie diagnostique revient aux praticiens. Il
constitue une opportunité que les vétérinaires ont, en appliquant les principes de médecine factuelle,
de prendre leur responsabilité dans la lutte contre I’antibiorésistance en veillant & n’administrer des

antibiotiques chez les chevaux suspects de borréliose, que lorsque ceux-ci sont justifiés.
5. Limites et forces de I’étude

Un point fort de cette analyse cotit/bénéfice réside dans le fait qu’elle s’appuie sur des données de
prévalence rencontrées sur le terrain et valables en Belgique. Elles ont été calculées sur un échantillon
de 1259 sérums de chevaux suspects de maladie de Lyme soumis pour analyse sérologique. Une limite
de ce travail est que les stratégies ont été identifiées de facon informelle. Une enquéte réalisée auprés
des vétérinaires belges aurait permis de justifier, voire de diversifier les stratégies mises en place par
ceux-ci sur le terrain lorsqu’ils sont confrontés a un cheval suspect de borréliose. Cette perspective
d’avenir aurait le mérite de réaliser 1’analyse colit/bénéfice en s’appuyant sur des stratégies plus
représentatives des pratiques habituelles. L’évaluation d’un seul traitement a base de doxycycline est
une autre limite de cette étude. Une analyse étendue aux autres protocoles aurait permis d’évaluer les
répercussions des autres traitements utilisés en routine tant au niveau du prix et des honoraires
vétérinaires que des conséquences en termes de risque de santé publique. Un traitement a base de
fluoroquinolones a des répercussions encore plus néfastes en terme d’antibiorésistance (Van

Doorslaer et al. 2014).
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Conclusions

La maladie de Lyme est une zoonose complexe qui suscite une attention croissante en santé publique.
Les données épidémiologiques nécessaires pour la surveillance et la prévention de cette pathologie
doivent prendre en compte non seulement I’agent pathogéne, mais également le vecteur, les hotes
potentiels et les relations que ceux-ci entretiennent entre eux et avec leur environnement. Dans ce
contexte, ¢’est une approche « one health » qui s’avére la plus justifiée. De nombreuses controverses
existent que ce soit par rapport aux données épidémiologiques, au diagnostic ou au traitement de la
maladie de Lyme tant chez I’homme que chez le cheval. Les tests sérologiques font, en raison du peu
de symptdmes spécifiques décrits chez le cheval, partie intégrante du processus diagnostique.
L’interprétation des résultats doit cependant se faire en tenant compte des données épidémiologiques
de séroprévalence et de la valeur diagnostique des tests sérologiques. Les antibiotiques largement
utilisés dans le traitement des chevaux suspects de borréliose soulévent en effet la question de la
responsabilité des vétérinaires dans la lutte contre I’antibiorésistance et rappellent leur implication en

matiére de santé publique.

Une séroprévalence de 22% a été observée dans notre échantillon composé de 303 sérums prélevés
entre avril 2014 et avril 2016 chez des chevaux vivant en Wallonie qui n’avaient pas présenté de
signes suspects de maladie de Lyme durant les 12 derniers mois. Ce taux se rapproche du taux
observé ces dix derniéres années dans plusieurs autres pays européens et refléte un portage latent
présent dans 1’espeéce équine. Elle doit inciter a la prudence lors de I’interprétation d’un résultat de
sérologie positif réalisé dans le cadre d’une suspicion de borréliose. En effet, peu de cas documentés
de maladie de Lyme ont été rapportés chez le cheval. Aucune association significative n’a pu étre mise
en évidence entre la séroprévalence et la province dans lagquelle résidaient les chevaux ni par rapport
au mois ou a ’année de prélévement. Une association significative (p-valeur= 0,02) a été mise en
¢vidence entre la séroprévalence et 1’age du cheval et ceci sera donc également une donnée dont il

faudra tenir compte lors de I’interprétation d’une sérologie positive.

L’¢évaluation de la valeur diagnostique des tests sérologiques IF et ELISA réalisée dans la deuxiéme
partie de ce travail a permis d’illustrer I’influence des différentes valeurs de seuil utilisés et de la
population visée, plus particulierement la probabilité prétest des chevaux qui seront testés, sur les
paramétres de validité des tests. La sensibilité bonne voire trés bonne des tests sérologiques IF et
ELISA Borrelia burgdorferi permet d’assurer une bonne valeur prédictive négative (de 95 % a 100%
selon les tests et les seuils utilisés) et donc d’exclure une borréliose en cas de résultat négatif. Leur
spécificité est cependant trop faible et se manifeste par des valeurs prédictives positives qui varient de
11 a 33% de sorte qu’un résultat positif a lui seul est insuffisant pour argumenter un diagnostic de

borréliose, méme chez un cheval qui présente des symptdmes suspects de la maladie. Un test de
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seconde ligne de type western blot plus spécifique est indispensable et devrait faire partie intégrante du
processus diagnostique. Dans le cas contraire le risque existe en effet d’administrer un traitement
antibiotique non justifié avec les conséquences néfastes que cela comporte tant pour le cheval que pour
le développement de I’antibiorésistance. Cette stratégie diagnostique en deux étapes est également

celle recommandée chez 1’homme.

L’évaluation colt/bénéfice réalisée dans la troisiéme partie du travail tient compte des données
épidémiologiques observées chez les chevaux en Wallonie et des paramétres de validité des tests
sérologiques. Elle est proposée comme base de réflexion pour aider les vétérinaires praticiens dans le
choix de la stratégie diagnostique la plus appropriée face a un cheval suspect de maladie de Lyme.
Cette analyse a permis d’illustrer les conséquences de ce choix en termes de consommation
d’antibiotiques qui selon notre modéle basé sur un protocole de traitement per os a base de
doxycycline peut aller jusqu’a 47% d’antibiotiques « évitables » lorsque les tests sérologiques sont
utilisés et interprétés de fagon appropriée.

Au terme de ce travail il nous est donc possible d’argumenter la nécessité de prendre en charge les
chevaux suspects de maladie de Lyme en tenant compte des données épidémiologiques de
séroprévalence et de la valeur diagnostique des tests sérologiques. La valeur diagnostique observée
permet de conclure que les tests IF et ELISA sont bien adaptés comme tests de premiére ligne pour
exclure un diagnostic de borréliose mais les résultats positifs devront nécessairement faire 1’objet
d’une confirmation par un test de seconde ligne plus spécifique. C’est en s’appuyant sur des données
factuelles que nous pourrons aider les vétérinaires a remplir leur responsabilité en termes d’utilisation

raisonnée des antibiotiques.
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Annexes

Annexe 1 : analyse rétrospective des résultats de serologie Borrelia burgdorferi
chez 1259 chevaux suspects de maladie de Lyme en Belgique
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Annexe 2 : questionnaire utilisé pour I’étude de séroprévalence Borrelia
burgdorferi chez les chevaux non suspects de borréliose résidant en Wallonie
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Annexe 3: critéres d’évaluation des bandes réactives du test WB Borrelia
burdorferi (OspA LINE)
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Annexe 4: arbre décisionnel : évaluation de 4 stratégies de prise en charge de
chevaux suspects de maladie de Lyme en Wallonie
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