Un test IFNy Bovigam® modifié

pour renforcer la lutte contre la Tuberculose bovine
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PARTIE Il — Chapitre 1 : Un test IFNy Bovigant® modifié pour renforcer la lutte contre la Th

Introduction : Mise en place stratégique d’un testFNy Bovigam® modifié

en Dordogne

Le test de dosage d'lFNBovigan® a été autorisé & titre expérimental en Dordoghaed
part pour une utilisation en série apres I'IDS (RyRJ et al, 2000), c'est-a-dire pour
confirmer ou infirmer rapidement les résultats mégatifs en IDS et ainsi, favoriser les
déclarations de réactions non-négatives en ID8attre part pour un emploi en paralléle a

I'IDS lors d’enquétes épidémiologiques.

Toutefois, plusieurs modifications du protocolegoral du kit commercial Bovigafront été

nécessaires afin d’adapter le test a un contexfaille prévalence de Tb.

Matériel et Méthodes :

|. Présentation de l'adaptation du test Bovigarfi & un contexte de faible
prévalence de Tb

Le test Bovigarfi est basé seulement sur des PPDs, c'est-a-direa stomparaison des
réponses aux antigenes PPDB et PPDA et la compardiss réponses aux PPDB et PBS
(noté N). Néanmoins, cette seconde comparaisonpgE¥DOy) n'a jamais été utilisée
(comme publiée par Vordermeier H.M. et Ewer K. @80 Coad Met al. (2008)) car, d’'une
part, selon Ryan T.&t al (2000), les valeurs de sensibilité et de spétgéfisont inchangées
sans tenir compte de ce critere et d’autre pad, wabeur-seuil de validité de la qualité d’'un
échantillon sanguin stimulé par du PBS a été irciu3Qy < 0,3 (critére utilisé par Coast

al., 2008) (Cf. 8 11.2.2., page 125 et Annexe X& crittre DQpps-DOy > 0,1 a été toutefois
vérifié pour les différentes études relatives &llidation du test en Dordogne (Cf. § IV., page J182
nous avons obtenu les mémes résultats qu’en I'absaé@ ce critere (résultats non présentés dans ce

manuscrit)

Afin d’améliorer la spécificité du test Bovigdnen particulier dans les populations d’'IDS
non-négatives et de minimiser ainsi le taux de faositifs, les antigenes spécifiques ESAT6
et CFP10 (protéines recombinantes) ont été ajaatéalement séparément (campagne de

dépistage de la Tb 2006-2007), puis, en mélangafdagnes de prophylaxie suivantes).

Le calcul permettant de déterminer le résultat ddghantillon analysé seulement avec ces

protéines recombinantes (notées R) a donc étéidBenméme, un procédé d’interprétation
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des résultats individuels (positif ou négatif) déchantillon analysé a la fois avec des PPD et
des R, a alors été défini afin d’obtenir un résditaal (positif, négatif ou divergent) pour ce
test Bovigarfi modifié.

De plus, un mitogéne, le PWM, a été intégré a pddila campagne de prophylaxie 2007-
2008, comme témoin positif de la stimulation celité afin de tester I'immunocompétence

des LT de I'échantillon sanguin.

De méme, comme I'impose le guide AFNOR ELISA NF @019 (AFNOR, 2007), un
plasma de référence ou tracéexterne au kit) a été ajouté comme controle supgigaire de
ELISA. Il s’agit d’'un mélange de plasmas de baviayant fourni des résultats fortement
positifs au test IFN dilué de maniére a obtenir des résultats en Ub@eassez faibles et
suffisamment constant®Qrace.DOry de 0,5, situé dans la zone de linéarité du graghiq
représentant la valeur de DO en fonction de la eatnation en IFM (graphique présenté en
Annexe Xl (Figure A)) pour permettre de vérifier r@productibilité des séries d’analyses
réalisées par le laboratoire et entre les laboegoiutilisant ce méme traceur
(Cf. Figure 11.1.2, page 127).

Enfin, la stimulation cellulaire a été effectuéeneicro-méthode a partir de 2008 en raison de
'augmentation du volume total de sang requis pamalyse de I'échantillon, augmentation
résultant de I'ajout du PWM et des protéines redomties et de la réalisation de I'analyse
des échantillons en double. Ainsi, les volumesalstimulation cellulaire (sang et Ag (ou
PBS ou PWM)) par puits ont été réduits tout en eorant les mémes concentrations puisque
selon Schiller I. et ses collaborateurs (2009),réssuiltats obtenus avec les deux méthodes

(méthode décrite dans la notice Bovidaeh micro-méthode) sont similaires.

II. Description du test IFNy modifié: protocole danalyse et méthode

d’interprétation des résultats

II.1. Protocole d’analyse du test Iirkhodifié

[1.1.1. Etape 1 : la stimulation cellulaire

11.1.1.1. Macro-méthode

La stimulation cellulaire est réalisée dans deqy#a de 24 puits (de 2 ml).
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Chaque partie aliquote de sang (1500 pul) est séienavec :
i. 100 pl de PBS, le témoin négatif, (puits Al),
ii. 100 pul de PPDB de Csl (Prionics) (concentratioal&®0 pg/ml), (puits A2),
iii. 100 pl de PPDA de Csl (concentration finale 20 ig/fpuits A3),

iv. 100 pul d'ESAT6 de Staten Serum Institut (SSI) (@mrcation finale 3 pg/ml),
(puits A4),

v. 100 ul de CFP10 de SSI (concentration finale 3 [llg{puits A5) et

vi. 100 pl de PWM de Sigma, le témoin positif a 5 pgdmksang (puits A6), (Cf. Plan de
plaque, Figure 11.1.1).

Ainsi, I'analyse d’un échantillon requiert 6 puitsine plaque.
Quatre échantillons maximum peuvent donc étre tigpsuir une plaque de 24 puits, selon le

plan de distribution représenté par la figure 11.1.

1 2 3 4 5 6
A | PBSEchl | PPDB.Echl | PPDA&Echl | ESAT&Echl| CFP1&Echl| PWM&Echl
B | PBXEch2 | PPDB&Ech2 | PPDA&Ech2 [ ESAT@&Ech2| CFP1& Ech2| PWM&Ech2
C | PBXEch3 | PPDB&Ech3 | PPDA&Ech3 | ESAT&Ech3| CFP1&Ech3| PWM&Ech3
D | PBXEch4 | PPDB&Ech4 | PPDA&Ech4 [ ESAT@&Ech4| CFP10&Ech4 | PWM& Ech4

Figure 11.1.1. Exemple de plan de distribution, en plaque de 2t pa suivre pour le dépbt de
4 échantillons (Ech 1 a 4) pour I'étape de stiniafatellulaire.

Ensuite, les mélanges réactionnels sont homogén@iae agitation de la plaque pendant
1 min.

Puis, la plague contenant les échantillons est rarséncubation a 37°C en atmosphére
humide, pendant 16 a 24 h.

A la fin de lincubation, la plaque est centrifugae500g pendant environ 10 min a
température ambiante et les plasmas surnageantse(soron 500 ul) sont recueillis et

déposés sur une autre plaque (plaque de transfevt)e du dosage d’IRN

11.1.1.2. Micro-méthode

La stimulation cellulaire est réalisée dans degysa de 96 puits (de 300 pl).
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Chaque partie aliquote de 250 ul de sang (CoadtMl, 2007 ; Schiller let al, 2009), est

stimulé avec :
i. 25 plde PBS (puits Al et B1),
ii. 25 ulde PPDB de Csl (concentration finale 20 pp/(puits A2 et B2),
iii. 25 ul de PPDA de Csl (concentration finale 20 pp/(puits A3 et B3),

iv. 25 ul du mélange (ou mix) constitué des R (ESATEEP10 de SSI) (concentration
finale 5 pg/ml chacun) de sang, (puits A4 et B4) et

v. 25 ul de PWM de Sigma (concentration finale 5 pj/(puits A5 et B5).

Ainsi, comme chaque échantillon est analysé enldd@oad M.et al, 2007), I'analyse d’'un
échantillon requiert 10 puits d’'une plaque.

Ensuite, nous suivons le méme protocole que cekpos dans la macro-méthode
(homogénéisation, incubation sous agitation etrifegation de la plaque, puis transfert des
plasmas surnageants sur une autre plaque). Taytefonme chaque échantillon de sang est
analysé en double, deux plasmas surnageants pamtificim sont alors obtenus et mélangés
dans la plaque de transfert.

I1.1.2. Etape 2 : le dosage d’Ipar la méthode ELISA

Le dosage d’IFN par la méthode ELISA en « sandwich » est réalisdaible pour chaque
échantillon de plasma contenu dans la plague dsfed et en triple pour les témoins positif
(TP) et négatif (TN) du kit ainsi que pour le cdhdr positif interne (traceur utilisé depuis
2007-2008), selon le mode opératoire du kit Bovig4@f. Annexe VII). Compte tenu de la
similitude entre micro- et macro-méthodes, les lté®miont été regroupés en négligeant le
biais éventuellement induit par ce regroupemenhc€mant les R (ESAT6 et CFP10) testés
séparément, comme tous les résultats positifsnétaiesitifs pour les deux Ag et tous les
résultats négatifs étaient négatifs pour les deux #Alors les résultats des R testés

individuellement et en mélange ont été regroupés.

[1.2. Interprétation des résultats d’'une analyséylmodifiée

I1.2.1. Critéres de validation de I'analyse ELISArpes témoins

Avant de procéder a l'interprétation des résultis echantillons, il est nécessaire de valider

lanalyse a partir des résultats des témoins THMt de 'ELISA. Les valeurs de DO
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(moyenne des DO deasplicates) obtenues pour ces témoins par plaque d’analyseert
répondre aux critéres suivants : @ 0,130 et dTN< 0,04 et, D& 0,700 et C\¥p< 30 %
(Notice Boviganf).

I1.2.2. Critéres de validation de la qualité dedguaéchantillon

Apres la validation de l'analyse ELISA par ses témpil est nécessaire de contrbler la
qualité des échantillons analysés.

Il s’agit de vérifier les résultats de chaque étilan stimulé avec les témoins négatif, PBS
(N) et positif, PWM. Les valeurs de DO (moyenne B€> desduplicate$ obtenues pour ces
témoins pour chaque échantillon, doivent répondre aitéres suivants : DEX 0,3 (utilisé
par Coadet al, 2008) et DEwv—DON> 0,4 — Ces seuils ont été déterminés a partir des
distributions des valeurs de R@—DOyN et DQy obtenues pour les échantillons de notre
étude de spécificité absolue du test Nl par comparaison avec les seuils décrits dans |
littérature (Coad M. et al., 2008 ; Schiller I. et al., 2069JCf. Annexe X).

Ainsi, la qualité de I'échantillon ne peut étreidée si DQ > 0,3 (résultat de I'échantillon
testé «ininterprétable ») et/ou si RPY-DON<0,4 (résultat de I'échantillon analysé
« inhibé »). Il est donc nécessaire de recommdiaalyse a partir d’'une nouvelle prise de

sang.

A contrarig si la qualité de I'échantillon est validéee (P©0,3 et D@wv—DON > 0,4), il est
possible de procéder au calcul et a l'interprétaties résultats (individuels) obtenus en PPD
et protéines recombinantes (R) et enfin a I'intétgtion du résultat final du test.

Comme chaque échantillon est analysé en doublendg®nnes des deux valeurs de DO de
PPDB, PPDA, ESAT6 et CFP10 (en individuel ou méigngpnt également calculées pour
chaque échantillon.

I1.2.3. Méthodes d’interprétation des résultatsndéchantillon analysé avec la

technique IFN modifiée

[1.2.3.1. Interprétation des résultats individuels

Deux modes de calcul des résultats individuelséb@tétudiés : un mode de calcul “initial”

basé sur les recommandations du kit Bovi§aeh sur la littérature et, un mode de calcul
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“normalisé” établi selon les recommandations dedane francaise ELISA, NF U 47-019 et

également utilisé par Olsenet al.en 2005 (& partir du kit de Biosoufge

11.2.3.1.1. Mode de calcul “initial”

Les formules “initiales” pour calculer les résutandividuels d’un échantillon, c'est-a-dire
les résultats en PPD (seulement la formD@pps—DOroa du kit Bovigant) et en R (la
formule DOg-DOy employée par Rhodes S.&.al. (2000), Buddle B.Met al. (2001, 2009),
Cockleet al. (2006), Vordermeier H.Met al. (2006a), Ewer K. (cité dans Coad kt al,
2008), Schiller et al. (2009)), sont décrites dans le Tableau I1.1.1.

Ainsi, un échantillon est considéré comme positiPe&D si la valeur de DO obtenue a I'issue
du calcul « D@ppg—~DOpppa » st supérieure a 0,10 (Ryan Btlal, 2000 et Schiller let al,
2009 : valeur supérieure ou égale a 0,10 et, Bugldt et al, 2001, Thom M.Let al, 2006,
Vordermeier H.Met al, 2006ab, Ewer K. cité dans Coad &f.al, 2008 : valeur supérieure a
0,10).

De méme, I'échantillon est considéré comme paositiR si la valeur de DO obtenue a l'issue
du calcul « D@-DOy » est supérieure a 0,10 (Buddle Béflal, 2001, Vordermeier H.Met

al., 2006a, Ewer K. cité dans Coad #&t.al, 2008 : valeur supérieure a 0,10 et, Schillet I.
al., 2009 : supérieure ou égale a 0,10).

Tableau II.1.1. Critéres d’interprétation des résultats individudds échantillons,
obtenus avec les PPD et avec les R calculés selmodie de calcdlinitial”.

Formules “initiales” Interprétation des résultats
pour calculer = |nd|V|due’Is
les résultats individuels | Résultat > 0,10) Resultat< 0,10
unité DO unité DO
PPD DOpppe—DOrppa Positif Négatlf
R DOg-DOy Positif Négatif

[1.2.3.1.2. Mode de calcul “normalisé”

Le mode de calcul “initial” des résultats individsi@e prend pas en compte les absorbances
des témoins de 'ELISA (TP et TN), et donc les &aoins d'absorbance dues aux conditions
l'analyse (températures, opérateurs, lots, masérietifférents), comme le recommande la

norme frangaise ELISA, NF U 47-019, pour que Issiltats soient plus reproductibles.
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Il était donc nécessaire de définir un nouveau nmaelecalcul (“normalisé”) des résultats
individuels des échantillons qui intégre les vadede DO obtenues pour les TP et TN par
plaque d'analyse (utilisé par Olsertlal, en 2005).

En effet, la figure 11.1.2, présentant les réssli@n unité de DO) du traceur obtenus apres 85
analyses et transformations des valeurs de DOdeamasuivant la formule de calcul “initiale”
(DOrraceurDOry) €t la formule de calcul “normalisée” (B eurDOm/DOr—DOry), montre
gue le coefficient de variation estimé a partir désultats obtenus apres normalisation est
plus faible (C\raceurde 17,1 % avec le mode de calcul initial versu8 22 avec le mode de
calcul normalisé). Les résultats calculés avec damiflle normalisée sont donc plus

reproductibles et comparables entre eux.

Par conséquent, cette figure 11.1.2 permet de démoque si les valeurs des TP et TN ne
sont pas intégrées dans I'expression du résultat dthantillon analysé lors de différentes
épreuves (plusieurs plaques), cela entraine detuflitions entre les résultats obtenus pour
différentes plaques d’analyse; le résultat d'un mé&mohantillon peut donc étre surestimeé ou
au contraire sous-estimé (par exemple, un échamfileut étre positif a une premiere analyse
et négatif apres).

La normalisation permet donc une meilleure reprtdilité des analyses et les résultats entre

différents laboratoires sont ainsi comparables.
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| = [DOTraceur - DOTN}==[(DOTraceur — DOTN)/(DOTP — DOTNJ]

Figure 11.1.2. Distributions des 85 valeurs de DO du traceundgfi@mées en suivant soit le mode de
calcul initial soit le mode de calcul normalisé.
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Ainsi, les formules “normalisées” sont les suivante pour les PPD « (D&ps-
DOpppa)/(DOr—DOry) » et pour les R « (D&-DO)/(DOrp—DOm) » (Tableau 11.1.2).

De plus, le seuil de positivité pour chacune defaaaules a été également redéfini.

Le seuil de positivité de 0,10 du mode de calcuitial” a ainsi été adapté au mode de calcul
“normalisé” (Tableau 11.1.2), c’est-a-dire a larmule incluant la médiane de BEDO\ a

2,4 : (DQpps-DOrppa)/(DOp—DOm\)= 0,10/2,4= 0,04 (Faye 8t al, 2008 et sous presse).
Cette médiane de D@-DOry a été calculée a partir des valeurs de DO des TN &pour
chaque plaque d’analyse) obtenues lors de I'analgseéchantillons inclus dans nos études
de spécificité absolue et sensiblité relative di HeNy).

Ainsi, un échantillon est considéré comme positiP&D si la valeur de DO obtenue a I'issue
du calcul “normalisé” « (D@ ps-DOpppa)/(DO—DOry) » est supérieure a 0,04. De méme,
un échantillon est considéré comme positif en B galeur de DO obtenue a I'issue du calcul
“normalisé” « (D@—DO\)/(DOp—DOry) » est supérieure a 0,04.

Tableau I1.1.2. Criteres d’interprétation des résultats individugds échantillons,
obtenus avec les PPD et avec les R calculés selmodle de calcul “normalisé”.

Formules “normalisées” Interprétation des résultats
pour calculer individuels
les résultats individuels Résultat > 0,04| Résultat< 0,04
PPD DOpppg—DOpppa DOrp—DOry Positif Négatlf
R DOr—DO\/ DOp—DOry Positif Négatif

[1.2.3.2. Interprétation du résultat final a padées résultats individuels

Selon les résultats individuels (PPD et R) obteteisesultat final de I'échantillon analysé
avec le test IFWM modifié peut étre de trois types : positif (réatdtindividuels positifs),
négatif (résultats individuels négatifs) ou divergdrésultats individuels discordants),
(Tableau 11.1.3).

Tableau I1.1.3. Les différents types de résultat final du testyehbdifié (Faye Set al.,2008).

Résultats
individuels Résultat final du test IFNy modifié
PPD R
Positif Positif POSITIF (Pos)
Neégatif Neégatif NEGATIF (Nég)
Positif Neégatif .
Négatif Posit DIVERGENT (Div)
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lll. Intégration a titre expérimental en Dordogne, du test IFNy modifié en complément

des tests actuels employés pour la lutte contre Td

A partir de la campagne de prophylaxie 2006-2087%ekt IFN modifié a été employé en
Dordogne, avec l'accord des autorités locales qtadicipation financiere de I'Etat. Son
utilisation en Dordogne a été validée en juin 2@@8 un avis scientifique et technique de

I'’Afssa.

[ll.1. Modification de la séquence diagnostique ldeThb a partir du dépistage en

prophylaxie (par IDS)

Réalisation de I'IDS en prophylaxie puis deveniratheptel en fonction du résultat

L'IDS, test de dépistage trés sensible a I'échdilidroupeau, est toujours utilisée en premiére
intention en prophylaxie. Selon l'arrété préfectata 19 décembre 2006, tous les bovins de
plus de 18 mois de I'ensemble des cheptels de Qomldoivent étre testés en IDS. Si tous
les bovins testés d’'un cheptel sont négatifs, &pted conserve sa qualification. Si au moins
un des bovins testés donne un résultat non-négasitif ou douteux), le vétérinaire déclare
le cheptel comme ayant réagi a I'IDS, aupres deD&SPP (ex DDSV). L’éleveur est alors
prévenu de la suspension de qualification de septehvis-a-vis de la Tb (APMS) et, de la
possibilité d’effectuer une analyse liFfseulement pour la campagne prophylactique 2006-
2007 car les années suivantes, réalisation duRBstdirectement a la lecture du résultat de
'IDS).

Réalisation d’'une analyse IFNur des cheptels a IDS non-néqgative

Pour la campagne prophylactique 2006-2007, la pissesang pour I'analyse IRNétait
réalisée environ 10 jours aprés I'IDS. Depuis lmpagne 2007-2008, elle est généralement

effectuée le jour de la lecture de I'IDS (3 joupsés I'injection de tuberculine bovine).

Les prises de sang se font sur tube hépariné (LOENnkUite, les prélevements sanguins
homogénéisés sont placés dans une enveloppe alignge et cachetée par le vétérinaire
avec les documents d’accompagnement des préleveniPAP) renseignant notamment
I’heure du prélevement, les conditions de réalisatle I'IDS, I'identification de I'élevage et
des bovins concernés. L’acheminement des prélewsmesgu’au Laboratoire est a la charge
de I'éleveur ou du laboratoire (préleveurs). litdire fait dans les 6 h qui suivent la prise de

sang et entre 17 et 27 °C.
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Ainsi, les analyses IFNsont réalisées en moyenne entre 6 et 8 h appeséade sang.

Cela nécessite une bonne organisation entre leginaites sanitaires, les éleveurs et le
laboratoire : planification au préalable du nombr&chantillons (prises de sang) et de leur
arrivée au laboratoire afin que toutes les analgsessent débuter suffisamment tot (en début

d’apres-midi) pour que la phase d’'incubation ddsatllons (pour la stimulation cellulaire)

se déroule pendant la nuit.

Devenir du cheptel selon le résultat du testyFN

Le Laboratoire transmet les résultats du testZO&YV sous forme qualitative (négatif, positif
ou divergent) en moyenne dans les 3 jours qui stitleeréception du prélevement. La DDSV
communique les résultats a I'éleveur et au vét#gnaoncerné et indique la suite des

démarches a suivre (Cf. Figures 11.1.3 et Il.1rbres décisionnels).

Requalification directe }

Requalification

_ _ _ _Abattage Diagnostique
————— autres IDC+

Requalification
sur dernier IDC pos

Suspension
qualification
du cheptel

-——
-

avec lésion

si Bactériologie NEG

Abattage Diagnostique
autres IDC+
Requalification
sur dernier IDC pos
sans lésion

! Absence
|ésion

1
Abattage
Diagnostique

Lésions

Recontrole IFN y
a6-8 semaines  po

Histologie
& (Bactériologie
et PCR)

POS* : Histologie pos et/ou Bactériologie pos

NEG**: Histologie nég et bactériologie en attente de résultat

IDC!: sur 1 lot d’animaux (du cheptel) dont ceux avec IDS non-nég
IFNy : Test Bovigam® modifié (basé sur les PPD et les R)

PCR : Test PCR 1S6110 en temps réel (de LSI)

Figure 11.1.3. Schéma décisionnel en cheptel a risque (susceptibiesentant une IDS non-négative
selon le protocole expérimental utilisé en Dordo(R@07-2009).
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Requalification directe 1

NEG

IDS Requalification directe J
Non- IFNy
NEG Recontréle IFN y & 8 semaines

Requalification

PO! _ _ — — Abattage Diagnostique

- autres IDC+

- -
- -
1 PN

e A _ Requalification
IDC! ,. 7 Abattage Diagnostique sur dernier IDC pos
1,7 autres IDC+ avec lésion
5 17z P si Bactériologie NEG
Recontrole IFN y 1 nosenc Requalification
a6-8 semaines  pog! ¥ lssion sur dernier IDC pos
sans lésion
Abattage
Diagnostique
NEG*
Lésions

Histologie

& (Bactériologie
et PCR)
NEG** : Histologie nég et bactériologie en attente de résultat POS* APDI
IDC!: sur 1 lot d’animaux (du cheptel) dont ceux avec IDS non-nég
IFNy : Test Bovigam® modifié (basé sur les PPD et les R)
PCR : Test PCR I1S6110 en temps réel (de LSI )

POS* : Histologie pos et/ou Bactériologie pos

Figure 11.1.4. Schéma décisionnel en cheptel n'ayant aucun risgaeu et présentant une IDS non-
négative (suspect) selon le protocole expérimenilggé en Dordogne (2007-2009).

Le résultat du test IFNau niveau du cheptel et le statut suspect ou ptistede I'élevage
(Cf. Tableaux 1.2.1 et I.2.%statuts des animaux et cheptels définis par I'AM1&/09/03
modifié*)) déterminent la requalification ou le maintienla@suspension, ainsi que les actions
a mettre en place par la suite. Le Tableau Il.i1é%¢nte les différentes actions menées sur le

cheptel en fonction du résultat du test &N

[11.2. Utilisation du test IFN en paralléle & I'IDS lors d’enquéte épidémiologiqu

Lors d’enquétes épidémiologiques, il est nécessirmaximiser la sensibilité du dépistage.
Or, le test IFN permet de détecter des bovins qui ne seraiendgtastés en IDS (Neill S.D.
et al, 1994 ; Pollock J.Met al, 2001 ; Vordermeier H.Met al, 2006ab ; De la Rua-
Domenech Ret al, 2006a).

Par conséquent, le test IiFNmodifié est utilisé en parallele a I'IDS, lors dtpiétes

épidémiologiques, c'est-a-dire sur les animauxctieptels susceptibles.
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Tableau I1.1.4. Les différentes actions menées sur le cheptel metit;m du résultat
du test IFN maodifié (au niveau cheptel).

RESULTAT

du test IFNy

au niveau du
cheptel

ACTIONS

« REQUALIFICATION » du

NEGATIE cheptel Guspect ou susceptible
Levée de la restriction de mouvementd
cheptel

hPas de contr6le ultérieur requis

« REQUALIFICATION » du

Ch‘?me' sl suspect - Demande de recontrole IiFNes bovins
Maintien de la restriction de mouvemenh:N Div (aprés un délai 8 semainé]é)
uniguement pour les animaux avec un v P

résultat divergent
DIVERGENT

SUSPENSION de la qualification | - Recontrdle IDC des bovins IDS Non-N¢

du cheptelsi susceptible(en lien et un lof*) (aprés un délai 6 semain&)
épidémiologique avec un cheptel . )
reconnu infecté) - Recontrdle IFN le jour de I'IDC des

APMS bovins IFN Div.

D
«Q

- Recontréle IDC des bovins IDS Non-N¢

SUSPENSION de la qualificatic_)n et un lot* (aprés un délai 6 semain&s)
POSITIF du cheptel guspect ou susceptible R _
APMS - Recontrole IFN le jour de I'IDC des

bovins IFNy Pos et Div

D
«Q

Légende :

NEGATIF : tous les animaux testés du cheptel ont eu un eésdgatif au test IFN;

DIVERGENT : au moins un animal du cheptel a eu un résultatrgiérg au test IFiN mais aucun n'a eu un
résultat positif ;

POSITIF : au moins un animal du cheptel a eu un résultatipasitest IFN ;

@ Sj des bovins fournissent encore un résultatylfelNergent ou positif, la DDSV demande a I'éleveur
d’abattre a des fins diagnostiques un des bovinseroés et procede de nouveau a un contréle duethep

@ e cheptel rejoint alors la procédure classiqueléjg@stage, avec abattage diagnostique des bovétsume
IDC non-négative et I'enchainement des autres rti(Cf. Figures 11.1.3 et 11.1.4). Lors de l'abaa
diagnostique d’un bovin, des prélévements sontésyatiquement réalisés en vue d’'une PCR, méme sur le
bovins sans Iésion apparente ;

© . Lot de bovins testés en IDC : 25 % du cheptel aveminimum de 25 bovins ou la totalité si inférieur

IV. Les differentes études relatives a l'utilisatio du test IFNy modifié en

Dordogne

L’'objectif de ce travail était d’estimer les quést du test IFN modifié, c'est-a-dire sa
sensibilité conditionnelle a la confirmatigpost mortemde Tb (sensibilité relative), sa
spécificité indépendamment des autres tests ($gékifabsolue) et sa spécificité

conditionnelle a une IDS non-négative (spécificidative ou opérationnelle), selon les

conditions de terrain de la Dordogne et en vue el\wadidation de son utilisation.
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La démarche adoptée a été la suivante :

Dans un premier temps, il s’agissait de comparendde de calcul “normalisé” par rapport

au mode de calcul “initial” & partir des valeurs s#msibilité et de spécificité du test N

modifié estimées avec les deux modes de calcul.

Dans un deuxiéme temps, c’est-a-dire apres avtarméée un mode de calcul préférentiel, il
fallait déterminer les valeurs de seuil décisionmalir les PPD et les R pour lesquelles les
valeurs de sensibilité et spécificité du test Bamiy modifié, dans une région & faible
prévalence, sont optimales, d’'une part, dans lallptipn générale et, d’autre part, dans la

population d’IDS non-négatives.

Le but était ainsi d’optimiser I'utilité diagnostig du test IFM modifié dans cette région a
faible prévalence en vue d’une classification optardes cheptels et des animaux infectés et

non infectés.

IV.1. Etudes de la spécificité absolue, de la djp#é@ et la sensibilité relatives du test

IFNy modifié :description des échantillons et processus de ga@tect

En labsence de gold standard, la sensibilité dst Ny modifié a été étudiée
rétrospectivement, dans des cheptels reconnustésfete Th c'est-a-dire ou au moins un
animal du cheptel a fourni un résultat positif etBriologie (identification d&l1. bovig et,
conditionnellement a la confirmatigmost mortemde Tb, c’est a dire par la présence de
lésions suspectes de Tb a I'abattoir sur les bpwmsc ou sans confirmation par au moins
une des trois méthodes de diagnostic direct, Blogie, la bactériologie et le test PCR
MTBC (PCR 1$110de LSI, France). Cette sensibilité relative adaftmationpost mortem
de Tb du test IFiNmodifié a été notée Sgutilisation du terme « relative » par oppositén

« absolue »).

La spécificité du test IFNmodifié a été conduite dans des cheptels indemedd c'est-a-
dire dans des cheptels ou aucun animal n’avainfaur résultat positif en bactériologie (pas
de mise en évidence d& bovig depuis 2001, d’'une zone indemne (ou aucun anositif

a I'IDT et aucun foyer déclaré, depuis au moinsad® (condition utilisée par Aagaard &.
al., 2006)). De plus, cette étude a été réalisée damiemea absolue, c'est-a-dire

indépendamment des autres tests pratiqués (pracekssisélection des bovins sans tenir
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compte des résultats des autres tests). Cettdisppéabsolue du test IFNmodifié, notée Sp

est donc valide lorsque le test est utilisé enligdeza I'IDS.

Toutefois, comme le test IRNmModifié a été largement utilisé en routine comn&hwode de
confirmation des IDS non-négatives (utilisationsénie dans les programmes de contrdles de
la Tb dans tout le département depuis 2006), laifigige opérationnelle du test, c'est-a-dire
sa spécificité conditionnelle a une IDS non-négativeté étudiée rétrospectivement dans des
cheptels indemnes de zones infectées ou pas. §mitdficité opérationnelle du test IfFN
modifié a été également nommée spécificité reladividDS non-négative (notée Jppar

opposition a sa spécificité absolue.

Concernant la méthode statistique utilisée, le$émtihtes valeurs de sensibilité et de
spécificité du test ont été estimées avec un iatlende confiance a 95 %, utilisant la loi
binomiale et a I'aide du logiciel de statistiquéuersion 2.9.2 du logiciel R (August 2009), R

Foundation for Statistical Computing, Vienne, Acitie, http://www.R-project.org).

IV.1.1. Etude de la sensibilité relative a la comfaitionpost mortende Tb (Sg
du test IFN modifié

L’étude de la sensibilité relative a la confirmatipost mortemde Tb (Sg du test IFN
modifié a été menée posteriorj a partir des résultats obtenus durant les cangsage
dépistage de la Th, 2006-2007, 2007-2008 et 2008-26 Dordogne.

Cette Sedu test a donc été réalisée rétrospectivementriér pe 73 bovins issus de
28 cheptels reconnus infectés (d’une zone infedtédépartement). Ces bovins présentaient
tous des lésions évocatrices de Th a I'abattoastgbourquoi ils ont donc été classés comme
positifs pour la Tb (classification déja utiliséarp/ordermeier H.Met al, 2001 et Gormley

E. et al, 2005 et Aagaard @t al, 2006). De plus, 40 parmi ces 73 animaux ont eafyaés

et confirmés infectés de Tb par des méthodes dmaostic direct (Vordermeier H.Met al,
2001; Aagaard Cet al, 2006) : 26 par la bactériologie et, I'histologiou le test PCR
MTBC (LSI, France) puis, 14 par I'histologie et/teutest PCR MTBC (Tableau 11.1.5). Les

33 animaux restants n’ont pas été analysés panddsodes de diagnostic direct.

En outre, 71/73 bovins avaient été dépistés (ngatifé) par IDS pratiquée a I'encolure.
Ainsi, les prises de sang (PS) pour I'analyseylkld ces 71 animaux avaient été réalisées
entre 3 (59 PS pour les périodes 2007-2008 et 2009) et 10 jours (12 PS pour la période
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2006-2007) apres l'injection de tuberculine bov{i®S). Les deux animaux avec une IDS
négative (et non testés en IDC) ont été analysés lavtest IFN lors du recontrble (avec le
test IFNy) d’animaux IFN positifs du méme cheptel. Toutefois, ces deux ankront été
détectés positifs par la suite en histologie et ROBC (et 1/2 en bactériologie).

Parmi ces 71 bovins non négatifs en IDS, 64 onégiédement détectés non-négatifs en IDC
alors que seulement 4 ont été trouvés négatifen Les trois animaux restants n’ont pas
subi d’'IDC. Toutefois, ils ont été détectés posigh histologie, PCR MTBC et bactériologie.

Par ailleurs, les 12 échantillons analysés en ZI0&- ont été testés en lirldvec la macro-
méthode (volumes recommandés par BoviJaet utilisaton d’ESAT6 et CFP10
individuellement). Les 61 échantillons analysés2607-2008 et 2008-2009 ont été testés
avec la micro-méthode (volumes réduits pour I'asalgt utilisation d’'ESAT6 et CFP10 en

mélange).

Tableau I1.1.5. Description des 73 bovins présentant des lésiospestes de Th a I'abattoir et issus
de cheptels infect@ssélectionnés pour I'étude de la 8a test IFN modifiée
selon la période de dépistage de la Th, la méthtlieée pour la stimulation cellulaire, le nomi§ib) de bovins testés en
IFNy, le nombre de bovins analysés par 3 méthodesadmaitic direct et ceux positifs (Pos) en bactégial (identification
M. bovi9, en histologie (Iésions évocatrices de Th avesams BAAR), en PCR MTBC.

Nb 40 bovins testés en IFet analysés par
Période Méthode bovins 3 méthodes de diagnostic direct
dépistage stimulation testés Nb Nb Nb Nb
delaTb cellulaire en danalyses Bactériologie Histologie | PCR MTBC
IFNy Pos Pos Pos
2006-2007 | macro-méthode 12 12 5 11 8
2007-2008 | micro-méthode 14 14 8 14 10
2008-2009 | micro-méthode 47 14 13 14 13
Total 73 40 26 39 31

IV.1.2. Etude de la spécificité absolue (Sp) du iiesly modifié

L’étude de la spécificité absolue a été conduitd@ut d’année 2008 sur 500 bovins issus de
25 cheptels indemnes qui avaient été initialemeétdctionnés (soit 20 bovins par cheptel).
Ces 25 cheptels étaient considérés comme indemméd et cela est toujours le cas au
moment de la rédaction de ce manuscrit, et ils gmmaient d’'une zone indemne de Tb

(condition utilisée par Aagaard €t al. (2006)) en Dordogne.

Une prise de sang a donc été réalisée le jour IBS (pratiguée a I'encolure), sur ces
500 bovins en vue d’une analyse lFModifiée avec la micro-méthode (Cf. § 11.1.1.2.).
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Or, 4 animaux (parmi les 500) provenant d’'un del2&ptels sélectionnés n’ont pas pu étre
analysés en raison d'un volume de sang prélevé faipe pour réaliser le test. Ainsi,
seulement 496 animaux ont été testés. Par ailldsirsnt tous été retrouvés négatifs en IDS
(résultats également retrouvés dans les étudesodieimeier H.Met al. (2001) et Aagaard
C.et al.(2006)).

IV.1.3. Etude de la spécificité relative a I'lDS moégative (Sp du test IFN

modifié

L’étude de la spécificité relative a I''DS non-néga (Sp) du test IFN modifié a été menée
a posteriorj a partir des résultats obtenus durant les cangsade dépistage de la Th 2007-
2008 et 2008-2009 en Dordogne (FayetXal, sous presse).

Cette Spou spécificité opérationnelle du test a donc éadigée rétrospectivement a partir de
578 bovins avec une IDS (pratiquée a I'encolurep-négative issus de 176 cheptels
indemnes qui par la suite ont été controlés anemnght et, au moment de la rédaction de ce
chapitre, étaient encore tous considérés indemm@d dToutefois, contrairement a I'étude de
spécificité absolue (mentionnée au 8 VI.1.2.), @&$6 cheptels provenaient d'une zone
infectée de Th en Dordogne, c'est-a-dire une zonglusieurs cas de Th avaient été détectés

depuis ces dernieres années.

Par ailleurs, chaque prise de sang pour I'anallyly hvait été généralement réalisée 3 jours
apres l'injection de tuberculine bovine (IDS).

IV.2. Etude comparative entre les deux modes deut#finitial” et “normalisé€”) et
entre deux seuils différents a partir des estimatides Se Sp et Spindividuelles et finales
du test IFN modifié :description de la méthode employée

Les Se Sp et Spindividuelles (des R et des PPD) et finales du liesy modifié ont été
estimées a partir des résultats individuels catcaton deux méthodes, d'une part le mode
de calcul “initial” et d’autre part le mode de adlc'normalisé”. De plus, deux criteres
d’interprétation (seuils de positivité) des réggltandividuels (des PPD et des R) des

échantillons ont été étudiés pour chacun des nabelealcul utilisés.
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IV.2.1. Modes de calcul et criteres d’interprétatides résultats individuels (des

PPD et R) des échantillons de chacune des études

Tableau 11.1.6. Formules de calcul des résultats individuels déstidlons
analyseés avec les PPD et avec les R selon les rded=dcul “initial” et “normalisé”
et critéres de positivité selon le type de seudisih

Mode de calcul _Ce_llqul des résultats Seuil de positivité
individuels (formules) haut bas
sinitial” PPD | DOpppg-DOpppa > 0,10 > 0,04
R DOgr-DOy > 0,10 > 0,04
“normalisé” PPD DQpps—DOpppd DOrp—DOmy > 0,04 > 0,02
R DO:-DO\/ DOp—DOry > 0,04 > 0,02

IV.2.1.1. Mode de calcul “initial” et seuils déasinels étudiés

Pour chacune des trois études, (S et Sp du test IFN modifié, les formules “initiales”
utilisées pour calculer les résultats individualstest IFNy de chaque échantillon ont été les
suivantes DOpppg-DOrsppa pour les PPD @Or-DOy pour les R (Tableau 11.1.6).

Deux valeurs de seuil de positivité pour interpréts résultats individuels obtenus avec ces
deux formules “initiales” ont été employées afind#inir le seuil décisionnel optimat'est-
a-dire permettant d’obtenir les meilleures valedessensibilité et spécificité du test FN

modifié.

D’une part, nous avons utilisé un seuil de podéid 0,10 unité de D@ésigné comme le
seuil « haut »)recommandé par Bovigdutilisé notamment par Ryan Tek al. (2000) et
approuvé en Nouvelle-Zélande lorsque le test eséupour recontréler les animaux ayant
réagi a I'lDS (pratiqguée au pli sous-caudal) (Bed8IM. et al, 2001), (Tableau 11.1.6).

D’autre part, nous avons employé un seuil de pdaita 0,04 unité de DQIésigné comme le
seuil « bas »gtudié par Buddle B.Met al. (2001) (Tableau 11.1.6). En effet, ce seuil bas es
couramment adopté pour une utilisation du testazaligle avec les tests tuberculiniques pour
les cheptels a risque (Buddle B.kt. al, 2001), puisque le fait d’abaisser le seuil perdest
d’augmenter la sensibilite.

Ce seuil est méme (de surcroit) plus intéressamt l|gs R qui sont plus spécifiques que les
PPD et donc a priori moins sensibles (Buddle BaMal, 2001).
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IV.2.1.2. Mode de calcul “normalisé” et seuils dgahnels étudiés

Pour chacune des trois études (S8p et Sp du test IFN modifié, les formules
“normalisées” utilisées pour calculer les résultatdividuels du test IFN de chaque
échantillon ont été les suivante$DOppps—DOrppa)/(DOp—DOry) pour les PPD etDOg—
DOy)/(DOr—-DOqy) pour les R (Tableau 11.1.6).

Deux valeurs de seuil de positivité correspondanelées utilisées pour le mode de calcul

“Iinitial” ont été également employées.

Le seuil de positivité de 0,10 du mode de calcuitial” (seuil haut) a été adapté au mode de
calcul “normalisé” (Cf. §11.2.3.1.2.). La valeumudseuil haut, comme nous l'avons déja
démontrée dans l'introduction de ce chapitre, acdeig redéfinie a 0,04 unité de DO pour le

mode de calcul “normalisé€” (Tableau 11.1.6).

Concernant le seuil de positivité de 0,04 du maalealcul “initial” (seuil bas), il a également
été adapté au mode de calcul “normalisé€”, c’esr@-@él la formule incluant la médiane de
DOre-DOmy & 2,4 : (D@ppe-DOrppa)/(DOTp—DOm)= 0,04/2,4= 0,02 (Faye $t al, 2008).
Ainsi, en utilisant le méme procédé que celui eryplpour redéfinir le seuil haut, la valeur
du seuil bas a donc été redéfinie a 0,02 unité @epbur le mode de calcul “normalisé”
(Tableau 11.1.6).

IV.2.2. Interprétation du résultat final a partesdrésultats individuels

Pour chacune des trois études (Sp et SP du test IFN modifié, le résultat final du test
IFNy modifié pour chaque échantillon a été interprété&anction des résultats individuels

obtenus pour les PPD et les R.

Ainsi, le résultat final de chaque échantillon éest été interprété positif si les résultats
individuels (PPD et R) étaient positifs, ou négatifes résultats individuels étaient négatifs
ou bien interprété divergent dans le cas de rédsuitdividuels discordants (positif et négatif),
(Tableau 11.1.3).
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IV.2.3. Définitions des SeSp et Spindividuelles et finales du test IFNnodifié

IV.2.3.1. Calcul des $€eSp et Spindividuelles (R et PPD) du test 1N

Concernant les $éndividuelles des PPD (gePD) et des R ($B), il s’agit respectivement
du pourcentage de résultats positifs en PPD ebducpntage de résultats positifs en R, dans
'étude de la sensibilité relative a la confirmatipost mortemde Tb (Sg du test IFN
modifié.

De méme, concernant les Sp individuelles des PRDPED) et des R (Sp R), il s’agit
respectivement du pourcentage de résultats négatif8PD et du pourcentage de résultats

négatifs en R, dans I'étude de la spécificité as@Bp) du test IFNmodifié.

Enfin, concernant les $pndividuelles des PPD ($BPD) et des R (SR), il s'agit
respectivement du pourcentage de résultats négatif8PD et du pourcentage de résultats
négatifs en R, dans I'étude de la spécificité netah I'IDS non-négative (Spdu test IFN

modifié.

IV.2.3.2. Calcul des $€eSp et Spfinales du test IFN

La sensibilité et la spécificité finales du tesNiFmodifié peuvent étre estimées selon deux
meéthodes c'est-a-dire en considérant les résditatsx positifs et divergents (PRIR) ou
bien uniquement les résultats finaux positifs (PIR) (Tableau 11.1.3) (Vordermeier H.M. et
Ewer K., 2006a ; Coad Mt al, 2008).

Il existe donc deux méthodes d’interprétation (BRu PPIMR) permettant de calculer les

Se, Sp et Spfinales du test IFiNmodifié.

Avec la méthode d'interprétation PBR, la Se finale (Se PPDUR) du test correspond au
pourcentage de résultats finaux positifs et diveigjedans notre étude de sensibilité relative
(Se) du test IFN modifié et, la Sp finale (Sp PRR) et la Spfinale (Sp PPDUR) du test
correspondent au pourcentage de résultats finagatif® seulement, dans nos études

respectives de spécificité absolue (Sp) et de Bgiéeirelative (Sp du test IFN modifié.

Au contraire, avec la méthode d'interprétation PRRD la Se finale (Se PPDNR) du test
correspond au pourcentage de résultats finaux ifsosieéulement, dans notre étude de
sensibilité relative (Sepdu test IFN modifié et, la Sp finale (Sp PPIR) et la Spfinale
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(Sp PPDNR) du test correspondent au pourcentage de résfiltatix négatifs et divergents,
dans nos études respectives de spécificité abgBp)eet de spécificité relative ($plu test
IFNy modifié.

IV.3. Evaluation des valeurs de sensibilité & spéé individuelles optimales
permettant de déterminer des seuils décisionnetsalizés et ainsi d’estimer la sensibilité et
la spécificité finales du test IRNavec les deux méthodes d'interprétation, selon les

différentes conditions d’utilisation du test en Dogne

Les combinaisons des résultats de sensibilitépétificités individuelles des différentes
études pour différentes valeurs de seuils décisisnmormalisés (seuils relatifs aux formules
“normalisées” de calcul des résultats des PPD ®tRjeavaient pour objectif de déterminer
des valeurs-seuils permettant d’obtenir des valepisnales de sensibilités et spécificités
individuelles, selon deux conditions différentegpplication du test IFNmodifié (dans la

population générale (dépistage en parallele avB&S) ou pour confirmer les animaux non-

négatifs en IDS (diagnostic)) dans cette régionafaible prévalence de Tb.

Différentes valeurs-seuils pour les PPD et les Rdomc été testées afin de déterminer leurs
effets sur les valeurs de sensibilités relativedividuelles et de spécificités absolues et
opérationnelles individuelles du test (égaleméatisé par Lauzi St al.(2000) pour étudier

la spécificité des PPD).

Or, l'utilisation de courbe ROQdceiver-operating characterisjiaecommandée par I'OIE
(OIE, 2008b), permet de représenter graphiquemantiis plan orthonorme, les différents
couples de sensibilité et spécificité calculés pohaque valeur-seuil possible (Biteau-
Coroller F.et al, 2003). Cet outil graphique permet de représdaterapacité d'un test a
discriminer entre les populations d’animaux infect® indemnes (Perneger T. et Perrier A.,
2004).

Le graphigue a pour abscisse le taux de faux-p@gdans une population indemne) soit le
complément de la spécificité (« 1-spécificité »eptordonnée le taux de vrai-positifs (dans
une population infectée) soit la sensibilité.

La valeur-seuil optimale, c’est-a-dire donnant leillaur couple de sensibilité et spécificité

est le point de la courbe ROC le plus prés du sapérieur gauche (point de coordonnées
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(x=0; y=1)) ou autrement dit le plus éloigné daliagonale représentant le test d’apport nul
[c'est-a-dire ne produisant aucune discriminatiatreeles individus des deux populations

(infectée et indemne))] (Delacour H., Servonneet®®Roche C., 2009).

Ainsi, quatre courbes ROC ont donc été nécesspwas se€lectionner graphiquement les
valeurs-seuils des PPD et des R selon les dewitimorsdd’application du test IFNmodifié
(courbes également utilisées par Ryan &t.hl. (2000), Cockle P.xt al.(2006), Schiller I.

et al. (2009)).

Par conséquent, afin de déterminer les valeurdssepiimales des PPD et des R lorsque le
test est employé dans la population générale, aeoiss tracé d’'une part, la courbe ROC des
PPD représentant la sensibilité relative des PRIPRBD) en fonction du complément de la
spécificité absolue des PPD (« 1-Sp PPD »), obtpoue différentes valeurs-seuils (de 0,00
a 1,25) et d'autre part, la courbe ROC des R reptést la sensibilité relative des R (B¢

en fonction du complément de la spécificité absalies R (« 1-Sp R »), obtenue pour

différentes valeurs-seuils (de 0,00 a 1,70).

De méme, afin de déterminer les valeurs-seuilsragiéis des PPD et des R lorsque le test est
employé dans la population d’animaux non-négatif§¥S, nous avons tracé d’'une part, la
courbe ROC des PPD représentant |aP&D en fonction du complément de la spécificité
opérationnelle des PPD (« 1+$}D »), obtenue pour différentes valeurs-seugsQ@0 a
1,25) et d’autre part, la courbe ROC des R reptéseta SeR en fonction du complément
de la spécificité opérationnelle des R (« 1-8p), obtenue pour différentes valeurs-seuils
(de 0,00 a 1,70).

Subségquemment, il était alors possible pour chadaseconditions d'utilisation, d’estimer les
valeurs de sensibilité et spécificité finales datta partir des résultats de sensibilités et
spécificités individuelles optimales obtenus etosetleux méthodes d’interprétation des
résultats finauxKPDNR etPPDUR).
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Résultats et Interprétations :

|. Résultats des études de sensibilité et specifeci(Se Sp et Sp) du test IFNy
modifié, pour les comparaisons des deux modes delad et des deux types de

seuils utilisés

I.1. Résultats de I'étude de la sensibilité reltivla confirmatiorpost mortende Th
(Se) du test IFN modifié

[.1.1. Contrble de la qualité des 73 échantilladlsctionnés

Les valeurs des témoins négatif (PBS) et positiViP de I'ensemble des échantillons
répondent aux criteres qualité (R€0,3 et D@wv—DO\> 0,4).
La qualité des 73 échantillons sélectionnés potte é&ude est donc validée.

1.1.2. Estimation des $&ndividuelles et finales du test IfN partir de différents

critéeres d’interprétation des résulté®smodes de calcul et 2 types de seuil décisipnnel

13/73 animaux sélectionnés pour I'étude ont obtdes résultats individuels invalides en
PPD alors que leurs résultats en R sont vakdds surcroit, ces 13 échantillons ont tous un
résultat positif en R -En effet, ces 13 échantillons présentent des \aléerDO de PPDA
(DOpppp) €élevées en méme temps que celles de PPDBHECet supérieures a 2,5 unités de
DO, avec un rapport D&pgdDOpppa compris entre 0,850 et 1,150. Or, au-dela de Rifgs
de DO, le graphique représentant la valeur de D@oection de la concentration en 1N
n'est plus linéaire en raison d'un phénomene deratwn de I'absorbance (résultats

présentés en Annexe Xl).

Par conséquent, seuls les 60 animaux restants (i&s@0 cheptels) ont été conservés pour
notre étude. Ainsi, 9 et 51 animaux ont été analysspectivement par la macro-méthode (en
2006-2007) et par la micro-méthode (9 en 2007-290QR en 2008-2009), (Cf. Annexe XI).

[.1.2.1. Estimation des Sdividuelles (SePPD et SeR) du test IFN

Si 'on compare les deux modes de calcul aux séaildgs (0,10 du mode de calcul “initial” et
0,04 du mode de calcul “normalisé”), les; Resont identiques (80 % [68-89]) alors que la
Seg PPD obtenue avec le mode de calcul “initial” (85 % [@3) est supérieure a celle
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obtenue avec le mode de calcul “normalisé” (83 &-92]) (Tableau 11.1.7) bien que les

écarts ne soient pas statistiquement significatifs.

En effet, 59/60 échantillons présentent des résudta PPD identiques pour les deux modes
de calcul. Ainsi, 50 échantillons sont considérésitgs en PPD pour une interprétation des
résultats calculés a partir de formule “normaliséehtre 51 avec la formule “initiale”.
Toutefois, 'examen des valeurs de DO obtenuessuk des calculs “initial” et “normalisé”
pour cet échantillon aux résultats discordants desrPPD montre que I'échantillon est
positif proche de la limite de détection pour utiésation de la formule “initiale” (D@pps—
DOpppa = 0,105 soit 0,11) et, négatif proche de la limigedtection pour un emploi de la
formule “normalisée” ((D@pps—DOrppa)/(DOp—DOmy) = 0,038 soit 0,04).

De plus, le test du Chi 2 de Mac Némar permet adircoer que cette différence de,$PD

n’est pas significative entre les deux modes deutal

A l'inverse, si 'on compare les deux modes de wadwix seuils bas (0,04 du mode de calcul
“initial” et 0,02 du mode de calcul “normalisé”gd SePPD sont identiques (93 % [84-98])
alors que la S&R obtenue avec le mode de calcul “initial” (93 % [B3P est supérieure a

celle obtenue avec le mode de calcul “normalis8"%B[76-95]) (Tableau I1.1.7).

En effet, 57/60 échantillons présentent des résudta R identiques pour les deux modes de
calcul. Ainsi, 53 échantillons sont considérés ftifgsien R pour une interprétation des
résultats calculés a partir de formule “normaliséehtre 56 avec la formule “initiale”.
Toutefois, I'examen des valeurs de DO obtenuessul des calculs “initial” et “normalisé”
pour ces trois échantillons aux résultats discad@our les R X,2,3 montre qu’ils sont
positifs proches de la limite de détection pour utiésation de la formule “initiale” (D@-
DOy = 0,041 () ; 0,047 ); 0,052 (3)) et négatifs proches de la limite éeedtion pour un
emploi de la formule “normalisée” ((BODO\)/(DOr—DOmy) = 0,016 (); 0,017 @);
0,019 Q).

De plus, le test du Chi 2 de Mac Némar permet ddircoer que cette différence de &

n’est pas significative entre les deux modes deutal

Par conséquent, cette étude de sensibilité relaguweous a pas permis de mettre en évidence

de différence significative de Sadividuelles entre les deux types de calcul.

- 143 -



PARTIE Il — Chapitre 1 : Un test IFNy Bovigant® modifié pour renforcer la lutte contre la Th

Tableau I1.1.7. Sensibilités individuelles relatives a la confirmatpost mortende Tb (Sg
du test IFN modifié selon le mode de calcul et le seuil clsofsi=60).

Mode de calcul
“initial” “normalisé”
Seuil haut :| Seuil bas :| Seuil haut : Seuil bas :

0,10 0,04 0,04 0,02

85 % 93 % 83 % 93 %
Seg Se PPD [73-93] [84-98] [72-92] [84-98]

individuelles (51) (56) (50) (56)
% [IC 95 %] 80 % 93 % 80 % 88 %
(Nb) SeR [68-89] [84-98] [68-89] [76-95]

(48) (56) (48) (53)

Nb : Nombre de résultats positifs.

Par ailleurs, concernant les différents seuilsydssiltats individuels obtenus (Tableau 11.1.7)

montrent que la S&PD est supérieure ou égale a laRSe

Enfin, pour les deux modes de calcul, lesig&dividuelles sont logiquement meilleures si I'on
abaisse le seuil (avec la formule “initiale” : augmation de 13 % pour la S&R
(significative) et 8 % pour la $&PD ; avec la formule “normalisée” : augmentatien8 %
pour la SeR et 10 % pour la $S@PD (significative)) (Tableau 11.1.7).

[.1.2.2. Estimation de la senale (Se PPDNR ou SePPDUR) du test IFN

Si on compare les SEPDNR pour les deux modes de calcul utilisés, cellessnt identiques
aux seuils hauts (73 %) tandis qu’aux seuils lS§dPPDNR est supérieure pour le mode
de calcul “initial” (90 %) par rapport a l'autre @ de calcul (85 %) toutefois, cette

différence n’est pas significative (Tableau 11.1.8)

A l'inverse, si on compare les F8PDUR pour les deux modes de calcul employés, celles-ci
sont identiques et optimales aux seuils bas (97a#)is qu’aux seuils hauts, la,FPDIR
du mode de calcul “initial” (92 %) est supérieuredle de I'autre mode de calcul (90 %)

toutefois, cette différence n’est pas significaijVableau 11.1.8).

Par conséquent, cette étude de sensibilité relatioatre qu’il n'existe pas de différence

significative de Sefinales entre les deux types de calcul.
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Tableau I1.1.8. Etude de la sensibilité relative a la confirmatmst mortende Th (Sg du test IFN
modifié : Résultats finaux issus de I'association des résuites PPD et des R selon le mode de calcul et le
seuil choisis et estimation de la, 8rale du test selon la méthode d'interprétaties tesultats finaux choisie

(n=60).
) Se finale du test
Reésultats finaux %
(Nb) [IC 95 %]
(nombre d’animaux positifs
Mode de calcul| Seuil POS DIV NEG Se PPDNR Se PPDUR
. 73 % 92 %
'Baif)' 44 11 5 [60-84] [82-97]
“initial” ’ (44) (55)
e 90 % 97 %
004 54 4 2 [82-98] [89-100]
' (54) (58)
. 73 % 90 %
r:)agz. 44 10 6 [60-84] [82-98]
. . ' (44) (54)
normalisé
e 85 % 97 %
0.02 51 7 2 [73-93] [89-100]
' (51) (58)

Se PPDNR : POS % ;
Se PPDUR : (POS + DIV) %

Par ailleurs, pour les deux modes de calcul, leéirgdes sont logiguement meilleures si 'on
abaisse les seuils (avec le mode de calcul “ihitiabgmentation de 17 % de la, DR
(significative) et 5 % de la SEPDUR ; avec le mode de calcul “normalisé” : augmeatati
de 12 % de la S®PDNR et 7 % de la S®PDUR) (Tableau 11.1.8).

Enfin, les differentes $S&PDUR obtenues sont supérieures auxFB&NR (par exemple, au
seuil haut la SEPPDUR est (significativement) supérieure a la BBDNR de 19 % avec le
mode de calcul “initial” et de 17 % avec celui “nalisé”) (Tableau 11.1.8).

I.2. Résultats de I'étude de spécificité absoly® (& test IFN modifié

[.2.1. Contréle de la qualité des 496 échantillanalysés

496 animaux ont été analysés avec le tesy l&fis d’évaluer sa spécificité absolue (Sp).
Toutefois, 3/496 échantillons provenant de troisnanix issus de trois cheptels différents (de
20 animaux) ont été considérés comme inhibés €Ou—DOy » est inférieur ou égal a
0,4 unité de DO (alors que leurs témoins négatiépectifs sont valides ((3<0,3)) c'est-a-
dire le résultat de chaque échantillon stimulé asrecPWM (témoin positif) est invalide
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(inhibition) (Cf. Annexe X (Figure A)). Par consému, les résultats de ces trois échantillons

ne peuvent étre interprétes.

De plus, le témoin négatif (PBS) d’'un autre écHiamtiprovenant d’'un animal issu d’'un autre
cheptel (de 20 animaux) a également été considénéne invalide car la Dest supérieure
ou égale a 0,3 unité de DO (Cf. Annexe X (Figurk Bjar conséquent, le résultat de cet

échantillon ne peut étre interprété.

Ainsi, en raison de résultats des témoins non &slidrs de I'analyse IFN le nombre total
d’animaux retenus pour I'étude de Sp a été reddifza animaux issus de 25 cheptels (20

cheptels de 20 animaux, 1 cheptel de 16 animaakegtels de 19 animaux).

1.2.2. Estimation des Sp individuelles et finalestdst IFN a partir de différents

critéres d'interprétation des résulté®smodes de calcul et 2 types de seuil décisionnel)

[.2.2.1. Estimation des Sp individuelles (Sp PPB@R) du test IFiN

Si 'on compare les deux modes de calcul aux séailds (0,10 du mode de calcul “initial” et
0,04 du mode de calcul “normalisé€”), les Sp R ePgpsont identiques (99,4 % [98,2-99,9])
(Tableau 11.1.9).

A l'inverse, si 'on compare les deux modes de wadwix seuils bas (0,04 du mode de calcul
“initial” et 0,02 du mode de calcul “normalisé”gd Sp PPD sont identiques (98,0 % [96,3-
99,0]) alors que la Sp btenue avec le mode de calcul “normalisé” (98,@%1-99,4]) est
supérieure a celle obtenue avec le mode de calmitial” (98,2 % [96,6-99,2])
(Tableau 11.1.9).

En effet,490/492 échantillons présentent des résultats aeRiques pour les deux modes
de calcul. Ainsi, 483 échantillons sont considérégatifs en R pour une interprétation des
résultats calculés avec la formule “initiale” centd85 avec la formule “normalisée”.
Toutefois, 'examen des valeurs de DO obtenuessuk des calculs “initial” et “normalisé”
pour ces deux échantillons aux résultats discosdpatir les R montre qu’ils sont négatifs
proches de la limite de détection pour une utilisate la formule “normalisée” (valeurs :
0,018 pour les deux) et positifs proches de latéirde détection pour un emploi de la formule
“Initiale” (valeurs : 0,044 ; 0,047).
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De plus, le test du Chi 2 de Mac Némar permet ddirmoer que cette difference de Sp R

n’est pas significative entre les deux modes deutal

Par conséquent, cette étude de spécificité absulugre qu’il n’existe pas de différence

significative de Sp individuelles entre les deupety de calcul.

Tableau 11.1.9. Spécificités absolues (Sp) individuelles du testylodifié
selon le mode de calcul et le seuil choisis (n=492)

Mode de calcul
“initial” “normalisé”
Seuil haut : | Seuil bas:| Seuil haut : Seuil bas :
0,10 0,04 0,04 0,02
99,4 % 98,0 % 99,4 % 98,0 %
Sp Sp PPD [98,2-99,9] | [96,3-99,0] | [98,2-99,9] [96,3-99,0]
individuelles (489) (482) (489) (482)
% [IC 95 %] 99,4 % 98,2 % 99,4 % 98,6 %
(Nb) SpR [98,2-99,9] | [96,6-99,2] | [98,2-99,9] [97,1-99,4]
(489) (483) (489) (485)

Nb : Nombre de résultats négatifs

Par ailleurs, concernant les différents seuilsydssiltats individuels obtenus montrent que la
Sp R est supérieure ou égale a la Sp PPD (Tahlda®)l

Enfin, pour les deux modes de calcul, les Sp inldieiles sont logiquement plus élevées aux
seuils hauts (avec la formule “initiale” : +1,2 %yp la Sp R et +1,4 % pour la Sp PPD ; avec

la formule “normalisée” : +0,8 % pour la Sp R et % pour la Sp PPD) (Tableau 11.1.9).

[.2.2.2. Estimation de la Sp finale (BPDNR ou SEPPDUR) du test IFN

Si I'on compare les Sp PFIR pour les deux modes de calcul utilisés, les SprHP sont
identiques et optimales quel que soit le seuil @){Tableau 11.1.10).

Néanmoins, si I'on compare les Sp RFDpour les deux modes de calcul employés, les
Sp PPIIR sont identiques et optimales aux seuils haut8 (@ tandis qu’aux seuils bas, la
Sp PPIYR du mode de calcul “normalisé” (96,5 %) est suqér a celle de I'autre mode de
calcul (96,1 %) (Tableau 11.1.10) ; toutefois, edtifférence n’est pas significative.

Par conséquent, cette étude de spécificité absulugre qu’il nexiste pas de différence

significative de Sp finales entre les deux typesaleul.
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Tableau 11.1.10.Etude de la spécificité absolue (Sp) du testylriddifié : Résultats finaux issus de
I'association des résultats des PPD et des R &lmode de calcul et le seuil choisis et estimatieta Sp
finale du test selon la méthode d'interprétatios disultats finaux chois{@=492).

i . Sp finale du test
Résultats finaux %
(NDb) [IC 95 %]
(nombre d’animaux négatifs)
Mode de calcul | Seuil POS DIV NEG Sp PPDNR Sp PPDUR
haut : 100 % 98,8 %
010 0 6 486 [99,2-100] [97,4-99,6]
“initial” ' (492) (486)
bas - 100 % 96,1 %
0.04 0 19 473 [99,2-100] [94-97,6]
’ (492) (473)
haut : 100 % 98,8 %
004 0 6 486 [99,2-100] [97,4-99,6]
. L ' (492) (486)
normalisé - 100 % 96.5 %
002 0 17 475 [99,2-100] [94,5-98]
’ (492) (475)

Sp PPINR : 1 - (POS %) = (NEG + DIV) %
Sp PPIUR : 1 -[(POS + DIV) % = NEG %.

Par ailleurs, pour les deux modes de calcul, lePFIR sont meilleures aux seuils hauts
(+2,7% et +2,3% avec les modes de calcul “irigal “normalisé” respectivement)
(Tableau 11.1.10).

Enfin, les Sp PPDR obtenues sont supérieures aux Sp BR[par exemple au seuil bas, la
Se PPDUR est supérieure a la Sp PP® de 3,9 % (significatif) avec le mode de calcul

“initial” et de 3,5 % avec celui “normalisé”) (Tazu 11.1.10).

[.3. Résultats de I'étude de spécificité opératedienou relative a I''DS non-négative
(Sp) du test IFN modifié

[.3.1. Contréle de la qualité des 578 échantillségctionnés

Les valeurs des témoins négatif (PBS) et positiViP de I'ensemble des échantillons
répondent aux criteres qualité¢ (RO 0,3 et D@wm—DOy> 0,4). La qualité des 578

échantillons sélectionnés pour cette étude est dalitée.
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1.3.2. Estimation des $ndividuelles et finales du test IfN partir de différents
critéres d'interprétation des résulté®smodes de calcul et 2 types de seuil décisionnel)

Comme cela s’est produit dans I'étude de senshibtative (Sg du test,31/578 animaux
sélectionnés pour l'étude de spécificité opératidien (Sp) ont obtenu des résultats
individuels invalides en PPD alors que leurs réssilten R sont valide€n effet, les
absorbances obtenues pour ces 31 échantillonslésmuec PPDA et PPDB sont saturées

(résultats présentés en Annexe XI).

Par conséquent, seuls les 547 animaux restants @&s172 cheptelght été conservés pour

notre étude.

[.3.2.1. Estimation des Smdividuelles (SpPPD et SpR) du test IFN

Si I'on compare les deux modes de calcul aux séailds (0,10 du mode de calcul “initial” et
0,04 du mode de calcul “normalis€”), les; Bpet SpPPDsemblent meilleures avec le mode
de calcul “normalisé” (SR de 93,1 % et SIPPD de 73,3 %) par rapport au mode de calcul
“initial” (Sp, R de 92,7 % et SPPPD de 72,9 %) (Tableau 11.1.11).

En effet, 543/547 échantillons présentent des résultats dh iEEntiques pour les deux
modes de calcul. Ainsi, 399 échantillons sont aégrgis négatifs en PPD pour une
interprétation des résultats calculés a partiratendile “initiale” contre 401 avec la formule
“normalisee”.

Toutefois, I'examen des valeurs de DO obtenuessul des calculs “initial” et “normalisé”
pour ces quatre échantillons aux résultats disodsdaour les PPDL1(2,3,9 montre que les
échantillonsl, 2 et3 sont négatifs proches de la limite de détectianr pme utilisation de la
formule “normalisée” (valeurs : 0,038)(; 0,039 R); 0,039 8)) mais positifs proches de la
limite de détection pour un emploi de la formulaitiale” (valeurs : 0,1011) ; 0,106 @);
0,107 @)) alors que I'échantillod est positif proche de la limite de détection poaremploi
de la formule “normalisée” (0,043) mais négatif gite de la limite de détection pour un
emploi de la formule “initiale” (0,088).

Par ailleurs, le test du Chi 2 de Mac Némar perdeetconfirmer que cette différence de

Sp PPDn’est pas significative entre les deux modes deutal
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De méme, 537/547 échantillons présentent des aés@h R identiques pour les deux modes
de calcul. Ainsi, 507 échantillons sont considérégatifs en R pour une interprétation des
résultats calculés a partir de formule “initial@ht¢re 509 avec la formule “normalisée”.
Toutefois, I'examen des valeurs de DO obtenuessul des calculs “initial” et “normalisé”
pour ces dix échantillons aux résultats discordpats les R montre que six échantillons sont
négatifs proches de la limite de détection pour utiésation de la formule “normalisée”
(valeurs comprises entre 0,036 et 0,039) maisifsogitoches de la limite de détection pour
un emploi de la formule “initiale” (valeurs compess entre 0,101 et 0,113) alors que les 4
autres échantillons sont positifs proches de latdinde détection pour un emploi de la
formule “normalisée” (valeurs comprises entre 0,@42,046) mais négatifs proches de la
limite de détection pour un emploi de la formulgitiale”(valeurs comprises entre 0,089 et
0,100).

De plus, le test du Chi 2 de Mac Némar permet dadircoer que cette difference de Jp

n’est pas significative entre les deux modes deutal

A l'inverse, si 'on compare les deux modes de wadwix seuils bas (0,04 du mode de calcul
“initial” et 0,02 du mode de calcul “normalisé”ed SpR et SpPPDsemblent également
meilleures avec le mode de calcul “normalisé”,(Sle 84,8 % et SPPD de 66,5 %) par
rapport au mode de calcul “initial” (SR de 77,7 % et SPPD de 64,9 %) (Tableau 11.1.11).

En effet, 538/547 échantillons présentent des résultats dh i@Entiques pour les deux

modes de calcul. Ainsi, 355 échantillons sont abérgis négatifs en PPD pour une
interprétation des résultats calculés a partiratendile “initiale” contre 364 avec la formule

“normalisée”.

Toutefois, 'examen des valeurs de DO obtenuessuk des calculs “initial” et “normalisé”

pour ces neuf échantillons aux résultats discosdpntr les R montre qu’ils sont négatifs
proches de la limite de détection pour une utiisade la formule “normalisée” (valeurs

comprises entre 0,015 et 0,020) mais positifs preate la limite de détection pour un emploi

de la formule “initiale” (valeurs comprises entr,841 et 0,054).

Cependant, le test du Chi 2 de Mac Némar permetotdirmer que cette différence de
Sp PPDn’est pas significative entre les deux modes deutal
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De méme, 506/547 échantillons présentent des aés@h R identiques pour les deux modes
de calcul. Ainsi, 425 échantillons sont considénégatifs en PPD pour une interprétation des
résultats calculés a partir de formule “initial@htre 464 avec la formule “normalisée”.
Toutefois, I'examen des valeurs de DO obtenuessul des calculs “initial” et “normalisé”
pour les 41 échantillons aux résultats discordpats les R montre que 40 échantillons sont
négatifs proches de la limite de détection pour utiésation de la formule “normalisée”
(valeurs comprises entre 0,014 et 0,020) maisifsogitoches de la limite de détection pour
un emploi de la formule “initiale” (valeurs comp@ssentre 0,041 et 0,055) alors qu’un seul
échantillon est positif proche de la limite de détn pour une utilisation de la formule
“normalisée” (0,021) mais négatif proche de la fende détection pour un emploi de la
formule “initiale” (0,038).

Cependant, le test du Chi 2 de Mac Némar permebdfermer que cette difference de, &

n’est pas significative entre les deux modes deutal

Par conséquent, cette étude de spécificité opéaraile® montre qu’il n'existe pas de
différence significative de $mdividuelles entre les deux types de calcul, lnjea ces écarts

de Spindividuelles soient plus grands pour les seuals. b

Tableau 1.1.11.Spécificités opérationnelles ($pandividuelles du test IFNmodifié
selon le mode de calcul et le seuil choisis (n=547)

Mode de calcul
“Initial” “normalisé”
Seuil haut : | Seuil bas :| Seuil haut : Seuil bas :
0,10 0,04 0,04 0,02
72,9 % 64,9 % 73,3 % 66,5 %
Spr Sp PPD | [69-76,6] [60,7-68,9] | [69,4-77,0] [62,4-70,5]
individuelles (399) (355) (401) (364)
% [IC 95 %] 92,7 % 77,7 % 93,1 % 84,8 %
(Nb) SpR [90,2-94,7] [74-81,1] [90,6-95,0] [81,5-87,7]
(507) (425) (509) (464)

Nb : Nombre de résultats négatifs.

Par ailleurs, concernant les différents seuils iégudes deux modes de calcul, les résultats
individuels obtenus (Tableau 11.1.11) montrent ¢u&p R est largement supérieure a la Sp

PPD (écart non-significatif seulement pour le sba du mode de calcul initial).

Enfin, pour les deux modes de calcul, les iBdividuelles sont largement supérieures aux
seuils hauts (avec la formule “initiale” : +15 %uypda Sp R et +8 % pour la SPPD ; avec
la formule “normalisée” : +8,3 % pour la, 3P et +6,8 % pour la SPPD) (Tableau 11.1.11).
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1.3.2.2. Estimation de la $pnale (Sp PPDNR ou SpPPDUR) du test IFN

Si 'on compare les SPPDNR pour les deux modes de calcul utilisés, cellesarit
identiques aux seuils hauts (95,4 %) alors qu'auils bas, la SPPDNR du mode de calcul
“normalisé” (91,2 %) est significativement supérgde 2,9 %) a celle de l'autre mode de
calcul (88,3 %) (Tableau 11.1.12).

De méme, si I'on compare les FPDUR pour les deux modes de calcul employés, celles-ci
sont comparables aux seuils hauts (70,2 % et 70p@b les modes de calcul initial et
normalisé respectivement) tandis qu’aux seuils BasSp PPDR du mode de calcul
“normalisé” (60,1 %) est supérieure (de 5,8 %) Becde I'autre mode de calcul (54,3 %)
(Tableau 11.1.12).

Par conséquent, cette étude de spécificité opéarail® montre qu’il n’existe pas de
différence significative de $finales entre les deux types de calcul, bien gseécarts de $p
finales soient plus grands pour les seuils bas.

Tableau 11.1.12. Etude de la spécificité opérationnelle {Sju test IFN modifié
Résultats finaux issus de I'association des résultas PPD et des R selon le mode de calcul eulechoisis et
estimation de la Sfinale du test selon la méthode d'interprétaties tEsultats finaux choisie (n=547)

i _ Sp finale du test
Résultats finaux %
(Nb) [IC 95 %]
(nombre d’animaux négatifs)
Mode de calcul | Seuil POS DIV NEG Sp PPDNR Sp PPDUR
haut: 95,4 % 70,2 %
0.10 25 138 384 [93,3-97,0] [66,2-74]
“initial” ’ (522) (384)
e 88,3 % 54,3 %
0.04 64 186 297 [85,3-90,9] [50-58,5]
: (483) (297)
haut: 95,4 % 70,9 %
0.04 25 134 388 [93,3-97,0] [66,9-74,7]
T czn ' (522) (388)
normalisé . 91.2 % 60.1 %
0.02 48 170 329 [88,5-93,5] [55,9-64,3]
: (499) (329)

Sp PPDNR : 1 - (POS %) = (NEG + DIV) %
Sp PPDUR : 1 -[(POS + DIV) % = NEG %.

Par ailleurs, pour les deux modes de calcul, lesPBPUR sont logiquement largement
supérieures aux seuils hauts (+15,9 % et +10,8 & s modes de calcul “initial” et

“normalisé” respectivement) (Tableau 11.1.12).
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De plus, les S@PPDNR obtenues sont significativement meilleures qeeSp PPDUR (par
exemple au seuil haut, la, FEPDUR est supérieure a la Sp PP® de 25,2 % avec le mode

de calcul “initial” et de 24,5 % avec celui “norrsd”) (Tableau 11.1.12).

Il. Combinaisons des résultats individuels des diffrentes études pour déterminer les
seuils décisionnels, relatifs au mode de calcul “nmalisé”, selon les différentes
conditions d’utilisation du test en Dordogne et erdéduire les valeurs de sensibilité et

spécificité finales de ce test

[I.1. Evaluation des $ésensibilités relatives) et Sp (spécificités abes) individuelles
optimales et, estimation des, ®& Sp finales du test pour des valeurs de senihaat des Se

et Sp individuelles optimales

[1.1.1. Détermination des seuils permettant deeS8p individuelles optimales

La détermination des valeurs de seuil décisionaeternant les PPD et les R, pour lesquelles
les sensibilités relatives (3et les spécificités absolues (Sp) individueltss(PPD et des R)
du test sont optimales, s'effectue par combinades résultats des Set Sp individuelles
obtenus pour différentes valeurs de seuils, dam&tiedes de $€60 échantillons) et de Sp

(492 échantillons) du test IFNtespectivement (Tableau 11.1.13).

Tableau 11.1.13. Résultats deSensibilités relatives (9n=60) et Spécificités absolues (Sp) (n=492)
individuelles du test IFNpour différentes valeurs de seuils décisionned)(01 a 0,08) des formules
“normalisées” de calcul des résultats des PPD®Rq{Eaye Set al, sous presse).

Valeurs des seulils

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

93 % 93 % 87 % 83 % 83 % 75 % 75 % 75 %

PPD Se 84-98 84-98 75-94 72-92 72-92 62-85 62-85 62-85
% (56) (56) (52) (50) (50) (45) (45) (45)

IC 95% 97,6% | 980% | 992% | 99.4% | 994% | 99,4% | 99.4% | 99,4 %
(Nb) Sp | 95:8-98,7| 96,3-99,0| 97,9-99,8| 98,2-99,9| 98,2-99,9| 98,2-99,9| 98,2-99,9| 98,2-99,9

(480) (482) (488) (489) (489) (489) (489) (489)

97 % 88 % 87 % 80 % 72 % 68 % 67 % 62 %

R Se 89-100 76-95 75-94 68-89 59-83 55-80 53-78 48-74
o (58) (53) (52) (48) (43) (41) (40) (37)
IC 95% 959% | 98,6% | 99,4% | 99,4% | 99,6 % | 99,6 % | 99,8 % | 99,8 %
(Nb) Sp 93,8-97,5| 97,1-99,4| 98,2-99,9| 98,2-99,9| 98,5-99,9| 98,5-99,9| 98,9-100| 98,9-100

(472) (485) (489) (489) (490) (490) (491) (491)

Nb : Nombre de résultats positifs dans I'étude d8dalu test ou de résultats négatifs dans I'étude dgplalu test.
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[1.1.1.1. Résultats combinés des BED & Sp PPD

Le Tableau 11.1.13 présente les valeurs dePF3D et de Sp PPD, obtenues en utilisant la
formule “normalisée” pour calculer les résultats &D [(DQpps—DOrppa)/(DOp—DOM)]
et huit valeurs différentes de seuil de positidés résultats (de 0,01 a 0,08), dans les études

de Seet de Sp du test IFNespectivement.

Ces résultats montrent que les PPD sont trés spéesf et assez sensibles (au seuil de 0,04,
Se PPD de 83 % [IC 95 %, 72-92] et Sp PPD de 99,4085 %, 98,2-99,9]).

Une courbe ROC des PPD a été tracée a partir desrsale SePPD et Sp PPD obtenues
pour différentes valeurs de seuil (Figure 11.1[B3&s valeurs optimales en, D (93 % [84-
98]) et Sp PPD (98,0 % [96,3-99,0]) ont été obterlnesque la valeur du seuil de positivité
des résultats des PPD (calculés a partir de laulerme calcul “normalisée”), est @g02
(Figure 11.1.5 et Tableau 11.1.13).

N.B. : ce seuil décisionnel de 0,02 déterminé padormule “normalisée” de calcul des résultats des
PPD (pour une utilisation du test Ifzn paralléle a I'IDS) correspond & un seuil décisel de 0,04
pour la formule “initiale” de calcul des résultass PPD (D@bpg—DOpppy).
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Figure 11.1.5. Courbe ROC représentant la 8&D(« taux de vrai-positifs » en PPD, dans I'étudéadge)
en fonction de « 1-Sp PPD(ataux de faux-positifs », dans I'étude de la Sp),
obtenue pour différentes valeurs-seitso,00 a 1,25{Faye Set al, sous presse).
La fleche indique le seuil de positivité de 0,02nmettant d’obtenir une sensibilité relative et usgécificité
absolue des PPD optimales.
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[1.1.1.2. Résultats combinés des Be% Sp R

Les valeurs de $® et de Sp R, obtenues en utilisant la formulertradisée” pour calculer
les résultats des R [(BODON)/(DOrp—DOmy)] et huit valeurs différentes de seuil de
positivité des résultats (de 0,01 a 0,08), dansélesles de Seet de Sp du test IBN

respectivement sont indiquées au tableau 11.1.13.

Ces résultats montrent que les R sont tres spéesigt assez sensibles (au seuil de 0,04, Se
PPD de 80 % [IC 95 %, 68-89] et Sp PPD de 99,4%9BC%0, 98,2-99,9]), comme cela a déja
été décrit dans la littérature.

Une courbe ROC des R a été tracée a partir desursalte SeR et Sp R obtenues
(Figure 11.1.6). Des valeurs optimales en BRg97 % [89-100]) et Sp R (95,9 % [93,8-97,5])
ont été obtenues lorsque la valeur du seuil deipbsides résultats des R (calculés a partir

de la formule de calcul “normalisée”), est@61 (Figure 11.1.6 et Tableau 11.1.13).

N.B. : ce seuil décisionnel de 0,01 déterminé padormule “normalisée” de calcul des résultats des
R (pour une utilisation du test IFNen paralléle a I'IDS) correspond a un seuil décisel de 0,02
(0,01 x 2,4) pour la formule “initiale” de calcutsl résultats des R (REDOY).
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Figure 11.1.6. Courbe ROC représentant la 8d« taux de vrai-positifs » en R dans I'étude dedd S
en fonction de « 1-Sp R( taux de faux-positifs » dans I'étude de la Sp),
obtenue pour différentes valeurs-seuitso0,00 a 1,70fFaye Set al, sous presse).
La fleche indique le seuil de positivité de 0,0inpettant d’obtenir une sensibilité relative et usgécificité
absolue des R optimales.
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I1.L1.2. Estimation des $eet Sp finales du test IRNaux seuils décisionnels
déterminés pour des S& Sp individuelles optimales

Les résultats finaux des études dee®eSp du test IFN obtenus a partir de I'association des
résultats des PPD et R (résultats individuels agmjgl étude respective, cf. Tableau 11.1.13)
déterminés pour des valeurs de seuil de positolétéd,02 et de 0,01 respectivement sont

exposeés au tableau 11.1.14.

De méme, des estimations des 8eSp finales du test IRNen suivant deux méthodes

d’interprétation des résultats finaux (PP® et PPIR) sont présentées dans ce tableau.

Tableau I1.1.14.Résultats finaux de I'étude de la sensibilité reéa{Se) (n=60) et de I'étude de la
spécificité absolue (Sp) (n=492) du test {=Nsus de I'association des résultats des PPD eRdes
obtenus pour des seuils de positivité de 0,020t @spectivementEstimation de la Set de la Sp finales
a partir de deux méthodes d'interprétation dedltagsuinaux(Faye Set al, sous presse).

Résultats finaux

Nombre de Etude de la Sp Etude de la Se
POS 0 54
DIV 30 6
NEG 462 0

A Sp finale Se finale

: P ! (nombre d’animaux négatifs) (nombre d’animaux positifs)
PPDNR 100 % [99,2-100] (492) 90 % [82-98] (54)
PPDUR 93,9 %[91,4-95,8] (462) 100 %[95-100] (60)

Sp PPDNR : 1 - (POS %) = (NEG + DIV) %Sp PPDUR : 1 -[(POS + DIV) % = NEG % ;
Se PPDNR : POS % ;Se PPDUR : (POS + DIV) %.

La Se PPDNR et la SePPDUR obtenues du test IRN*dont I'analyse des résultats est basée
sur des formules “normalisées” avec des seuils,d2 four les PPD et de 0,01 pour les R)
ont donc été estimées respectivement a 90 % [8212B)0 % [95-100] (Tableau 11.1.14).

De méme, la Sp PHIR et la Sp PPDR obtenues du test IFN ont donc été estimées
respectivement a 100 % [99,2-100] et 93,9 % [958 Tableau 11.1.14).
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[I.2. Evaluation des Se(sensibilités relatives) & Sp(spécificités opérationnelles)
individuelles optimales et, estimation des &ep: finales du test pour des valeurs de seuils

donnant des $& Sp individuelles optimales

[1.2.1. Détermination des seuils permettant deRS#p individuelles optimales

La détermination des valeurs des seuils décisisnoehcernant les PPD et les R, pour
lesquelles les sensibilités relatives JS# les spécificités opérationnelles (Spdividuelles
(des PPD et des R) du test sont optimales, s’eiegar combinaison des résultats desefe
Sp individuelles obtenus pour différentes valeurs skuils, dans les études de, Se
(60 échantillons) et de S(b47 échantillons) du test IFNespectivement (Tableau 11.1.15).

Tableau I1.1.15. Résultats des Sensibilités relatives§&=60) et Spécificités opérationnelles §Sp
(n=547) individuelles du test IRNoour différentes valeurs de seuils décisionned)01 a 0,08) des
formules “normalisées” de calcul des résultatsRieD et des Rraye Set al, sous presse).

Valeurs des seulils

0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

93 % 93 % 87% | 83% 83 % 75 % 75 % 75 %

PPD Se 84-98 84-98 75-94 72-92 72-92 62-85 62-85 62-85
% (56) (56) (52) (50) (50) (45) (45) (45)

IC 95% 61,1% | 66,5% | 70,4% | 733% | 755% | 77,1% | 79,5% | 80,8 %
(Nb) Sp. | 56,8-65,2| 62,4-70,5( 66,4-74,2| 69,4-77,0| 71,7-79,0| 73,4-80,6| 75,9-82,8| 77,2-84,0

(334) (364) (385) (401) (413) (422) (435) (442)

97 % 88 % 87 % 80 % 72 % 68 % 67 % 62 %

R Se 89-100 76-95 75-94 68-89 59-83 55-80 53-78 48-74
% (58) (53) (52) (48) (43) (41) (40) (37)

IC 95% 60,9% | 848% | 90,7% | 93,1% | 945% | 954% | 96,0% | 96,5 %
(Nb) Spr 56,6-65,0| 81,5-87,7| 87,9-93,0| 90,6-95,0| 92,3-96,3| 93,3-97,0| 94,0-97,5| 94,6-97,9

(333) (464) (496) (509) (517) (522) (525) (528)

Nb : Nombre de résultats positifs dans I'étude dBdalu test ou de résultats négatifs dans I'étude dgglalu test.

[1.2.1.1. Résultats combinés des BED & Sp PPD

Le Tableau 11.1.15 présente les valeurs deFStD et de SPPPD, obtenues en utilisant la
formule “normalisée” pour calculer les résultats @&PD [(DQpps-DOrppa)/(DOTp—DOM)]
et huit valeurs différentes de seuil de positidés résultats (de 0,01 a 0,08), dans les études

de Seet de Spdu test IFN respectivement.
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Ces resultats montrent que les PPD sont assebengiais beaucoup moins spécifiques (au
seuil de 0,04, S&PD de 83 % [IC 95 %, 72-92] et,F}PD de 73,3 % [IC 95 %, 69,4-77,0]),
par rapport au résultat (de Sp PPD) obtenu danslkéde spécificité absolue (Sp).

Une seconde courbe ROC des PPD a été tracée ademtvaleurs de S€PD et SpPPD
obtenues (Figure 11.1.7). Des valeurs optimalesSenPPD (83 % [72-92]) et $PPD
(75,5 % [71,7-79,0]) ont été obtenues lorsque lawradu seuil de positivité des résultats des
PPD (calculés a partir de la formule de calcul fnalisée”), est d®,05 (Figure 1.1.7 et
Tableau 11.1.15).

N.B. : ce seuil décisionnel de 0,05 déterminé padormule “normalisée” de calcul des résultats des
PPD (pour une utilisation du test IfFldn série avec I'IDS) correspond a un seuil décisédde 0,12
(0,05 x 2,4) pour la formule “initiale” de calcutsl résultats des PPD (BQs-DObppa).

Taux de vrais-négatifs (Sp )
1 0908070604804 030201 0

1 =] 0
. 0g9- 01 =
= Q
o 0.8 0z o
0 =)
s 0.7 - 03 3
§ 0.5 - 04 g
g 05 ns @
k%) <
T 0.4 06 3
s S
o 03 07 o
© ©
x 0.2 08 x
> >
S ng
0 1

0 010203040506070809 1
Taux de faux -positifs (1 -Spy)

Agcune 5 PPD
discrimination

Figure 11.1.7. Courbe ROC représentant la B&D(« taux de vrai-positifs » en PPD dans I'étudeads¢)
en fonction de « 1-SPPD »(« taux de faux-positifs » dans I'étude de lg) Sp
obtenue pour différentes valeurs-seitso,00 a 1,25{Faye Set al, sous presse).
La fleche indique le seuil de positivité de 0,0Ehpettant d’obtenir une sensibilité relative et wpEcificité
absolue des PPD optimales.

[1.2.1.2. Résultats combinés des Be& Sp R

Les valeurs de $® et de SpR, obtenues en utilisant la formule “normaliséetipcalculer
les résultats des R [(ODON)/(DOrp—DOm)] et huit valeurs différentes de seuil de
positivité¢ des résultats (de 0,01 a 0,08), dansélesles de Seet de Spdu test IFN

respectivement sont indiquées au tableau 11.1.15.
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Ces résultats montrent que les R sont bien spéesigt assez sensibles (au seuil de 0,04, Se
PPD de 80 % [IC 95 %, 68-89] et JPD de 93,1 % [IC 95 %, 98,2-99,9]), comme cela a
déja été deécrit dans la littérature et dans I'étglepécificité absolue (Sp).

Une seconde courbe ROC des R a été tracée a ¢hestivaleurs de S® et SpR obtenues
(Figure 11.1.8). Des valeurs optimales en Be(87 % [75-94]) et Sp R (90,7 % [87,9-93,0])
ont été obtenues lorsque la valeur du seuil deipibdides résultats des R (calculés a partir

de la formule de calcul “normalisée”), est@63 (Figure 11.1.8 et Tableau 11.1.15).

N.B. : ce seuil décisionnel de 0,03 déterminé padormule “normalisée” de calcul des résultats des
R (pour une utilisation du test IFNen série avec I'IDS) correspond & un seuil décrgb de 0,07
(0,03 x 2,4) pour la formule “initiale” de calcutsl résultats des R (REDOY).
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Figure 11.1.8. Courbe ROC représentant la 8d« taux de vrai-positifs » en R dans I'étude d&da
en fonction de « 1-SfR » (« taux de faux-positifs » en R dans I'étude degd, S
obtenue pour différentes valeurs-seuiksq00 a 1,70jFaye Set al, sous presse).
La fleche indique le seuil de positivité de 0,08nmettant d’obtenir une sensibilité relative et usgécificité
absolue des R optimales.

[1.2.2. Estimation des $e&& Sp finales du test IFWN aux seuils décisionnels

déterminés pour des S& Sp individuelles optimales

Les résultats finaux des études deedeéSp du test IFN, obtenus a partir de I'association des
résultats des PPD et R (résultats individuels agajeb étude respective, cf. Tableau 11.1.15)
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déterminés pour des valeurs de seuil de positolétéd,05 et de 0,03 respectivement sont

exposés dans le Tableau 11.1.16.

De méme, des estimations des &eSp finales du test IFiN en suivant les deux méthodes
différentes d’interprétation des résultats finaBPDNR et PPIVR) sont présentées dans ce

tableau.

Tableau I1.1.16.Résultats finaux de I'étude de la sensibilité reéa{Se) (n=60) et de I'étude de la
spécificité opérationnelle (9An=547) du test IFN issus de I'association des résultats des PPD eR des
obtenus pour des seuils de positivité de 0,0508 @&spectivementEstimation de la Set de la Spfinales

apartir de deux méthodes d’interprétation des réwiftnaux (Faye St al, sous presse).

Résultats finaux

Nombre de Etude de la Sp Etude de la Se
POS 31 46

DIV 123 10

NEG 393 4

Méthode Sp finale Se finale
d'interprétation (nombrz)d[’;i?:a(:ﬁ négatifs) (nombr(:a/od[’lgn?n?;ﬁl positifs)
PPDNR 94,3 % [92,0-96,1] (516) 77 % [64-87] (46)
PPDUR 71,8 %[67,9-75,6] (393) 93 % [84-98] (56)

Sp PPDNR : 1 - (POS %) = (NEG + DIV) % Sp, PPDUR : 1 -[(POS + DIV) % = NEG % ;
Se PPDNR : POS % ;Se PPDUR : (POS + DIV) %.

La Se PPDNR et la SePPDUR obtenues du test IRNmodifié (**dont I'analyse des résultats
est basée sur des formules “normalisées” avecaldls sle 0,05 pour les PPD et de 0,03 pour
les R) ont donc été estimées respectivement a [6A497] et 93 % [84-98] (Tableau 11.1.16).
De méme, la SPPPDNR et la Sp PPDUR obtenues du test IRNmodifié** ont donc été
estimées respectivement a 94,3 % [92,0-96,1] & %il[67,9-75,6] (Tableau 11.1.16).

Discussion :

l. Validité de I'échantillonnage

[.1. Etude de la spécificité du test Hriodifié

L’échantillonnage des études de spécificité (sp@i&f absolue, Sp et opérationnelle,)$p
été réalisé conditionnellement au statut connuélimgages indemnes. L'étude de spécificité

absolue a été reéalisée sur un nombre certes inmpatea prélevements (500 prévus, 492
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finalement utilisables), mais limité d’élevages )2Bour les causes de sensibilisation non
spécifiques indépendantes des conditions épidégiiples de I'élevage (et donc intervenant
au niveau de l'animal), cette étude donne une bestimation. Pour des causes qui seraient
liées aux conditions spécifiques des élevages éétide n'a qu’une portée limitée du fait du

nombre réduit d’élevages étudies.

Les conditions modulant la spécificité peuvent &tés variables au plan géographique
(prévalence des agents responsables de réactiamsspecifiques, pratiques d’élevage
pouvant moduler I'exposition des animaux a ces @jenl était donc indispensable de
procéder a une étude devant permettre de reflégecdnditions propres aux élevages de
Dordogne, ce que nous avons fait (spécificité dp@maelle), en complément de la premiere
étude réalisée (spécificité absolue). Toutefoisiries raisons aiseément compréhensibles, il
ne nous était pas possible de procéder a cette darts la zone méme ou sont concentres les
élevages infectés. Nous pouvons cependant consigéecles résultats obtenus doivent étre
suffisamment représentatifs de la situation degages de Dordogne, et en particulier des

zones infectées.

On peut se poser la question de la validité duselagnt des élevages étudiés : nous avons
vérifié (au moment de la rédaction de ce chapiu€jls étaient bien restés indemnes. Le
risque d’erreur de ce classement se renforcera l@véemps, mais on voit bien qu'il est

faible, puisqu’il est limité a la valeur du tauxrtidence, qui, heureusement est faible.

[.2. Etude de la sensibilité du test -hodifié

L’échantillonnage de I'étude de sensibilité {Se été realisé de facon rétrospective, a partir
des résultats disponibles dans notre laboratoimacernant des animaux qui ont permis
l'isolement deM. bovis qui ont donc présenté des Iésions. L’historiqae des animaux a
montré gu’ils avaient en fait été envoyés a I'aliatians le cadre d’'une procédure d’abattage
diagnostique, c’est-a-dire dans le but de recherdae lésions éventuelles et dans ce cas, de

réaliser les prélévements devant permettre la coafion du diagnostic.

Ces animaux ne constituent par conséquent qu’urtie pla flux des animaux ayant subi une
IDS, puis un test IFet enfin un abattage diagnostique. On peut étdr@hde se demander

si cette procédure particuliere d’échantillonnagensis a toute une série de conditions
successives, dont une seule catégorie nous egmaayn’est pas de nature a altérer la valeur

de nos résultats : sous estimation, sur estim&tion
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Une chose est slre : nos résultats permettent mpaser les différentes modalités du test

IFNy entre elles. Nos travaux permettent donc de comslur leurs valeurs relatives.

Le fait que tous les animaux eétudiés aient étév@suporteurs de lésions constitue
certainement un biais trés important, car on seh lmque de nombreux animaux infectés
peuvent ne pas présenter de Iésion tuberculeuséa Question de la sensibilité du test #N

méme conditionnellement & I'IDS non-négative, rggisée également pour les animaux non

porteurs de Iésion tuberculeuse macroscopique.

Parmi les animaux a la fois non-négatifs a I'IDPesitifs au test IFNqui n'ont pas présenté
de lésion suspecte a I'abattoir, et n'ont doncfpad’'objet d’'un prélévement, il est probable
gu’'un certain nombre soit toutefois infecté. Ceongtitue méme un des avantages du test
IFNy qui est de révéler de fagon tres précoce des amiméectés, bien avant la présence de
Iésions détectables par observation macroscopique.

Pour s’en assurer, il conviendrait de procéder @&alrantillonnage systématique sur de tels
animaux (prélévement d’'une série de ganglions, mé&miéabsence de lésion visible) en vue
de I'analyse PCR MTBE Ce biais est de nature & sous-estimer la seibsithil test [FN.

Pour les animaux ayant présenté des lésions sesp®etis n’ayant pas permis l'isolement de

M. bovis l'interprétation est similaire.

Cette étude complémentaire permettrait d'en aperégifréquence, que nous pensons malgré
tout limitée. La valeur de nos indicateurs aurhitqi tendance a légerement sous-estimer les
valeurs réelles, et de ce fait, ce biais n’est gasnature a remettre en question nos
conclusions, sur un plan pragmatique.

En revanche, nos résultats ne pourraient pas #isgsi tels quels pour une modélisation bien

gue les types d’études réalisées ressemblentes galbsentées dans la littérature.

7 Ce procédé est déja réalisé a titre expérimergplid plus d’'un an et quelques animaux abattuss&ide
diagnostiques (avec une IDS non-négative, un E$t positif et une IDC non-négative) mais finalemesms
Iésion macroscopique ont été confirmés infectédpatériologie (et PCR MTBC).
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