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RESUME

Evaluation de nouveaux outils de diagnostic de lauberculose bovine :
Conditions d'utilisation d’'un test de dosage d’iét d’'un test PCR Kzl10en
temps réel

RESUME :

Face a une recrudescence préoccupante depuis 280zasd de tuberculose bovine (Tb) en
Dordogne et du fait des défauts diagnostiques debhades de détection classiques comme
l'intradermotuberculination simple (IDS), la badtdngie ou l'inspection systématique des
carcasses a l'abattoir, deux nouveaux outils dgndistic rapide, if le test de dosage
d’interféron gamma (IF)) Boviganf modifié, basé sur des dérivés protéiques purifiés
bovins et aviaires (PPD) et des antigénes recomtsirspécifiques, ESAT6 et CFP10 (R) et,
(i) une méthode PCR en temps réel basée sur laidéteet la séquence d’insertion6lBLO
(PCR), ont été intégrés dans le dispositif de lutta dfévaluer leurs utilités diagnostiques.

Les différentes études réalisées ont montré queckhodePCR est au moins aussi sensible
gue la bactériologie. Sa spécificité opérationnefietres satisfaisante et sa valeur prédictive
positive est excellente vis-a-vis de la bactérimag I'histologie. Elle constitue donc un outil
rapide et fiable de diagnostic de la Tb permettantcomplément d’'une tuberculination ou
une histologie positive, d’éviter d’attendre le ukgt bactériologique pour déclarer
l'infection. Elle permet ainsi de raccourcir cor&igblement les délais de confirmation
définitive de I'infection (de 2,5 mois), ce qui &titue un avantage opérationnel crucial.

L’application du test IFM modifié€ comme outil de confirmation des IDS nomaéves n’est
pas parfait mais sa complémentarité vis-a-vis li¥S’en fait un atout indéniable. D’un point
de vue technique, un mode de calcul normalisé ékdtats individuels doit étre utilisé pour
obtenir une meilleure reproductibilité et donc poinétablir des comparaisons intra et inter
laboratoires. De plus, il est nécessaire d’addptecritéeres d’analyse (seuils décisionnels des
formules normalisées et méthodes d'interprétationrésultat final) au statut infectieux
régional d’'une part, (région de faible ou forteyaénce de Tb, réactions non-spécifiques
rares ou fréquentes) et, aux conditions d’appbecatu test d’autre part (dans la population
générale ou dans une population d’'IDS non-négatiyeair une utilisation appropriée du test
IFNy.

Ces résultats satisfaisants ont conduit en ao(® 408 reconnaissance reglementaire des tests
PCR I$110et IFNy modifié comme outils de confirmation de I'infectiale Tb et des IDS
non-négatives respectivement.

Mots clés :

Tuberculose bovine, Valeurs diagnostiques opénadibes, Test de dosage d'I¥N
Bovigant, ESAT6, CFP10, PCR 61Q PCR en temps réel.



ABSTRACT

Evaluation of new tools for bovine tuberculosis dignosis:Conditions of use
of an IFNy assay and an 8810real-time PCR

ABSTRACT:

Due to a worrying increase of bovine tuberculobiER) outbreaks in Dordogne since 2004
and because of the diagnodiieficiencies of conventional detection methods like single
intradermal tuberculin test (SITT), bacteriology eystematic carcasses inspection at
slaughterhouse, two new rapid diagnostic todlsthle modified interferon gamma (IFN
assay Bovigaf based on protein purified derivatives (PPD) andESand CFP10 specific
recombinant antigens (R) andi) (a real-time PCR method based on the detectiothef
insertion sequence 6310 (PCR, were included in the current bTB control campaig
order to estimate their diagnostic value.

The various studies carried out showed @R is at least as sensitive as bacteriology. Its
operational specificity is very satisfying and ip®sitive predictive value is excellent
compared to bacteriology and histology. Therefdreonstitutes a rapid and reliable bTB
diagnostic tool that, in case of positive skin sestr histology, avoids waiting for
bacteriological results to confirm infection andishreduces considerably the time needed for
infection notification (about 2,5 months), whiclpresents a crucial operational advantage.

The application of the modified IRNassay as a tool for confirming non-negative SI3hat
perfect but is an undeniable asset because oflTt§ Somplementarity. From a technical
point of view, a normalized calculation method mdividual results must be used to obtain a
better reproducibility and to allow establishingrgmarisons within a laboratory and between
laboratories. Furthermore, it is necessary to atteptnalysis criteria (the decisional cut-off
of the normalized formulae and the interpretatiogthnds of the final result) to the regional
infectious status on one hand (low or high prewadearea of bTB, rare or frequent non-
specific reactions) and, on the other hand, totéisé application conditions (in the general
population or in the non-negative SITT populatidioy, an appropriate use of the modified
IFNy assay.

These satisfying findings led to the approval & BCR 1$110and the modified IFiNassay
as official confirmation tools of Tb infection amebn-negative SITT respectively in August
2009.

Keywords:

Bovine tuberculosis, Operational diagnostic valiBsyigant IFNy assay, ESAT6, CFP10,
PCR I1$%11Q Real-time PCR.



ABREVIATIONS & SIGLES

ABREVIATIONS & SIGLES

AAR : Acido-Alcoolo-Résistance

Ac : Anticorps

ADN : Acide DésoxyRiboNucléique

AFNOR : Association Francaise de Normalisation

Afssa: Agence francaise de sécurité sanitaire des atsnen
Ag : Antigene

AM : Arrété Ministériel

ANRT : Association Nationale de Recherche Technique

ANSES: Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 'atitagon, de I'environnement et du
travail

AOR : Auramine O/Rhodamine

APDI : Arrété Préfectoral portant sur la Déclaratiomgction

APMS : Arrété Préfectoral de Mise sous Surveillance

ARN : Acide RiboNucléique

ASDA : Attestation Sanitaire a Délivrance Anticipée

BAAR : Bacille Acido-Alcoolo-Résistant

Bact.: Bactériologig(Culture et identification si nécessaire)

C : Atome de carbone

CFP10: Culture Filtrate Protein protéine de 10 kDa sécrétée en début d’infect®ib
CIFRE : Convention Industrielle de Formation par la Reche

Col : Coletso§ (milieu de culture)

Ct : Cycle thresholau Cycle seuil

CV : Coefficient de Variation

DDSV : Direction Départementale des Services Vétérisaire

DDSV21: Direction Départementale des Services Vétérisaileela Cote d’'Or
DDSV24: Direction Départementale des Services Vétérisaleela Dordogne

DDCSPP(ex DDSV) : Direction Départementale de la Cohéstmciale et de la Protection
des Populations

DDCSPP24(ex DDSV24) : Direction Départementale de la CadresSociale et de la
Protection des Populations de la Dordogne

DGAI : Direction Générale de I'Alimentation

-4 -



ABREVIATIONS & SIGLES

DIV : Divergent
DIV': PPD+ & R—
DIV?: PPD- & R+
DO : Densité Optique

ECDC : European Centre for Disease Prevention and Control Centre européen de
prévention et de contrble des maladies

EDE : Etablissement Départemental de I'Elevage

EFSA : European Food Safety Authoribyt Autorité européenne de sécurité des aliments
EIA : Enzyme ImmunoAssags tests immunoenzymymatiques

ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assaytest d'immunoadsorption par enzyme liée
ENVA : Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort

ENVL : Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon

ENV/Afssa-Lyon : Laboratoire d’histologie de 'ENVL et I'Afssa dsyon.

EPC : External Positive Controbu un contrdle (témoin) positif d’amplification di cible
génétique (18110

Epi-MAI (unité): Epidémiologie des Maladies Animales Infectieusesufité des Maladies
Contagieuses)

ESATG : Early Secreted Antigenic Targedrotéine de 6 kDa sécrétée en début d’'infectn d
Tb

EUA : Etats-Unis d’Amérique

FAO : Organisation des Nations Unies pour l'alimentagbl'agriculture
FEDER : Fonds Européen de Développement Régional

FNGDS : Fédération Nationale des Groupements de Défeastaire.
GB : Grande Bretagne

GDS: Groupement de Défense Sanitaire

GDS24: Groupement de Défense Sanitaire de la Dordogne

GTV : Groupement Technique Vétérinaire

HE : Hémalun-éosine (coloration)

Hist. : Histologie (au moins examen histologique avdoration de ZN)
HRP : Enzyme peroxydase de raifort

HSR : Hypersensibilité retardée

IDT : Intradermotuberculination

IDS : Intradermotuberculination Simple
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IDC : Intradermotuberculination Comparative

IFNY : Interféron gamma

IHC : Immunohistochimie

IPC : Internal positive controbu Contrdle d’extraction d’ADN

IPCendo: IPC de nature endogene

IPCexo: IPC de nature exogéne

IS6110: Insertion Sequence 61l Sequence d’insertion 6110

Ld : Limite de détection

LDAR24 : Laboratoire Départemental d’Analyse et de Rechedehia Dordogne
Lerpaz : Laboratoire d’étude et de recherche en pathelagimale et zoonose

LB : Lymphocyte B

LJ : Lowenstein-Jens&nmilieu de culture)

LSI : Laboratoire Service International

LT : Lymphocyte T

MAC : Mycobacterium avium Complexi Complexévlycobacterium avium

M. bovis: Mycobacterium bovis

M. bovismonocopie: M. bovisprésentant une seule copie &13.0

MNT : Mycobactérie(s) non tuberculeuse(s)

MPB70 : Protéines majeures de 70 kDa sécrétées parlleesales bactéries du MTBC
MPB83 : Protéines majeures de 83 kDa sécrétées parlleesales bactéries du MTBC
MRC : Maladie Réputée Contagieuse

MTBC : Mycobacterium tuberculosis Complex ComplexeMycobacterium tuberculosis
N : Négatif (échantillon négatif : PBS pour la stiatidn cellulaire (test de dosage d’lHIN
NC : Negative Controbu Contréle négatif d’amplification

NEG ou-: Négatif (en terme de résultat)

Non-nég.: Non-négatif

NS: Note de Service

NZ : Nouvelle Zélande

OIE : Organisation mondiale de la Santé animaleffice International des Epizooties)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PBS: Phosphate Buffer Salirmu tampon phosphate

PCR : Polymerase Chain Reactioau réaction de polymérisation en chaine
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PCR: Méthode PCR 16110en temps réel de LSI

PCR1: 1°®version de I®CR(testée uniquement en monocupule)

PCR2: 2°™version de I2CR(testée en monocupule et bicupule)

PCR2m: PCR2monocupule

PCR2b: PCR2bicupule.

PCR-Afssa: Test PCR 18110en temps réel développé par I'’Afssa-Lerpaz.

POSou+ : Positif (en terme de résultat)

PPD: Dérivés Protéiniques Purifiés ou tuberculines

PPDA ouA: Dérivés Protéiniques Purifiés Aviaires

PPDB ou B : Dérivés Protéiniques Purifiés Bovins

PS: Prise de Sang

PWM : Pokeweed mitogeiglycoprotéine immunogéene (mitogene)

R : Protéines recombinantes ESAT6 et CFP10 (antiggmasfiques du test IRNmodifi€)
RIA : Radio ImmunoAssaysl radio-immuno-essais

Se (individuelle ou du test IFNy) : Sensibilité relative & la confirmatiguost mortende Tb
SIGAL : Systéeme d'Information de la DGAI

SNGTV : Société Nationale des Groupements Techniquesriviaires

Sp (individuelle ou du test IFNy) : Spécificité absolue, évaluée indépendamment des
résultats des autres tests

Spr (individuelle ou du test IFNy) : Spécificité opérationnelle ou relative (conditietle) a
une IDS non-négative

SSI: Staten Serum Institute

Tb : Tuberculose bovine

TP : Témoin Positif (de 'ELISA)
TN : Témoin Négatif (de 'ELISA)
UE : Union Européenne

VNTRs : Variable Number Tandem Repeats ou Séquencestespén tandem en nombre
variable

VP : Valeur Prédictive

VPN : Valeur Prédictive Négative
VPP : Valeur Prédictive Positive
VS : Vétérinaire sanitaire

ZN : Ziehl Neelser{coloration)
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LEXIQUE

Abattage diagnostique: Abattage d’'un animal a des fins diagnostiquest&-dire en vue de
rechercher la présence de lésions macroscopiqlegsaétoir et d’effectuer des prélevements
en vue d'analyse.

Bicupule : Deux cupules ou des cupules séparées.

Cheptel indemne de Tb(d'aprés la réglementation)*Cheptel ayant régulierement fourni
des résultats favorables aux mesures de dépistaigetdberculose bovine et dans lequel les
animaux introduits proviennent d’'un cheptel indeneteont fait I'objet des mesures de
contrble réglementaires.

Cheptel indemne de Th(dans nos études)ldem a la définition tirée de la reglementation
(*) et en particulier ou aucun animal n’a fourni dsultat positif en bactériologie (aucun
animal déclaré infecté) depuis 2001.

Cheptel infecté de Tb(d'aprés la réglementation) **Cheptel ou est détenu, ou dont
provient, un bovin reconnu infecté de tuberculosérke.

Cheptel infecté de Th(dans nos études)dem a la définition tirée de la reglementat{ty)
et en particulier ou au minimum un animal a founnirésultat positif en bactériologie.

Cheptel non susceptible Cheptel ne présentant pas de risque connu artiéde la Tb (pas
en lien épidémiologique avec un cheptel infecté).

Cheptel susceptible Cheptel en lien épidémiologique avec un chegebnnu infecté.

Contexte épidémiologique il peut étre favorable ou défavorable.

- Un animal dans uwcontexte défavorablecorrespond a un animal appartenant a un
cheptel anciennement infecté (risque de résurgeettey nouvellement infecté et/ou lié
épidémiologiquement a un autre cheptel reconnuciéfée Tb.

- Un animal dans umontexte favorable correspond a un animal appartenant a un
cheptel considéré comme indemne de Tb depuis phssennées (10 ans) et ne présentant
aucun lien épidémiologique (voisinage, introducti@vec un cheptel infecté ou bien un
cheptel provenant d'une zone indemne de Th.

Dépistage d’'une maladieconsiste en la recherche systématique, a I'aieeathens, dans un
élevage, des animaux atteints par un trouble de slormné, passé jusque la inapgfgina B.
et al, 2001).

Diagnostic d’'une maladiecorrespond a l'identification de la maladie chezanimal qui
présente des troubl€soma B.et al, 2001).

Divergent (résultat). Résultat du test IFNmodifié, positif en PPD et négatif en R (PPD+ et
R-) ou I'inverse négatif en PPD et positif en R (RRID R+).

Formule initiale des PPD: DOpppg—DOpppa
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Formule initiale des R: DOr—DO\.

Formule normalisée des PPD DOpppg-DOpppd DOrp—DOr.
Formule normalisée des R DOr—DO\/ DOrp—DOry.

Gold standard : Méthode de référence.

Incidence de la Tb en France en 2006 Nombre de foyers nouveaux de Th en France en
2006.

Monocupule : Une seule cupule ou La méme cupule.
Non-négatif (résultat de I'IDS ou IDC) Positif ou Douteux.
PCR: Méthode PCR 16110en temps réel de LSI (kit TaqVeMTBC).

PCR1: Méthode PCR 16110en temps reel de LSI basée sur un IPC endoganesisteme
d’amplification et détection des deux cibles généds (I$110et IPGng9 €n monocupule.

PCR2: Méthode PCR 16110en temps réel de LS| basée sur un IPC exogéne.

PCR2m: PCR2dont le systeme d’amplification et détection desnd cibles génétiques
(IS6110et IPGyo) est réalisé en monocupule.

PCR2b: PCR2 dont le systeme d’amplification et détection desixdeibles génétiques
(1IS6110et IPGyo) est réalisé en bicupule.

Résultats individuels du test IFNy modifié : Résultat du test IFNbasé sur les PPD et
résultat du test IFNbasé sur les Re résultat individuel peut étre positif ou négati

Résultat final du test IFNy modifié : Résultat issu de I'association des résultatwviididels
du test IFNy modifié (le résultat final peut étre positif ou négatifdivergent).

Résultat invalide : L’inhibition de I'analyse est une cause possizgd’invalidité.

Résultat PCR1invalide (échantillon) : résultat ou Gds110>40 et Cicendo>40 (cf. Tableau
.1.5).

Résultat PCR2 invalide (échantillon) : résultat ou Gds11240 et Cicexo™> Valeur du
CtipcexoObtenue pour le NCS majoré 3 Ct fcdobtenue pour le NCS 29) (cf. Tableau
11.2.4).

Sensibilité d’un test: Aptitude d’un test a fournir un résultat postkez un animal infecté.
Elle s’estime par la proportion d’individus infestéournissant une réponse positive au test
(Toma B.et al, 2001).

Spécificité d’'un test: Aptitude d'un test a fournir un résultat négatliez un animal
indemne. Elle s’estime par la proportion d’indivsdindemnes fournissant une réponse
négative au tegroma B.et al, 2001).

Se individuelle des PPD (SePPD) : Pourcentage de résultats positifs en PPD dansdi
de la sensibilité relative & la confirmatipast mortende Tb (Sg du test IFN modifié.
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Se individuelle des R (SeR) : Pourcentage de résultats positifs en R dansdéétle la Se
du test IFN modifié.

Sp individuelle des PPD (Sp PPD) Pourcentage de résultats négatifs en PPD déanslé
de la spécificité absolue (Sp) du test {ANodifié.

Sp individuelle des R (Sp R} Pourcentage de résultats négatifs en R dangsiééte la Sp
du test IFNN modifié.

Spr individuelle des PPD (SpPPD) : Pourcentage de résultats négatifs en PPD dénslé
de la spécificité relative a I'lDS non-négative (Sju test IFN modifié.

Sp individuelle des R (SpR) : Pourcentage de résultats négatifs en R danslééde la Sp
du test IFNy modifié.

Se finale PPDUR (Se PPDUR) du test IFN modifié : Pourcentage de résultats finaux
positifs et divergents dans I'étude de la@etest IFN modifié.

Sp finale PPDUR (Sp PPDUR) du test IFN modifié : Pourcentage de résultats finaux
négatifs seulement, dans I'étude de la Sp du @t inodifié.

Sp finale PPDUR (Sp PPDUR) du test IFN modifié : Pourcentage de résultats finaux
négatifs seulement dans I'étude de ladgptest IFN modifie.

Se finale PPDNR (Se PPDNR) du test IFN modifié : Pourcentage de résultats finaux
positifs seulement, dans I'étude de la @etest IFN modifié.

Sp finale PPDNR (Sp PPDNR) du test IFN modifié : Pourcentage de résultats finaux
négatifs et divergents dans I'étude de la Sp dufés modifié.

Sp finale PPDNR (Sp PPDNR) du test IFN modifié : Pourcentage de résultats finaux
négatifs et divergents dans I'étude de ladgptest IFN modifié.

Spécificité diagnostique opérationnelle de 1#@CR : Spécificité diagnostique de RCR
évaluée a partir des résultats trouvés négatif$¥€R pour des cheptels qui par la suite

avaient été reconnus non infectés (bactériologigatide pour tous les bovins testés du
cheptel).

Technigues (ou tests) officielles de diagnostic ¢k Tb : Histologie et Bactériologie.

Test Bovigant modifié ou Test IFNy modifié : Test de dosage d'IRNbasé sur les PPD et
R (ESAT6 & CFP10).

Tests tuberculiniques: IDS et IDC.
Prévalence de la Tb en France en 200@8Nombre total de foyers de Th en France en 2006.

VPN : Probabilité qu’'une réponse négative a un tesiéestage corresponde a un individu
indemne.

VPP : Probabilité qu'une réponse positive a un test dastige corresponde a un individu
infecté.
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Méthode PPDUR : Méthode considérant les résultats finaux pasif divergents comme
positifs.

Méthode PPDNR : Méthode considérant uniquement les résultataufinpositifs comme
positifs.

Zone ou Région indemne de Th Zone ou région ou aucun animal n'a été trouvatipa
'IDT et aucun foyer de Tb n’a été déclaré, de@usnoins 10 ans.

Zone ou Région infectée de TbZone ou région qui n'est pas indemne de Th.
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INTRODUCTION GENERALE

La tuberculose bovine est un des fléaux majeut®®age : en I'absence de lutte organisée,
cette maladie infectieuse et contagieuse touchepaoaurcentage élevé d'élevages et
d’animaux, ce qui engendre des conséquences écguesnéet hygiéniques trés importantes.
Elle est transmissible a 'Homme : sans mesure devepmtion adaptée, elle peut étre

responsable d’'une proportion notable des cas dgdulnse humaine (jusqu’a 30%).

En France, elle a fait I'objet d'un plan de lutieigé par I'Etat a partir de 1955 et le pays a
été reconnu officiellement indemne de tuberculasertz en 2001 par I'Union Européenne.
L’incidence annuelle de l'infection en France edluallement trés basse puisque le nombre
total de cheptels bovins infectés est de l'ordrgquidques dizaines (58 en 2005, soit 2,5 p. dix
mille), alors qu’il était autrefois de plusieursitzines de mille.

L’objectif en France, comme dans de nombreux pagsde parvenir a son €éradication. En
'absence de mesures meédicales efficaces, ladsttexclusivement sanitaire. Celle-ci repose,
d'une part, sur la détection des élevages infeptstuberculination des animaux et sur
inspection systématique des carcasses a l'albathid’autre part, sur la mise en ceuvre des
mesures de maitrise des facteurs de risque d’iofedes élevages reconnus indemnes.
Méme si le taux de prévalence est faible, I'érathoades derniers foyers se heurte aux
limites actuelles des moyens de dépistage converdls, tests tuberculiniques en
prophylaxie et inspection de salubrité en abaftmmplétées en cas d’observation de lésions
par I'histologie et la bactériologie) (Badin de Mjoye et al, 2004). En effet, les cas de
tuberculose étant rares, toutes ces méthodes ssponsables d’erreurs de diagnostic par
exces, avec une proportion élevée de résultatsdment positifs. Il est néanmoins nécessaire
de détecter l'infection le plus précocement possipbur en éviter sa propagation. Ces deux
objectifs contradictoires sont incompatibles avecrhéthodes de détection en usage jusqu’a

récemment.

Bien que la France ait été reconnue indemne dedulose bovine en 2001, I'incidence de
l'infection a augmenté de fagon préoccupante daraios départements comme la Dordogne
a partir de 2004 (2003 : 3 foyers, 2004 : 9, 2008,:2006 : 29), laguelle est apparue en 2006
comme le département le plus infecté de Francerédmercussions de cette évolution étaient
donc inquiétantes d’'un point de vue sanitaire (®ule contamination pour les cheptels
indemnes et pour I'Homme) mais également économagummmerciakdépassanies seuls
élevages abattuévendeurs de reproducteurs touchés par l'image digien infectée » ;
impact sur le commerce international des bovinsaleherie).
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Face a cette recrudescence et du fait de I'insuftis des méthodes d’intervention classiques,
il était nécessaire de tester en complément dds temventionnels, de nouveaux outils
disponibles, le test de dosage d'interféron gamifiidy) Bovigan? et une méthode PCR en
temps réel basée sur la détection de la séquenosedion 1%$11Q dont les qualités
intrinseques (sensibilité et spécificité) n’'étaigais suffisamment connues ni leurs valeurs

prédictives en situation de faible prévalence digue

L’'objectif de ce travail était d'adapter et d’évatuces outils pour le diagnostic de la
tuberculose bovine en Dordogne, par rapport auknigoes actuelles, et de définir leurs
conditions d’emploi dans le dispositif de luttealén place. Il s’agissait ensuite de réaliser un
bilan de I'intégration de ces deux tests dansdbgmas décisionnels en vue d’'une éventuelle

validation reglementaire.

Ce travail de thése a été effectué a temps plelrabaratoire Départemental d’Analyse et de
Recherche de la Dordogne (LDAR24). Il a été codinmpr Monsieur Jean-Jacques Bénet,
Professeur a I'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alf¢ENVA) dans l'unité Epidémiologie des
Maladies Animales Infectieuses (unité Epi-MAdx unité des Maladies Contagieuses) et,
Monsieur Bruno Garin-Bastuji, Chef de I'unité desodoses Bactériennes du Laboratoire
d’étude et de recherche en pathologie animale @tage (Lerpaz) de I'Agence francaise de
sécurité sanitaire des aliments (AfSs&)e plus, ce travail de thése a été suivi régehent
par Madame Maria-Laura Boschiroli, en charge dguiige Mycobactéries de l'unité des
Zoonoses Bactériennes de I'Afssa-Lerpaz et par Manslean-Louis Moyen, Directeur du
LDAR 24.

Cette thése a été financée par I'intermédiaire &'Gonvention Industrielle de Formation par
la Recherche (CIFRE), établie entre I'Associatiomtibhale de Recherche Technique
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Ce manuscrit est divisé en deux parties. Une ralauda littérature, concernant I'état des
connaissances sur la tuberculose bovine est péeselans la premiere partie, elle-méme

également scindée en deux chapitres.

* Depuis le § juillet 2010, 'AFSSA est devenue 'ANSES (Agenddationale de Sécurité Sanitaire de
l'alimentation, de I'environnement et du travait)le Lerpaz a été renommé Laboratoire de Santé Almime
Maisons-Alfort.
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INTRODUCTION GENERALE

Le premier chapitre fait état de la maladie (étido pathogénie, aspect zoonotique,

épidémiologie), des technigues conventionnellesiézstage et diagnostic et des nouveaux
outils non réglementés.

Le second chapitre présente I'organisation detta keontre la tuberculose bovine en France
et décrit plus particulierement le dispositif regkntaire et la situation épidémiologique de

cette infection en France jusqu’a la fin d'anné@&a@insi que les stratégies adoptées pour
renforcer la lutte notamment par la mise en plateDerdogne de deux nouveaux outils

supplémentaires a partir de la campagne prophglae2006-2007.

Notre travail de recherche est exposé dans la decgoartie du manuscrit. Il est organisé en
trois chapitres.

Les deux premiers correspondent a I'évaluationddesx nouveaux outils de diagnostic pour

renforcer la lutte contre la tuberculose bovine ptemier étudié est le test de dosage dyIFN

et le second la méthode PCR5130en temps réel.

Le dernier chapitre présente le bilan de I'intégraties deux techniques dans le dispositif de

lutte ainsi que les nouveaux textes reglementapetiqués en 2010.
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Chapitre 1 :

La Tuberculose bovine
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PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

I. Notions générales sur la Tuberculose

|.1. Définition de la Tuberculose

La tuberculose est une maladie infectieuse, coegg, commune a 'Homme et a de
nombreuses especes animales. Elle est causéevpesedi espéces bactériennes appartenant
au genréMycobacterium toutes les especes appartenant au groupleexculosis» ainsi que
Mycobacterium aviurssp.avium(Haddad M., Masselot M. et Durand B., 2004a).

Elle est caractérisée cliniquement, par une éwmiule plus souvent chronique et un grand
polymorphisme et anatomiquement, par des lésidtesmmatoires, les tubercules (Bénet J.J.,
2008). En effet, le nom de tuberculose vient dekiles appelés « tubercules » qui se forment

dans les ganglions lymphatiques des individusrdgei

I.2. Historique des connaissances sur la maladie

La tuberculose est une maladie connue depuis k& lpdwte antiquité. En effet, des signes
cliniques pathologiques (lésions osseuses du m&adg révélateurs d’'une dégénérescence
tuberculeuse ont été retrouvés dans la colonnébrate de momies égyptiennes. L'origine
des infections était principalement du#abovisassocié a des infections osseuses (Crubézy
et al, 1998).

En 1810, Laennec R. découvre le stéthoscope pausdultation et en 1819, il effectue une
étude clinique et nécropsique compléte de la malgdi lui permet d’affirmer l'unicité de la
tuberculose. Il a également le mérite de penserdaemaladie perliere ou pomeliere » des

bovidés était de nature tuberculeuse (Thorel N2G03).

En 1865, Villemin J.A. montre que la tuberculosecemtagieuse (Villemin J.A., 1865). Puis,
le bacille tuberculeux est mis en évidence a pddilésions d’origine humaine, bovine et
aviaire par Koch R., en 1882. Pour Koch R., un mbawlle est responsable des trois formes
de la maladie (Thorel M.F., 2003). En 1882, Ehrlidet en évidence son acido-alcoolo-
résistance qui est révélée des 1883 par la métimdeloration de Ziehl et Neelsen (Site web
[1]).

Les travaux de Rivolta en 1889 et de Mafucci en0Ol@@ntrerent la spécificité de I'infection
due au bacille d’origine aviaire (Thorel M.F., 200Bar ailleurs, Koch R. mit au point, en

1890 également, la «lymphe tuberculeuse » ouleigilberculine dont I'application au
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diagnostic allergique de la maladie, proposée pdain@ann I'année suivante, devait se révéler
intéressante (Bénet J.J., 2008).

En 1896, Smith T. différentie le bacille tubercudwmain du bacille tuberculeux bovin (Site
web [1]). Des lors, les trois bacilles tuberculdusent individualisés (nommés ultérieurement
par des noms différents d’espece). Le geviyeobacteriunfut créé par Neumann en 1896
(Thorel M.F., 2003). Le bacille bovin fut nomnwvycobacterium bovipar Karlson A.G. et
Lessel E.F. en 1970.

La tuberculose a été définie par les experts degi@isation Mondiale de la Santé (OMS) au
congres de Vienne en 1952 comme «une maladie ouinfeetion qui se transmet

naturellement des animaux vertébrés a I'Hommevetsement».

[.3. Les mycobactéries

L’ensemble des mycobactéries fait partie de lalfarde Mycobacteriaceagui est composée
d’un seul genrdlycobacteriumEuzeby J.P., Site web [2a]).

Cette famille est elle-méme issue du sous-ordreCaggnebacterineaeomposé également
des familles telles qu€orynebacteriacegesordoniaceagNocardiaceagetc. (Euzeby J.P.,
site web [2Db]).

Les Corynebacterinaeappartiennent a l'ordre des Actinomycétales égattnummposé
d’autres subdivisions (telles leactinomycineae, Micrococcineae, Pseudonocardineae,
Streptomycineae, ejc.

De plus, cet ordre est issu de la sous-classeAdtimobacteridaeet de la classe des
Actinobacteria(Euzeby J.P., Sites web [2c] et [2d]).

1.3.1. Le genréMycobacterium

[.3.1.1. Définition

La définition du genrélycobacteriunrepose sur les trois critéres suivants : I'acitbo@o-
résistance, la présence d'acides mycoliques de 8D atomes de carbone (C) libérant des
esters de pyrolyse de 22 a 26 C et un contenu aemif+Cytosine (GC %ijle 'ADN
compris entre 61 et 71%incent Levy-Frébault V. et Portaels F., 1992 jraick T.M. et
Good R.C., 1994 ; Vincent V., 1995).
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[.3.1.2. Caractéristiques bactériologiques esdéagie

Les mycobactéries sont aérobies ou micro-aéropMesgphologiqguement, elles sont définies
comme des bacilles droits ou légérement incurveé$,2 a 0,um de diametre sur 1 a 1on

de long (Vincent V., 1995 ; Euzeby J.P., Site wee]). Ces bacilles sont immobiles, non
sporulés, ni capsulés, parfois ramifiés (Coetz&MI. et Tustin R.C., 2004). Suivant I'espéce
mycobactérienne, les colonies, isolées sur un mdie culture donné, sont dysgoniques (de

petite taille) ou eugoniques (de grande taillsxds ou rugueuses et pigmentées ou pas.

Les mycobactéries sont liees phylogénétiquemenbaatéries a Gram positif, méme si leur

coloration de Gram est souvent faible ou variaBleefzer J.A.W. et Tustin R.C., 2004).

Cependant, le genr®lycobacterium comme un certain nombre de genres de l'ordre des
Actinomycétales, présente une propriété tinctonaeiculiere: I'acido-alcoolo-résistance qui
est due a une forte proportion de lipides, les excichycoliques présents dans leur paroi
(Figure 1.1.1).

Les autres genres de I'ordre des Actinomycétalesgment des acides mycoliques plus courts
parfois responsables d’'une acido-alcoolo-résista@o®R) partielle (Vincent V., 1995;
Panteix G., 2007a). Néanmoins, ces autres genrethétigant des acides mycoliques
présentent sensiblement les mémes valeurs pour deotenu en GC % que le genre
Mycobacteriun{Vincent V., 1995).

Le phénoméne d’AAR repose sur le fait que, liépaptidoglycane par l'intermédiaire de
'arabinogalactane, ces acides gras a longues ehatarbonées constituent une barriere
hydrophobe tout autour de la cellule (Vincent \O98). lls génent ainsi la libération par
traitements acide et alcool puissants, des colename fois absorbés. Les mycobactéries sont

donc qualifiées de bacilles acido-alcoolo-résistdBAAR).
Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pourrenett évidence ce phénomeéne, soit en

microscopie a lumiere transmise (par exemple, lthaue a chaud de Ziehl-Neelsen) en

fluorescence (par exemple, la méthode a I'auramidehodamine) (Vincent V., 1995).

-35 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

capsule
S (lipolyosidigue 7)
fos
| POy o 25 R couche externe
T T TS ST T (ohospnoipides- protéines

acides mycoligues paroei

arabinogalactane
peptidoglycane

mﬁm 4 Wmvﬁmemhmne plasmigue
oAl e LLILLL

intérieur (cytoplasme)

o g

Figure I.1.1. Représentation de la structure de la paroi desobbctériegSite web [3]).

Outre, 'AAR, les mycobactéries résistent au frGitEme la congélation, Corner L.A., 1994
et & la dessiccation. De plus, elles sont résistaaux antibiotiques usuels (pénicilline,
tétracycline...). Cependant, elles sont sensiblesd&leur (20 minutes a 60°C, 20 secondes
a 75°C), aux rayons ultra-violets et a la lumieGoddchild A.V. et Clifton-Hadley R.S.,
2001 ; Bénet J.J., 2008).

Par ailleurs, la culture des mycobactéries, excepédtaines mycobactéries dites
« atypigues », n'est pas réalisable sur des milibagtériologiques usuels et nécessite
'emploi de milieux spéciaux (Bénet J.J., 2008eXIste une autre exceptiaycobacterium

lepraequi est non cultivable sur milieu synthétique.

1.3.2. Différentes classifications des espéeces mgct@riennes

Actuellement, le genr&lycobacteriumcomporte 148 especes (Euzeby J.P., Site web [2f]).
Elles peuvent étre classées soit selon leur impeetalinique soit en fonction de leur vitesse

de croissance.

1.3.2.1. Classification selon l'importance clinique

Les mycobactéries sont réparties en trois grougdsnsleur importance clinique : les
mycobactéries pathogénes, les mycobactéries opystda et les mycobactéries saprophytes
ou commensales. Les deux dernieres catégoriegsalitiées d’'atypiques (Coetzer J.A.W. et
Tustin R.C., 2004 ; Bénet J.J., 2008).
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- Les mycobactéries pathogénes strfots obligatoires)

Le groupe des mycobactéries strictement pathogpoes 'lHomme et/ou les animaux est
composé de mycobactéries responsables de tubezsiosnaine, bovine, aviaire et caprine
(mycobactéries tuberculeuses), de I'entérite hypghiante des ruminants ou paratuberculose
(Mycobacterium aviunssp.paratuberculosis de lepre humaineMycobacterium leprae de
lepre murine Nycobacterium lepraemuriumou de farcin du bceufMycobacterium
farcinogenel(Coetzer J.A.W. et Tustin R.C., 2004 ; Bénet 2008).

Les mycobactéries tuberculeuses sont dbfycobacterium aviunmssp. avium qui est a
I'origine de la tuberculose aviaire — responsalgigl@ment d’infections chez le porc (surtout
ganglionnaires), ’lHomme (disséminées), les bovies,chevaux, les chats, les chiens,...) —
ainsi gue toutes les mycobactéries du groupgberculosis »(Haddad M., Masselot M. et
Durand B., 2004a ; Panteix G., 2007b).

Ce groupe <uberculosis » également appelé complex®lycobacterium tuberculosis
(MTBC) inclut les especes bactériennes suivantes :

= Mycobacterium tuberculosisc’est 'agent principal de la tuberculose humaine ;

= Mycobacterium bovis c’est I'agent essentiellement responsable de lartultose

bovine (décrit ultérieurement dans ce manuscrit) ;

= Mycobacterium africanumc’est un agent responsable de la tuberculose henmein
Afrique qui a été initialement identifié par Cast#t., Rist N. et Boisvert H., en 1969 ;

= Mycobacterium canettic’est un agent également responsable de tuberchlosaine
en Afrique ; il a été initialement découvert en A@@r Canetti G. a partir de colonies lisses et
brillantes deMycobacterium tuberculosidsolées d’un fermier francai€En 1997, il est
considéré comme un nouveau taxon du MTBC et eggrisommeMycobacterium canetti

par Van Soolingen D. ses collegues

= Mycobacterium microti découvert par Wells A.Q. en 1937 sur la chauveispaiest
I'agent principal de la tuberculose des petits eurg mais il est retrouvé occasionnellement
chez le chat (Huitema H. et Jaartsveld. F.H.J.,719 plus rarement encore dans d’autres
especes (p. ex. bovins, porcs, chiens, blaireamnitliSN.H. et al, 2009). Des infections chez

’Homme sont également décritegan Soolingen Det al, 1998) ;
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= Mycobacterium caprae c’est un agent principalement responsable de tulmee
caprine mais aussi bovine ; il a été initialemeentifié a partir d'un isolat de chévre en 1999
par Aranaz A.et al. qui l'avaient identifié commeMycobacterium tuberculosissp.
caprae.En 2003, il est élevé au rang d’espéce, Blyitobacterium caprapar Aranaz A. et
ses collegues. En effet, de hombreuses souchetsfiek=r commeviycobacterium bovijsen
provenance de bovins, isolées préalablement asigriion de cette nouvelle espéce, ont pu
étre caractérisées posterioricommeMycobacterium capraaussi bien en France que dans

d’autres pays européens (Prodinger Welal, 2005);

= Mycobacterium pinnipedii isolé et décrit chez des mammiferes marins pinmped
(phoques, morses, |éopards de mer,...), il est égaiemathogéne pour les cobayes, les

lapins, 'Homme, le tapir brésilien et éventuellermkes bovins (Cousins D.\ét al, 2003).

Génétiguement, tous les membres du MTBC ont 99,8éosimilarité au niveau des
nucléotides et des séquences d’acide ribonucléitpasomal 16S (ARNr 16S) identiques
(Brosch R.et al, 2002 ; Haddad M., Masselot M. et Durand B., 200&aetzer J.A.W. et

Tustin R.C., 2004).

- Les mycobactéries opportunistes ou pathogéenenpels

Les mycobactéries opportunistes provoquent degtiofées peu ou pas contagieuses (chez
’'Homme, les bovins, les porcs,...), cliniguementnitigues a la tuberculose (localisations
pulmonaires, ganglionnaires, mammaires, cutanéespai} habituellement bénignes (sauf
exceptions). Par ailleurs, elles sont responsatiéeséactions positives par exces lors du
dépistage allergique de la tuberculose par tubeation (réactions atypiques) (Coetzer
J.AW. et Tustin R.C., 2004 ; Cousin D&ft.al, 2004 ; Bénet J.J., 2008).

Voici quelques exemples d’especes présentes darmgocupe (Bénet J.J., 1991 et 2008 ;
Coetzer J.A.W. et Tustin R.C., 2004 ; BietFal, 2005 ; Panteix G., 2007b ; Site web [4]) :

= Mycobacterium intracellularefesponsable de maladies pulmonaires ressemblant a |
tuberculose chez 'Homme, de lymphadénites du poats également chez 'Homme, de

Iésions ganglionnaires (mésentériques) chez lasxvetgporcs, ... ;

= Mycobacterium kansasiia I'origine d’affections majoritairement pulmoresr et

ganglionnaires chez les bovins, porc et THomme,... ;

- 38 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine
= Mycobacterium xenopi,provoquant des infections respiratoires chez I'H@mm
(nosocomiales), les poissons,... ;

= Mycobacterium fortuituma I'origine de nodules cutanés tuberculoides endmmites
des bovins, d’adénites du porc, de mycobactéridssspoissons d’eau douce, d’infections

cutanées chez 'Homme,... ;

= Mycobacterium gordonaggsponsable de thélites nodulaires de la vacheriitde
mycobactérioses des reptiles, amphibiens et passais aussi du porc,... ;

= Mycobacterium marinurat Mycobacterium chelona@rovoquant des mycobactérioses

des poissons, reptiles et amphibiens mais égalemesrinfections cutanées chez 'Homme,...

- Les mycobactéries saprophy{esn pathogenes)

Les mycobactéries saprophytes sont présentes damdaronnement (la terre, l'eau, la
veégetation, les poussieres, l'alimentation (lait)..e} dans des réservoirs animaux (tube
digestif, peau, muqueuses). Elles ne sont pas usdleinent pathogéne@res rarement
responsables d’infection). Elles peuvent égalerpemtoquer des réactions atypiques suite a
des tuberculinations (Coetzer J.A.W. et Tustin R2004).

Cette catégorie est composée de nombreuses espagesbactériennes, telles que
Mycobacterium phlei, Mycobacterium vaccae, Mycobi@gin smegmatis, Mycobacterium

terrae, Mycobacterium triviale, Mycobacterium flagens, Mycobacterium gordonae,...
(Coetzer J.A.W. et Tustin R.C., 2004 ; Bénet 2008).

1.3.2.2. Classification selon la vitesse de craisgsa

En fonction de leur vitesse de croissance en conditoptimales de culture, les espéces du
genre Mycobacteriumsont réparties en deux groupes taxonomiques €winy., 1995 ;
Thorel M.F., 2003 ; Site web [2¢€]) :

- Les mycobactéries a croissance rapa@nt un temps de génération de 2 a 5 heures et,

formant des colonies visibles en moins de 7 joarétant aptes a se développer sur gélose
nutritive : Mycobacterium phlei, Mycobacterium vaccae, Mycobdgin smegmatis,

Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonagBaurgoin A. et Agius G., 1995).

- Les mycobactéries a croissance leaigant un temps de génération moyen de 20 heures

et, ne formant des colonies qu'aprés au moins 5 jde culture et étant incapables de se
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développer sur des milieux bactériologiques statglar toutes les mycobactéries
tuberculeuses, mais auddicobacterium kansasii, Mycobacterium terrae, Myamibrium
nonchromogenicum, Mycobacteriuszulgai, Mycobacteriunxenopi,... (Bourgoin A. et
Agius G., 1995).

Par ailleurs, dans la classification de Runyon, rfiegobactéries non tuberculeuses sont
divisées en quatre groupes selon deux criteresopyggues, la vitesse de croissance et la
synthese de pigments (Coetzer J.AW. et Tustin ,RR004). Les trois premiers groupes
comprennent les mycobactéries a croissance lentke -groupe | photochromogéne
(pigmentées a la lumiére seulement), le groupedicchromogéne (pigmentées avec ou sans
lumiere) et le groupe Ill non chromogéne (non pigtées) — alors que le groupe IV ne
renferme que celles a croissance rapide (pigmewni¢e®mn) (Runyon E.H., 1959 ; Shinnick
T.M. et Good R.C., 1994).

[l. La Tuberculose bovine

I1.1. Définition de la Tuberculose bovine

La Tuberculose bovine (Tb) est une maladie aninmdéetieuse, d’évolution chronique. Elle
est due aMlycobacteriumbovis (M. bovig principalement mais ausBi. tuberculosigOIE,
2008a). Elle atteint préférentiellement les bovimas peut étre transmise a d’autres especes

de mammiferes dont ’'Homme (zoonose).

Dans les pays infectés, cette maladie engendrédeques soit sa prévalence, des difficultés
socio-économiques, avec un impact sur les échanggaationaux d'animaux et de produits
d'origine animale. Si la prévalence est élevéete cetaladie peut également provoquer

d’'importants problémes de santé publique.

La maladie due a. bovis ou M. tuberculosisest donc inscrite sur la liste unique des
maladies réputées contagieuses (MRC) fixée sedticle 223-21 du code rural. C’est une
MRC chez toutes les espéces de mammiferes (Déer@006-177 du 17 février 2006
modifiant le code rural). En effet, le classemennhd maladie en tant que MRC se fonde sur
son impact sur la santé publique, 'économie dev&ge ou le commerce international (NS 6
mars 2006).

La Tb doit étre déclarée a I'organisation mondadela santé animale, anciennement Office
International des Epizooties (OIE) selon le codeitaae pour les animaux terrestres (Site
web [5] ; OIE, 2010a)
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[1.2. Mycobacterium bovis

M. bovisest un bacille petit, trapu et granuleux (ThoreFM.2003). C’est un pathogéne
intracellulaire obligatoire (des macrophages etesutellules de type monocytique) bien qu'il
puisse persister assez longtemps dans le miliegriext (Coetzer J.AW. et Tustin R.C.,
2004 ; Biet Fet al, 2005 ; De la Rua-Domenech &.al, 2006a). Il est micro-aérophile avec
une croissance lente (temps de génération 16-2ehdGite web [6])) et sa température
optimale de croissance est de 37°C (Coetzer J.AtWustin R.C., 2004).

Sur milieu de culture de Léweinstein-Jensen, ldsries deM. bovissont dysgoniques, non
pigmentées et a la surface lisse, d'abord plates dkviennent ensuite bombées et brillantes
(en «gouttelette ») sans dépasser la taille di@te d’épingle (Thorel M.F., 2003). Par
comparaison, les colonies dé. tuberculosissont eugoniques avec un aspect en « chou-

fleur », non pigmentées et a la surface rugueuseaotte (Bourgoin A. et Agius G., 1995).

[1.3. Aspect zoonotique

La tuberculose due M. bovisest une zoonose qui sévit dans le monde entier¢sa.et al,
1992 ; Moda Get al, 1996 ; Cosivi Oet al, 1998 ; Thoen C., LoBue P. et de Kantor |I.,
2006 ;De la Rua-Domenech R., 2006De Kantor I.N.et al, 2008 ; Michel A.L., Muller B.

et Van Helden P.D., 2010).

Dans les pays ou la Tb est endémique et en I'absgm@rogramme de lutte, le risque de cas
humains infectés pavl. bovisest élevé. Au contraire, dans les pays ou le dispds lutte
s’est avéré efficace, la prévalence de Tb estdaible risque de zoonose est alors rare, tel est

le cas des pays industrialisés comme la Franctes¢hRa A.et al, 2004 ; Biet Fet al, 2005).

Ainsi, en France, avant l'obligation de pasteurssatdu lait (1955) et d’abattage
systématique des bovidés réagissants positivemartierculine (1963), 25 % des élevages,
soit 10 % des animaux étaient tuberculeux, et paséquent, la tuberculose humaine due a
M. bovisétait tres fréquente (en 1928, estimée a 10,7 cde de tuberculose humaine dont
23 % chez les enfants de moins de 16 ans). Pait&g en raison de I'efficacité du dispositif
francais de lutte contre la Tb, sa prévalence @rieent diminué (0,1 % en 1994, 0,04 % en
2006) et par conséqueng fréquence de tuberculose humaine dud. dovisa également
progressivement diminué. En effet, seuls des cagmdmues sont désormais observés : de
'ordre de 0,5 % des cas de tuberculose humaingtare positive en 1995 (Boulahbal &

al., 1998) ; a Lyon entre 2000 et 2005, 11 souche®nidentifiees commig. bovisparmi
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les 555 souches du MTBC isolées d’échantillons hasn@ignard S., Pichat C. et Carret G.,
2006). En outre, la majorité des cas francais tertwlose d’origine bovine est constatée
chez des sujets agés de plus 50 ans, signe d’tewiam ancienne qui se réactive avec I'age
(Mignard S., Pichat C. et Carret G., 2006). De ptians la majorité des cas, la localisation
des lésions est extra-pulmonaire (Boulahbattral, 1998 ; Bénet J.J, 2008 ; Site web [8]).
En 1994, Grange J.M. et Yates M.D. ont écrit qeevigies génito-urinaires étaient le site de

prévalence de ces lésions extra-pulmonaires.

La tuberculose humaine dudva bovisa une évolution lente. D’abord sans symptéme,selle
signale tardivement par une fievre modérée, ungumtgénérale, un amaigrissement et des

symptémes qui dépendent de la localisation infaste

La transmission d®. bovisa 'homme s’effectue par inhalation d’aérosolstaarninés (voie
respiratoire) ou, par ingestion de lait cru ou piitsl au lait cru contaminés (voie orale)
conduisant a des tuberculoses extra-pulmonairée{lyy L.M. et Dabornb C.J., 1995; Biet
F.et al, 2005 ; Thoen C., LoBue P. et de Kantor |., 200@;la Rua Domenech R., 2006c ;
De Kantor I.N.et al, 2008).

Ainsi, dans les pays ou la Th n’est pas contr@éejans les pays développés en I'absence de
campagne de controle strict et de pasteurisatiodadu beaucoup de cas humains sont
recensés chez les personnes jeunes (principalataserformes extra-pulmonaires), résultant
principalement de l'ingestion de lait contaminégBi. et al, 2005 ; Thoen C., LoBue P. et
de Kantor I., 2006 ; De la Rua Domenech R., 200Be Kantor I.N.et al, 2008).

En outre, la transmission dé. bovisa 'homme par aérosols peut survenir lors de absta
étroits avec des animaux domestigues ou sauvagésnaomes (surtout dans les pays en voie
de développement (Cosivi @t al, 1998)). De plus, ce risque concerne principatgnes
personnes présentant des déficiences immunologejues personnes dont la profession est
dite «a risque » (risque d’exposition répétée dieveurs, selon le niveau et la durée
d’infection du cheptel), des vétérinaires sanigirdes personnels d’abattoir (carcasse avec
Iésions ouvertes) ou de laboratoire (risque fajiBdulahbal Fet al, 1998 ; Cosivi Oet al,
1998 ;Biet F. et al, 2005 ; De la Rua Domenech R., 2006¢ ; De Kantérdt al, 2008 ;
Wilkins M.J. et al, 2008 ; Sunder %t al, 2009 ; Site web [7]).

Par ailleurs, la transmission t& bovisde I'animal a 'THomme avec un retour a I'animal es
connue depuis les années 1950. Par la suite, étke@résentée dans la littérature (Fritsche A.
et al.en 2004 ; Grange J.M. et Yates M.D., 1994 ; DRua Domenech R., 2006c).
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Quant a la transmission interhumaine de la tubeseubM. bovis elle est possible (dans le
cas d’héte immunodéficient) mais rare (Grange &M ates M.D., 1994 ; Van Soolingen D.
et al, 1994 ; Biet Fet al, 2005 ; Thoen C., LoBue P. et de Kantor |., 20&8&ans J.Tet al,
2007 ; Sunder St al, 2009 ; Michel A.L., Muller B. et Van Helden P.2010).

II.4. Pathogénie et évolution de la Tb

I1.4.1. Les conditions de I'infection d’'un animal

Les conditions de I'infection d’'un animal sont gtatlves et quantitatives.

[1.4.1.1. Conditions qualitatives

M. bovisest un exemple typique d’agent pathogene de tgmergliste, infectant un large
spectre d’hétes : la faune sauvage en captivitéeté, les animaux domestiques d’élevage
ou pas, les primates non-humains et les humainRe{ly L.M. et Dabornb C.J., 1995
Wedlock D.N. et al, 2002 ; Artois M. et al, 2004). M. bovis est la seule espece
mycobactérienne parmi celles du MTBC, capable ditdr le plus grand nombre d’espéces
animales (O'Reilly L.M. et Dabornb C.J., 1995).

Outre le pouvoir pathogéne dd. bovis les conditions de l'infection dépendent de la
réceptivité et la sensibilité de I'h6éte qui variesgion plusieurs facteurs (age, prédisposition

géneétique, état physiologique) (Humblet M.F., BasthM.L. et Saegerman C., 2009).

11.4.1.1.1. Age

L’'un des principaux facteurs de risque individwgntifié par de nombreuses études est I'age
de lanimal. En effet, le risque d’infection s’aolr avec lI'age puisque la probabilité

d’exposition augmente.

De plus, des animaux peuvent avoir été infectésjenénes mais n’exprimer cliniquement la
maladie qu’'a I'age adulte. Les mycobactéries samcdcapables de subsister a I'état latent
pendant une longue période et se réactiver averildssement (Griffin J.M.et al, 1996 ;
Pollock J.M. et Neill S.D., 2002 ; Delafosse A.,utard F. et Thébaud E., 2002 ; Humblet
M.F., Boschiroli M.L. et Saegerman C., 2009). Cejaan, les scientifiques n’ont pas encore
démontré qu’'un état réel de latence existait dangbl (Van Rhijn l.et al, 2008 ; Humblet
M.F., Boschiroli M.L. et Saegerman C., 2009).
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11.4.1.1.2. Espece, race, sexe

Toutes les especes de mammiferes terrestres sosibles a l'infection pamM. bovis
Cependant, les bovins et caprins et, les cervidéstélidés et suidés (Artois Mt al, 2004)
seraient plus réceptifs (puisque ce sont les pegpiemment infectes).

Par ailleurs, le caractére racial chez les boviestipas évoqué avec certitude.

Enfin, 'analyse de la littérature ne montre paspdédilection quelconque dd. bovispour

un sexe donné. Néanmoins, le mode d’élevage agphgx vaches laitieres (stabulation et
confinement prolongés) ainsi que le stress dedetian et de la gestation les rendent plus
vulnérables a l'infection pavl. bovisque les males. De plus, elles sont conservéesrenajé
jugu'a un age plus avancé que les males dans &geyHumblet M.F., Boschiroli M.L. et
Saegerman C., 2009).

11.4.1.1.3. Etat général

Certains auteurs ont montré que la résistance niesaax aM. bovis était réduite par des
carences alimentaires et/ou une alimentation noililéege (Griffin J.M.et al, 1996 cité par
Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegerman C., 2Q0(9oodchild A.V. et Clifton-Hadley
R.S., 2001)

Néanmoins, ces résultats sont controversés patre&auteurs qui ont montré qu’il n’était
pas certain que les restrictions alimentaires aieneffet sur la transmission de la maladie
(Costello Eet al, 1998).

Il n"est donc pas possible de savoir a ce jounndiaible état d’engraissement de I'animal (en
anglais «ody condition score) est un facteur de risque ou plutét une consépiee la
progression clinique de la Tb (Humblet M.F., BoschiM.L. et Saegerman C., 2009).

Par ailleurs, comme nous l'avons dit précédemmiest,animaux sont plus vulnérables a
M. bovisen cas de modification de leur état physiologi(fiiee a la lactation, a la gestation
ou au stress) (Goodchild A.V. et Clifton-Hadley R.2001 ; Pollock J.M. et Neill S.D.,
2002).

[1.4.1.1.4. Statut immunitaire

L'immunosuppression est un facteur de prédispasilicde nombreuses maladies. En effet,
des bovins infectés par des virus immunosuppressauia immunodéficience seraient plus

sensibles M. bovis Toutefois, ces effets relatifs au dysfonctionnememunologique des
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bovins n'ont pas été scientifiquement prouvés (N E.D. et Neill S.D., 2000 ; Goodchild
A.V. et Clifton-Hadley R.S., 2001 ; Pollock J.M. Eeill S.D., 2002 ;De la Rua-Domenech
R.et al, 2006a ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegem@a, 2009).

11.4.1.1.5. Caractéristiques génétiques

L'importance d’'une prédisposition génétique relatdvla résistance contre la Tb commence
seulement a étre étudiée chez les bovins. En di#stmécanismes d’'immunité non spécifique
pourraient détruire de faibles dosesMiebovis(macrophages non spécifiques actifs) et ainsi
eviter I'infection par voie respiratoi@enzies F.D. et Neill S.D., 2000 ; Phillips Cel.al,
2002 ; Meade K.Get al, 2007 ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegerntan 2009).

[1.4.1.1.6. Auto-contamination

Il est possible qu'un animal puisse s’auto-contamifen effet, un animal infecté par voie
orale peut émettre des aérosols contaminés petedpricessus de rumination (Neill S.&.
al., 1988 cité par Humblet M.F., Boschiroli M.L. eteg@rman C., 2009). Ensuite, I'animal
peut inhaler ces aérosols contaminés ce qui powlas entrainer une infection respiratoire
(Phillips C.J.Cet al, 2003 cité par Humblet M.F., Boschiroli M.L. eteég@rman C., 2009).

[1.4.1.2. Conditions quantitatives

Le développement de l'infection dépend aussi dddse minimale infectante de bacilles,
variant principalement selon la voie de pénétragbri’espece animale inoculée et, de la
répétition des doses (Francis J., 1958 & 19Keijl S.D., O'Brien J.J. et Hanna J., 1991 ;
Buddle B.M.et al, 1994 ; Menzies F.D. et Neill S.D., 2000 ; GootithA.V. et Clifton-
Hadley R.S., 2001 ; Neill S.D., Bryson D.G. et Bok J.M., 2001 ; Pollock J.M. et Neill
S.D., 2002 ; Palmer M.V., Waters W.R. et Whipplé&..D2002 ; Phillips C.J.Cet al, 2003 ;
Biet F.et al, 2005 ; Palmer M.V. et Waters W.R., 2006%an Rhijn I.et al, 2008 ; Bénet
J.J., 2008).

En effet, la dose infectante par voie respiratestlargement plus faible que celle par voie
orale/alimentaire (digestivel.ors de contamination par voie respiratoire, sequglques
bacilles (< 6 contenus dans les aérosols) peuverituire chez de nombreuses espéces a une
infection tuberculeuse. Au contraire, la dose ngaies pour infecter des veaux par voie orale
est de 4x1®bacilles selon Neill S.D., O'Brien J.J. et Hannan)1991 (Menzies F.D. et Neill
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S.D., 2000 ; Goodchild A.V. et Clifton-Hadley R.2001 ; Neill S.D., Bryson D.G. et
Pollock J.M., 2001 ; GanndhW., Hayes C.M. et Roe J.M., 2007).

En outre, alors que l'inoculation d’'une dose uniggebacilles tuberculeux peut n’entrainer
gue des lésions bénignes évoluant vers la stdimiisades doses plus faibles mais répétées
dans le temps, loin de susciter le développemamedimmunité, favorisent I'apparition

d’une tuberculose évolutive (Bénet J.J., 2008).

[1.4.2. Les étapes de I'infection

D’un point de vue pathogénique, la Tb a une indobakente, d’évolution chronique et est

habituellement caractérisée par la formation dewomes nodulaires ou tubercules.

La primo-infection (Figure 1.1.2) correspond a la premiére contanonati’'un individu non
immunisé, c'est-a-dire a la pénétration dans l'oisgae de bacilles tuberculeux qui sont
ensuite rapidement phagocytés par les macrophagesnSe non spécifigueAlors qu’une
partie seulement des bacilles est détruite, I'apéntie se multiplie dans les cellules qui les
ont phagocytés (Thorel M.F., 2003 ; Bénet J.J.8200

FORMES EVOLUTIVES FORMES STABILISEES

( Complexe primaire —» Complexe primaire

stabilisé

o _ Tuberculose
Primo-infection < miliaire aigue

Tuberculose de généralisation _
progressive ~——> Tuberculose nodulaire

stabilisée
> v ) )
Tuberculose chronique Tuberculose chronique
d’organes > d’organes stabilisée

Surinfection < Tubercul_ose ”?"'a”e Tuberculose nodulaire
de surinfection — G
«— stabilisée

Tuberculose miliaire

X ) o Tuberculose caséeuse
de surinfection >

stabilisée

A

\

Figure 1.1.2. Représentation schématique de la pathogénie kttié&vode la Tb (cycle de Runyon),
d’apres Thorel M.F., 2003.
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Cette primo-infection se caractérise par un « cexglprimaire » qui comprend une lésion
initiale, le chancre d’inoculation (visible a 8-jdirs) diversement localisé selon la voie de
l'infection puis, 'adénopathie du nceud lymphatigoerespondant. Les trois évolutions
possibles de ce complexe primaire sont : une gugrigne stabilisation ou une généralisation
précoce. (Radostits O.M., Blood D.C. et Gay C.894lL; Thorel M.F., 2003 ; Bénet J.J.,
2008).

En effet, dans certains cas défavorables, comnpadeage par la voie lympho-hématogéne
des bacilles, une tuberculose de généralisatioarajiplors précocement. Elle se traduit par
une tuberculose miliaire aigleet disséminée rapidement ou bien umderculose de
généralisation progressivéd’évolution lente) par poussées aigués (Thorel .MZD03;
Panteix G., 2007).

Cependant, ces formes peuvent passer a I'étataguiescaractérisé soit par une calcification
des lésions (visible a 2 semaines), soit par utlystaknent, soit par un remaniement fibreux.
Ces formes peuvent demeurer en I'état toute ladé@el'animal ou donner lieu a une
généralisation tardive (Radostits O.M., Blood De€.Gay C.C., 1994 ; Thorel M.F., 2003;
De la Rua-Domenech Rt al, 2006a).

Chez les bovins, la primo-infection est généraldnasgmptomatique et sera révélée par une

réaction tuberculinique positive (résultant d’'ugponse immune acqujs@g’anteix G., 2007).

Aprés cette primo-infection, unseurinfection endogéne ou exogéne (Figure 1.1.2) peut
donner lieu a unduberculose chronique d'organes les défenses de l'organisme sont
efficaces. Dans le cas d’'un affaiblissement gén&@aurinfection se propage traduisant une
tuberculose de généralisation tarditeberculose miliaire aigiieu tuberculose caséeuse de

surinfection.Cependant, ces deux formes sont susceptiblesblidisstion définitive ou d’'une

poussée évolutive (Thorel M.F., 2003).

Les signes cliniques observés chez les animauxtatie Tb ne sont pas pathognomoniques
(De la Rua-Domenech Rt al, 2006a).

[1.5. Epidémiologie de la Tb

L’épidémiologie est I'étude des maladies et dedefas de santé dans une population.
L’étude épidémiologique de la Tb comprend une déhwr(descriptive, analytique et

synthétique) visant a lutter contre la maladie (ad®net al, 2001).
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[1.5.1 Epidémiologie analytique

La Tb peut étre transmise a partir de multiplesseride contagion et selon différents modes

de contamination (MRC).

[1.5.1.1. Les sources de contagion

» La principale source de contagion de la Tb estnimal infecté qu'il soit malade ou non.

Le rejet deM. bovisest précoce, durable (durant toute I'évolutionalenaladie), important

(surtout si Iésions « ouvertes ») et irréegulierigan intensité dans le temps).

Toutefois, I'importance épidémiologique des typésxdrétion et de sécrétion dépend en

principe de la localisation de l'infection.

En effet, le jetage, la salive et les expectoratiprovoquent la dispersion dans I'atmosphére
de gouttelettes contenant quelques bacilles tuleencuresponsables d’'une transmission
aérienne. Les aérosols constituent la plus imptataource de contagion ; la localisation de
l'infection étant pulmonaire dans la majorité das de Tb chez les bovins et petits ruminants
(Francis J., 1958 & 1972 ; Mcllroy S.G., Neill S.&.McCracken R.M., 1986Neill S.D. et

al., 1988 & 1989 ; Menzies F.D. et Neill S.D., 20@9Qeill S.D., Bryson D.G. et Pollock J.M.,
2001; Pollock J.M. et Neill S.D., 2002 ; Palmer M.V., \Weg W.R. et Whipple D.L., 2002 ;
Biet F.et al, 2005 ; GannoB.W., Hayes C.M. et Roe J.M., 2007 ; Van Rhijetlal, 2008 ;

Bénet J.Jet al, 2008). Les aérosols ont donc un role épidémiglagires important.

En outre, les feces et les urines sont des souteentagion dans le cas de tuberculose
digestive et rénale respectivement (Morris R.ejffeir D.U. et Jackson R., 1994Menzies
F.D. et Neill S.D., 2000 ; Goodchild A.V. et CliftetHadley R.S., 2001 ; Pollock J.M. et Neill
S.D., 2002 ; Bénet J.ét al, 2008 ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegernt@n 2009).

Parmi les sécrétions a l'origine de contamination, retrouve le lait lors d’'infection
mammaire (Morris R.S., Pfeiffer D.U. et Jackson F094 ;Menzies F.D. et Neill S.D.,
2000 ; Pollock J.M. et Neill S.D., 2002; Bénet &tJal, 2008). Cependant, une excrétion de
bacilles tuberculeux dans le lait est possible m@&mdabsence de Iésion macroscopique
(sans mammite tuberculeuse). Bien que la quarditéléire soit irréguliére et plus faible que
dans le cas d’'une mammite tuberculeuse, elle joudle significatif dans la transmission de

I'infection aux veaux et a ’homme.
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En outre, les sécrétions geénitales peuvent égaleooastituer des éléments de contagion en
cas d’infection génitale (virulence du sperme Idiisfection du testicule ou des sécrétions
utérines lors de métrites contagieuses) (Franci®938 ; Bénet J.&t al, 2008).

Par ailleurs, la contamination peut se produireealeément a partir des tissus Iésés, en
particulier les ganglions et organes. La contaggosiu sang est rare et transitoire (lors
d’épisodes aigus et surtout a la phase terminala deladie). Les muscles (viande) ne sont
considérés comme a risque dés lors que les lésons généralisées ou une Iésion
ganglionnaire est a proximité ou bien si 'animal en phase de bacillémie. Ceci conduit a
des saisies partielles ou totales des carcasseéabattdir dans les regles européennes
d’inspection. Le risque est donc négligeable tautreins en Europe (Food Safety Authority
of Ireland, 2008).

Il faut enfin souligner que la dangerosité de latagion dépend aussi de la nature des
Iésions. En effet, les formes dites ouvertes (wldese du poumon, de l'intestin, de l'utérus,
de la mamelle) sont plus dangereuses. Néanmoiest possible qu’'un animal tuberculeux
puisse excréter des quantités faibles de bacill@is en quantité suffisante pour assurer la

contagion, en dehors de toute localisation d’umeé&ouverte.

> les sources secondaires de contamination sontrppessgans le milieu extérieur.

Il s’agit le plus souvent d’éléments en relationre@V’alimentation. En effet, le front

d’ensilage, le bol de complément minéral vitamiaépalette d’'un abreuvoir automatique, la
pierre a sel sont autant d’éléments jouant un t@e important dans la diffusion de la
maladie dans un élevage bovin. Il en est de méme [Es parois (murs de locaux,
bétailleres), le fumier, les paturages (Goodchilif.fet Clifton-Hadley R.S., 2001 ; Phillips

C.J.C.etal, 2003 ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegerntn 2009).

Cependant, le réle du milieu extérieur dans la agion dépend de la durée de survie des
mycobactéries : bien qu'il s’agisse de bactérias spprulées, elles peuvent survivre des mois
(Duffielda B.J. et Younga D.A., 1985 ; O'Reilly L.Mt Dabornb C.J., 1995 ; Goodchild A.V.
et Clifton-Hadley R.S., 2001 ; Phillips C.J.&.al, 2003 ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et
Saegerman C., 2009).

En effet, M. bovis peut survivre six mois dans la terre, jusqu'a patent jours
approximativement dans I'eau courante, de sephg@t Viuit jours dans les paturages selon la
température (effet négatif pour des températuregéék). De méme, les bouses de bovins

contaminés peuvent rester infectieuses jusqu’ansis I'été mais seulement deux mois
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I'hiver, selon la température extérieure et la @mi@ation en pathogenes des féces (Phillips
C.J.C, 2003).
[1.5.1.2. Les modalités de contagion

La Tb est transmise selon différents modes de gmniat par diverses voies de pénétration.

11.5.1.2.1. Modes de transmission

La transmission verticaleest la transmission de la meére tuberculeuse ausfd&iu
congénitale). Elle n'a jamais été réellement preulbén qu'on pense gu’elle soit en cause
lors de découverte de cas graves de tuberculossitpdp chez de trés jeunes veaux (Thorel
M.F., 2003). Une transmission pseudo-verticale,qoatact étroit entre la mere infectée et le
jeune sain, ainsi que via l'ingestion de colostretou de lait maternel, expliquerait la

contamination des jeunes animaux (Phillips C.2003).

La transmission horizontalpeut étralirecteou indirecte.

La transmission directs’opére par des contacts étroits et prolongé® emtrindividu sain et

un individu infecté, par exemple, lors de confinatranimaux (Costello Eet al, 1998). En
effet, lors de la cohabitation a I'étable, le cahtamufle a mufle joue un rdle crucial dans la
transmission de la maladie. Dans le cas d’une Ehbuo entravée, ce sont les vaches voisines
qui sont infectées alors qu’en stabulation libes, dontacts sont trés nombreux et le risque est
donc plus elevé.

Par ailleurs, les comportements des bovins au ggéur comme le phénomene de
reconnaissance des bovins par des contacts mufiefl@, peuvent accroitre le risque de

diffusion de l'infection.

La transmission indirectes’effectue par lintermédiaire du milieu extérieaontaminé

(locaux, paturages, féces, eaux, aliments, lait).

11.5.1.2.2. Voies de pénétration

La voie d’entrée dél. bovispeut étre déduite du type de Iésions observéelkasimal post
mortem (a I'abattoir). En effet, des animaux portant sewnt des Iésions sur la cavité
thoracique sont supposés avoir été infectés paaldation d’aérosols tandis ceux avec des
Iésions au niveau des ganglions mésentériqueipenser qu’ils auraient été infectés par
ingestion. Or la majorité des lésions est déteatéeniveau du tractus respiratoire et aux
ganglions associés (Francis J., 1958 & 1972 ; MenEiD. et Neill S.D., 2000 ; Neill S.D.,
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1988 & 1989 ; Neill S.D., Bryson D.G. et Pollockhl, 2001; Pollock J.M. et Neill S.D.,
2002 ; Biet Fet al, 2005 ; Bénet J.&t al, 2008).

La voie respiratoireest donc considérée comme la voie de pénétragigriuls fréquente et
redoutable chez les bovins et I'Homme (Francid958 & 1972 ; Neill S.Det al, 1994b ;
O'Reilly L.M. et Dabornb C.J., 1995 ; Menzies FdDNeill S.D., 2000 ; Pollock J.M. et Neill
S.D., 2002 ; Biet Fet al, 2005 ; Palmer M.V. et Waters W.R., 2006b ; VanjiRh et al,
2008 ; Bénet J.Jet al, 2008). L’introduction du bacille se fait par ihdidon de
microparticules (aérosols de 3 a 7um comportantbkeslles) qui se déposent dans les
alvéoles pulmonaires ou les défenses immunitaoat|ses plus faibles et par conséquent ou
les bacilles vont se multiplier (Pollock J.M. etilNB., 2002 ; Bénet J.J., 2008).

La voie alimentaire (ou digestivedst considérée comme secondaire, avec des formes d
lésions mésentériques retrouvées en nombre fadns tes cas bovins (Neill S.@t al,
1994b ; Menzies F.D. et Neill S.D., 2000 ; NeilDS.Bryson D.G. et Pollock J.M., 2001
Pollock J.M. et Neill S.D., 2002 ; Biet Et al, 2005 ; Thoen C., LoBue P. et de Kantor I.,
2006). La contamination s’effectue par ingestioralidients, comme le lait, I'herbe,

contaminés par des doses bacillaires massives.

Enfin, la littérature concernée présente d’autrees/ de pénétration telles que lesies
vénérienngnotamment par les inséminations artificieltesle transfert d’embryon (Roumy
B., 1966 ; OIE, 2010cd))xutanée(par piqlre ou souillure de plaies) (Francis 958) et
conjonctivale(Liesegang T.J. et Cameron J.D., 1980).

[1.5.2. Mécanisme de diffusion de la Tb dans uwvage

11.5.2.1. Facteurs causaux de survenue de la Té diartlevage

De maniére générale, la contamination d’'un troup@sulte de I'un et/ou l'autre des trois
mécanismes suivants (Tomaed.al, 2001 ; Bénet J.J., 2008), représentés par lafigl.3 :

- la contamination pantroduction d’'un animal,

- la contamination deoisinage

- larésurgence
L'importance respective de chacun des facteurs acausdépend des conditions

épidémiologiques locales (Bénet J.J., 2008).
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Figure 1.1.3. Modéle explicatif des mécanismes de survenue @b @ans un élevage indemne
(Bénet J.J., 2008).

[1.5.2.1.1. L'introduction d’un animal

L’introduction dans le cheptel d’'un animal infegtéut se produire lors d’'un achat mais aussi
d’'un prét ou d’'une prise en pension (Griffin J.&t.al, 1996 ; Menzies F.D. et Neill S.D.,
2000 ; Goodchild A.V. et Clifton-Hadley R.S., 200Bénet J.J. 2008 ; Humblet M.F.,
Boschiroli M.L. et Saegerman C., 2009). Dans cel’easmal infecté introduit peut avoir été
contaminé dans son cheptel d’origine ou bien l@ssdn transfert (mouvement décrit par
Phillips C.J.C.et al, 2003 ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegerm@n 2009) et en
particulier si le trajet n’est pas direct. Par epéamn 'animal peut avoir été stocké dans un
centre de rassemblement et, ainsi, avoir été conéapear d’'autres animaux infectés d’un

autre cheptel.

En outre, il faut également souligner le risque coatamination par réintroduction d’un
animal. En effet, on peut donner I'exemple suivdotsqu’'un animal d’'un cheptel indemne
quitte I'exploitation le matin en raison d’un comes agricole ou d'une mise en pension ou de
transhumance [rassemblement avec d’autres aningauxpéuvent étre infectés) provenant
d’autres cheptels] et retourne dans I'exploitat®soir, il peut avoir été infecté et peut alors

contaminer le cheptel ensuite.

Le risque de contamination par introduction esa &ls proportionnel a la prévalence de la
maladie dans la zone ou le pays concerné et inmerseproportionnel a l'intensité des

mesures de prévention appliquées pour contrélerlesuflux entrants (Toma Bt al, 2001).
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[1.5.2.1.2. Le voisinage

Le voisinage, c'est-a-dire la proximité et le « bemisinage », constitue également un

mécanisme majeur de la survenue de Tb dans ungélévdemne.

» La proximité :
En effet, la proximité avec un cheptel bovin voigifiecté constitue un facteur de risque
important. La contamination se produit alors pantacots directs entre animaux (patures
mitoyennes ou communes) ou indirects (diffusionliaérou par I'eau (ruisseau « commun »
traversant ou séparant deux exploitations)) (Deary. et Wilesmith J.W., 1999 ; Goodchild
A.V. et Clifton-Hadley R.S., 2001 ; Phillips C.J.€t al, 2003 ; Humblet M.F., Boschiroli
M.L. et Saegerman C., 2009).

De méme, les animaux sauvages et les animaux dgoeEstautres que les bovidés infectés
peuvent également étre a I'origine de la contanungjpar contacts directs ou indirects) d’'un

élevage indemne.

En effet, il existe un risque de transmission ddillzatuberculeux a un élevage indemne par
contact avec des animaux domestiques infectéesagtre les bovidés, provenant de la méme
exploitation ou d'une exploitation voisine. Dans lpays développés, la surveillance doit
s’orienter sur les chiens et chats, les élevagesnsa de cervidés (Nouvelle Zélande (Lugton
LW. et al, 1997 ; Griffin J.F.T. et Mackintosh C.G., 200@quins (en Camargue par
exemple), alors que dans les pays en développerikntievrait porter sur toutes les especes
domestiques (mammiferes) (Humblet M.F., Boschivbli. et Saegerman C., 2009).

En outre, les populations sauvages sont considémrame des réservoirs non négligeables
de Tb dans le monde (Morris R.S., Pfeiffer D.UJatkson R., 1994 ; Artois Mt al, 2004 ;
Haddad M., Masselot M. et Durand B., 2004a ; CotnérL., 2006 ; Hénault S., Karoui C.
et Boschiroli M.L., 2006 ; Site Web [5]).

En effet, bien que linfection ait été contrbléendala plupart des pays développés,
I'élimination compléte est compliquée par I'infaxti persistante chez les animaux sauvages

tels que :

- le blaireau Meles melgsau Royaume-Uni et en République d’lIrlande (Savey
2004 ; Scantlebury Met al, 2004),

- le cerf de Virginie ©Qdocoileus virginiandsaux Etats-Unis, dans I'Etat du Michigan
(Palmer M.V, Waters W.R. et Whipple D.L., 2004),
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- le possum Trichosurus vulpeculaou phalanger renard en Nouvelle-Zélande
(Wedlock D.N.et al, 2002),

- le cerf Cervus elaphys le daim Dama dama et le sanglier Sus scrofa en
Espagne (Aranaz Aet al, 2004),

- le sanglier en Italie (Serraino &t al, 1999).

Concernant la France, le premier foyer sauvageiloer¢ulose M. bovisa été découvert en
2001 chez les ongulés sauvages, en forét de Bmt@m Seine-Maritime (Hars J., 2002 ;
Hars J.et al, 2004 ; Zanella G., 2007 ; Zanella &.al, 2008). Ensuite, d’autres foyers ont
ete découverts en Corse, en Coéte d'Odaets les Pyrénées Atlantiques. Néanmoins, face a
cette émergence de la tuberculose dans la faunegaula prévalence nationale dans les
cheptels bovins est faible (Harsef al, 2006).

Le risque de contamination de voisinage dépendusik@ment de I'état sanitaire de la faune

sauvage environnante ou des élevages voisinsldedge considéré (Toma Bt al, 2001).

» Le «bon voisinage »

Il faut également souligner le risque lié au « borsinage » dans lequel 'Homme joue un
réle actif : prét, échange de services, de maséeiet’animaux, fourniture d’aliments, visites
(Toma B.et al, 2001 ; Bénet J.J., 2008).

[1.5.2.1.3. La résurgence

La résurgence d’'une infection ancienne, c'est-@diréapparition de la Tb dans un élevage
anciennement atteint puis assaini sans nouvelledattion deM. bovis constitue un facteur
de risque important pour ce dernier (Griffin J&flal, 1996). Ainsi, aprés un précédent foyer
de tuberculose, la récidive est liée a la perstgtam bas bruit du bacille sur des animaux
contemporains de l'infection (sans révélation gilgue ou clinique car infection latente) ou
la présence de sources secondaires contaminéesénialglésinfection (fumier, ensilage,
pature) voire a un réservoir humain (Humblet MBaschiroli M.L. et Saegerman C., 2009).

La résurgence de la maladie est le signe d'un meandiefficacité des procédés

d’assainissement.
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11.5.2.2. Facteurs de risque en élevage

Le type, la taille et la conduite des élevages tituent des facteurs de risque interagissant
sur les trois mécanismes (introduction, voisinagsurgence) de survenue de I'infection dans
un élevage indemne.

» Type d’élevage
Les niveaux de risque different selon le type d/atge. Des études montrent que les cheptels
laitiers sont plus susceptibles que les cheptigaaits car le renouvellement des animaux, et
par conséquent le risque d'introduction, est plagpdrtant qu'en élevage allaitant.
Néanmoins, dans les élevages allaitants, il existeéisque important lié & I'introduction de
taureau pour la reproduction alors qu’en élevageial'insémination artificielle est plus
souvent utilisée.
De plus, comme les animaux des élevages allaitarttsine plus grande durée de vie dans
I'exploitation (jusqu’a 12 ans alors qu’une vaclaéiére est réformée a 5-6 ans), il existe
donc un risque lié a la résurgence d'une infeciaente (Barlow N.D., 1997 cité par
Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegerman C., 20 plus, dans ces €levages, le risque

lié au voisinage est important (contacts plus nemben prairie).

» Talille du cheptel

Plus la taille d’'un cheptel est grande, plus lgues d’interaction avec un animal infecté
(réservoir) du cheptel est éleve, quels que sdesnpays (développés ou en développement)
(Griffin J.M. et al, 1996 ; Goodchild A.V. et Clifton-Hadley R.S., 200Humblet M.F.,
Boschiroli M.L. et Saegerman C., 2009 ; Brooks-8KIE. et Keeling M., 2009).

De plus, 'augmentation de la taille de I'élevagguiert souvent un plus grand nombre de
parcelles et par conséquent, ceci augmente lahilitésile contamination par le voisinage.

De méme, le risque de contamination par introdackst accru par la grande taille de
I'élevage car les flux entrants sont plus nombréleci est accentué dans les élevages laitiers

(nombreux renouvellements).

Enfin, dans les cheptels de grande taille, lesvetgions humaines (vétérinaires, éleveurs)
sont de fait réduites ce qui peut favoriser leussge non détection d’'un animal infecté et
donc la persistance a bas bruit de I'infection.

La combinaison de ces facteurs de risque liéstailla du cheptel montre que I'effet de la
taille du cheptel est une situation critique a as pégliger.
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» La conduite des élevages

Le confinement, la stabulation prolongée, la nomaid@n et I'ensoleillement des locaux
(Goodchild A.V. et Clifton-Hadley R.S., 2001), lesauvaises conditions d’hygiene et
d’alimentation (conditions de stockage de la noure) sont tous des facteurs favorisant

I'apparition et la propagation de l'infection.

Par ailleurs, le fumier répandu dans les patures ganstituer un risque d’infection par voie
orale en cas de doses élevées (Morris R.S., Rf@ftd. et Jackson R., 1994). Ce risque est
d’autant plus important si I'activité sur I'explation est limitée a I'élevage d’animaux
(élevage exclusif) car I'exploitant ne disposans pke champs, réalise I'épandage sur les

prairies (ou se trouvent les animaux).

De méme, une fois que les féces contaminées seagdées dans I'herbe des prairies, les
mycobactéries peuvent survivre tres longtemps dehenvironnement et ainsi représenter
une source d’infection. Néanmoins, I'excrétion @eilbes dans les feces est peu fréquente et
irréguliére (Neill S.Det al, 1988 ; Humblet M.F., Boschiroli M.L. et Saegerntan 2009).

11.5.3. Enquétes épidémiologiques

Une enquéte épidémiologique effectuée a I'échedlel’dlevage est destinée a élucider
'origine sa contamination et les modalités d’évimin dans cet élevage et les risques de
diffusion (Bénet J.J., 2008).

Elle est basée sur trois études conjointes, coeglaec la plus extréme rigueur pour mettre
en évidence tous les élevages qui ont pu étrelatoreavec le cheptel infecté (réalisées sur
le cheptel infecté).

En effet, 'analyse de I'état sanitaire des élegageisins de I'élevage infecté (patures
communes ou contigués, matériel en commun) ainsidgula faune sauvage environnante
permet de déterminer s'il existe un risque de cuimation par le voisinage. De plus,
'analyse des flux entrants, antérieurs a la détiam de l'infection, permet de rechercher
I'existence d’'une contamination par introductiomm@maux infectés (achetés ou empruntés)
ou, d’aliments ou matériels contaminés. Enfin,deherche d’'une réapparition de la maladie
par résurgence est réalisée a partir de I'analgseddnnées concernant |'état sanitaire du

cheptel (et méme de I'exploitation entiere) avantdction.
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En France, ces enquétes s’appuient sur les dopégsmiologiques fournies par le typage
moléculaire des différentes souches isoléesldbovis En effet, I'identification de plusieurs
souches déV. bovisdans une méme zone ne permet pas d'établir d8orelantre elles.
Néanmoins, I'étude des marqueurs moléculaires desoaches apportent des informations
essentielles permettant d’établir ou d’exclure delations. L’épidémiologie moléculaire
contribue donc largement a la description et dalgse des phénomenes épidémiologiques.
Par exemple, lors de la réapparition de la maladisein d’'un élevage qui semblait assaini,
'observation de types différents au cours des dé&pisodes de Tb plaide en faveur d’'une
réinfection. A l'inverse, I'observation de type migjue est un argument en faveur d’'une
résurgence (Haddad Kt al, 2004a).

Ainsi, I'élaboration d’'une banque de données indigule lieu et la nature des genotypes
retrouvés, associée aux données épidéemiologiqueriés par les investigations de terrain,
constitue donc un outil indispensable pour perraette tracer I'origine de l'infection de
cheptels, de confirmer ou exclure un lien épidéagimue entre des élevages infectés, de
constater I'existence d’'une co-infection (par d@&otats différents) dans un méme élevage et
méme de suspecter lintervention de vecteurs sasvfigaddad Net al, 2001 et 2004a ;
Durand B.et al, 2004). De plus, la combinaison du spoligotypagecad’autres techniques
moléculaires (typage des VNTRs, cf. Annexe V) pdraifaffiner la différenciation des
isolats et ainsi de disposer d’'un moyen trés perdmt d'investigation épidémiologique
(Durand B.et al, 2004 ; Allix C.et al, 2006).

Cependant, il est souvent difficile d’établir 'gme de la contamination d’'un élevage. De
méme, lorsque l'on connait son origine, ce n'esthem@eusement pas toujours avec

certitude.

lll. Les méthodes de dépistage et diagnostic de Tdb

Le dépistage d’'une maladie « consiste en la rebbesgstématique, a I'aide d’examens »,
dans un élevage, des animaux « atteints par urbléode santé donné, passé jusque la

inapercu ».

Le diagnostic « lui, correspond a l'identificatiole la maladie chez un animal qui présente
des troubles » (Toma Bt al, 2001).
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[ll.1. Les méthodes conventionnelles de dépistagkagnostic de la Tb

I11.1.1. Présentation des méthodage mortemles tests tuberculiniques
Les tests tuberculiniques ou épreuves d’intradenb®tulination (IDT) sont basés sur la
mise en évidencm vivo d’'une réaction d’hypersensibilité retardée (HSRIjte a I'injection
intradermique de tuberculines (protéines extraliesurnageant de cultures mycobactériennes
et purifiées) chez un animal infecté par le batillgerculeux (De la Rua-DomenecheéRal,

2006a).

En effet, un bovin infecté développe une réactionmunitaire a médiation cellulaire
(macrophages et lymphocytes T en particulier). STdisix semaines en moyenne apres
l'infection, 'HSR devient décelable par IDPpdriode allergique Cette réaction spécifique

est tardive, progressive et durable.

!
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Eeéponse immune
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Féponse cellulare Temps
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Augmentation dela charge bactérienne
Progression dela Pathologie ‘

Figure 1.1.4. Représentation graphique du spectre des réponsesinies de bovins au cours de

l'infection aM. bovis

Une réponse immunitaire & médiation cellulaR&gonse cellulaifese développe initialement alors
que la réponse immunitaire & médiation humorBiéppnse humoral@ar anticorps)) se déclenche
plus tardivement, c’est-a-dire lorsque la densigillaire augmente et que la maladie progresse
(progression pathologigQeEnfin, une période d’anergiériergig survient lorsque la tuberculose se
généralise. Dans ce cas, la réponse cellulaireé ples détectée alors que celle a médiation humoral

prédomingPollock J.M.et al,, 2001 ; Pollock J.M. et Neill D., 2002 et VordeigreH.M. et al, 2006b).
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Néanmoins, lorsque la tuberculose est trés avamec@Enéralisée, la détection de l'infection
par une méthode allergique n’est plus possilpérigde d’'anergie post-tuberculeyse

(Figure 1.1.4 ; Wood P.Ret al, 1992 ; Pollock J.M. et Neill D., 200Bg¢net J.J., 2008 ; De

la Rua-Domenech Ret al, 2006a ; Vordermeier H.Met al, 2006b).

Deux types dIDT sont employés : [lintradermotubhditation simple (IDS) et
lintradermotuberculination comparative (IDC). Urlai d’attente de six a huit semaines
entre deux IDT est impératif afin d’éviter, au seddest, une baisse de la réactivité des
animaux sensibilisés (Bénet J.J., 2008).

Par ailleurs, avant la réalisation de chaque ID7West nécessaire de vérifier 'absence de
grosseur ou de lésion au site d’injection. De pluge tonte du lieu d’élection est fortement

recommandée afin qu’il soit plus facilement repég@bhorel M.F., 2003).

.1.1.1. L'IDS

[11.1.1.1.1. Principe de I'IDS

L’IDS est un test de dépistage de premiere intanfiaconsiste a injecter dans I'épaisseur du
derme de I'encolure (obligatoire en France) ou lilsqus-caudal, une dose de la tuberculine
bovine (0,1 ml de dérivés protéiniques purifiés PMovins titré a 20 000 UCT/ml) et a
apprécier la réaction obtenue au point d'injectaprés un délai de 72 h (Delafosse A.,
Goutard F. et Thébaud E., 2002).

Dans le cas d'une IDS pratiquée chez un bovin tulbeux, une réaction inflammatoire
provoguant une tuméfaction circulaire douloureusshaude (HSR), avec parfois un point de
nécrose, apparait progressivement de 24 a 72 B Bipjection puis, persiste plusieurs jours
et s’estompe progressivement en une huitaine ds j@énet J.J., 2008). La réglementation
européenne et frangaise prévoit la possibilitéteipréter en tenant compte de la présence de

signes cliniques.

La lecture quantitative, recommandée, du test pplila mensuration de I'épaisseur du pli
cutané a l'aide d’'un cutimetre. Néanmoins, uneulectjualitative est généralement réalisée
(visuel, palpation). Un éventail de lésions estlémant prévu par la réglementation

européenne (annexe B de la version consolidéeraeja2010 de la directive européenne
64/432/CEE). Toutefois, ceci est tres rare depuidisation des PPD.

Si I'épaississement du pli de peau est supérie@rnam, le résultat de I'IDS est alors

considéré comme non-négatif — Le résultat est doaupour un épaississement supérieur a

-59 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

2 mm et inférieur & 4 mm ; Le résultat est pogititir un épaississement supérieur ou égal a
4 mm —.

A linverse, dans le cas d'une réaction cutanéblda{épaississement inférieur ou égal a
2 mm) ou en I'absence de réaction, le test esttifig@aorel M.F., 2003 ; Bénet J.J., 2008 ;
OIE, 2008a).

[11.1.1.1.2. Avantages et inconvénients de I'IDS

L’IDS est facile a réaliser et moins colteuse ge® dutres tests de dépistage. Elle est
également inoffensive et non sensibilisante panithal (voire méme désensibilisante apres
plusieurs répétitions, d’'aprés Coad Bt al, 2010). La valeur médiane de la sensibilité
individuelle de I'IDS est de 83,9 % sans tenir ctengu site d’injection (valeurs variant de
63,2 % a 100 %, De la Rua-DomenecteRal, (2006a)). En effet, I'IDS réalisée a I'encolure
est plus sensible mais moins spécifique que I'lD&iguée au pli sous-caudal (Monaghan
M.L. et al, 1994 ; De la Rua-Domenech &.al, 2006a).

De plus, comme ce test est utilisé a I'échelle ldeptel, il est trés sensible (sensibilité proche
de 1) car il suffit qu'un seul animal donne un fe&gupositif pour que le cheptel infecté soit
détecté et considéré infecté (Bénet J.J., 2008).

Toutefois, la spécificité de I'IDS se dégrade larsdion passe a I'échelle du cheptel puisque
tous les animaux testés du cheptel doivent avoirésultat négatif pour que celui-ci soit
déclaré indemne. En effet, la spécificité indivilliele 'IDS ayant une valeur médiane de
96,8 % sans tenir compte du site d’injection (vederariant de 75,5 % a 99,0 %, De la Rua-
Domenech Ret al, 2006a) est relativement bonne alors que sa sg&kifheptel chute.

Il existe de nombreuses causes d’erreur par extésaghan M.Let al, 1994), c'est-a-dire
de réaction allergique a I'IDS chez un animal ndretrculeux (faux positif) : en particulier, la
réaction croisée avec d’autres mycobactéikesafiium Mycobactéries atypiques), mais aussi
une lecture trop précoce ou une interprétation imbutune réaction négative (Chenal R.,
1994 ; Lauzi Set al, 2000).

.1.1.2. L'IDC

[11.1.1.2.1. Principe de I'IDC

L’IDC consiste a injecter dans I'épaisseur du deded’encolure des tuberculines bovines

(B) et aviaires (A) en deux points séparés de 12fh5et a apprécier, au bout de 72 h, les
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réactions aux points d’injection (Delafosse A., u@od F. et Thébaud E., 2002 ; OIE,
2008a) L’interprétation du test est basée sur I'expressi@mieux résultats : celui obtenu pour
I'épaississement du pli de peau aprés injectiontulterculine B et celui obtenu par la
différence entre les épaississements des plis apjéstion des tuberculines B et A
(Tableau 1.1.1), (Bénet J.J., 2008).

Tableau 1.1.1.Grille de lecture de I'IDQd'aprés Bénet J.J., 2008).

Tuberculine bovine Différence d'épaississements entre réactions ~ RESULTAT :
aux tuberculines bovine (B) et aviaire (A) « REACTION »
B-A>4mm Positive
SiB>2mm B-A[1-4mm] Douteuse
B-A<1mm Négative
SiB<2mm Quel que soit le résultat de B - A Négative

[11.1.1.2.2. Avantages et inconvénients de I'IDC

L'IDC a une sensibilité plus faible (52,0 % a 100 &ec une valeur médiane de 80,0 %
(93,5 % en cas dinterprétation rigoureuse, tenammpte des réactions positives et
douteuses)) mais une meilleure spécificité (78,& %00 %, avec une valeur médiane de
99,5 %) que I'IDS (données De la Rua-DomenecheiRal, 2006a).En effet, 'IDC est
utilisée pour différencier les animaux infectés par bovis de ceux sensibilisés a la
tuberculine par une exposition a d’autres mycobaséou a un genre apparenté (OIE,
2008a).

Elle permet donc d’écarter le risque de réacti@sgsement positives dues a des infections

par des mycobactéries autres dliebovis

Cependant, cette technique est matériellement g@hiseuse et également plus difficile a
réaliser que I'IDS. De plus, le recours a 'abattafiagnostique et aux tests de laboratoire
pour confirmer [linfection, en cas de résultat pbsen IDC, entraine des colts

supplémentaires.

[11.1.2. Présentation des méthogexst mortem Inspection sanitaire a I'abattoir,

Histologie et Bactériologie

La recherchepost mortemd’animaux tuberculeux est basée sur l'inspectiencdrcasses
bovines pour la détection de lésions suspectesbd&dsuite, les méthodes de diagnostic de
laboratoire, telles que les examens histologiqudmetériologiques permettent de confirmer

ou d’infirmer ces suspicions.
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[11.1.2.1. L'inspectionpost mortem

Les Iésions suspectes de Th découvertes, sur omabmniort, sont localisées le plus souvent
au niveau des nceuds lymphatiques bronchiques,éohobnchiques, rétropharyngiens et
médiastinaux. De plus, les poumons, le foie, k& ®ont communément affectés (OIE,
2008a).

Les lésions pulmonaires sont presque toujours ple typdulaire (tubercule gris, miliaire ou
caséeux). Le granulome tuberculeux a habituellemerd apparence jaunatre et une
consistance caséeuse, caseo-calcaire, ou calcti¢epccasionnellement une apparence
purulente (OIE, 2008a).

Par ailleurs, la taille des Iésions varie d’'assetitg (invisible a I'ceil nu), a I'implication

d’'une part importante de I'organe (OIE, 2008a).

[11.1.2.2. L’examen histopathologique

L’examen histopathologique consiste en une anahiseoscopique de calques directs a partir
d’échantillons cliniques (présentant des Iésiorspeates de Th), et sur du matériel tissulaire
préparé (OIE, 2008a).

Tout d’abord, plusieurs coupes histologiques sdigiciées afin de réaliser les différentes

méthodes de coloration.

La coloration classique a I'hémalun-éosine (HE)uest des colorations histologiques de base
(Corner L.A., 1994 ; Cassidy J.€t.al, 1999 ; Watrelot-Virieux Det al, 2006 ; Varello Ket

al., 2008). Elle permet de se faire une idée sur éasmorphologique du tissu (Figure 1.1.5
et Figure 1.1.6).

Photo A.Echelle précisée sur la photo en bas a Photo B.Echelle précisée sur la photo en bas a
droite : 100 um droite : 50 um

Figure 1.1.5. Coloration HE montrant des lésions évocatricesiderculose bovine
(Photographies A et B réalisées par le Dr BellBNY Lyon).
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Photo A.Echelle précisée sur la photo en bas a Photo B.Echelle
droite : 100 um droite : 20 um

Figure 1.1.6. Coloration HE montrant des Iésions non tuberc@susn abces
(Photographies A et B réalisées par le Dr BellBNY Lyon).

Une coloration de Ziehl-Neelsen, spécifique des BAAloit étre également réalisée
(Guttiérez C.M.M. et Martin J.F.G., 1993 ; Cassid.et al, 1999 ; Watrelot-Virieux Det

al., 2006 ; Cardoso M.Aet al, 2007 ; OIE, 2008a ; Parra At al, 2008 ; Varello Ket al,
2008). En effet, lors de cette coloration, leglasimycoliques des mycobactéries (dont les
bacilles tuberculeux) fixent directement la fusehat la retiennent au niveau du cytoplasme,
assurant ainsi I'intensité et la réfringence dedboration. lls constituent ensuite une barriére
physique prévenant I'action décolorante de I'agdiurique et de 'alcool a 90° (Vincent V.,
1995). Enfin, une contre-coloration au bleu de ylétie est réalisée. Les BAAR
apparaissent alors roses sur fond bleu de la mtar lIs sont retrouvés aussi bien dans le
cytoplasme des macrophages épithélioides et dedesefieéantes qu’au niveau de nécroses

caséeuses (Watrelot-Virieux Bt al, 2006).

De plus, une autre technique spécifique des BAAR: gtre réalisée en complément : la
coloration a l'auramine O/rhodamine (AOR). Cettéocation repose sur le méme principe
gue celle de Ziehl-Neelsen (ZN) mais les lames sgaminées au microscope a fluorescence
et les mycobactéries émettent une fluorescenceges@une sur un fond no{Gonzalez
Llamazares O.R.et al, 1999a; Watrelot-Virieux D.et al, 2006). En outre,
immunohistochimie (IHC) basée sur des anticorpsnotionaux antM. bovis peut étre
utilisée. Cette méthode consiste en une coloraliesm antigenes mycobactériens (liés aux
anticorps antM. bovig dans les coupes (Guttiérez C.M.M. et Martin J.FX993 ; Cassidy
J.P.et al, 1999 ; Watrelot-Virieux Det al, 2006).

Cependant, la présence de BAAR dans ces coupetolgisiues peut ne pas étre détectée bien

gueM. bovispuisse étre isolé en culture (OIE, 2008a). Cdlaemmment di au fait que non
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seulement les tissus |ésés présentent souvent @@AAR mais aussi que ces BAAR se
trouvent en amas. Néanmoins, la technique immutaahiBnique semble étre plus sensible
que les deux autres techniques (ZN et AOR) madlis,est plus colteuse et semble moins
spécifique(Figure 1.1.7)(Guttierez C.M.M. et Martin J.F.G., 1993 ; Watrelatieux D. et

al., 2006).

Figure 1.1.7. Coupe immunohistochimique montrant des Iésionsatvizes de tuberculose bovine
(Photographidéchelle précisée en bas a droite : 50 géglisée par le Dr Belli P., ENV Lyon).

En outre, les procédures de coloration, ZN et A@Q®&,sont pas spécifiques des bacilles
tuberculeux mais des mycobactéries en général dliest de la famille des
Mycobacteriaceae

Par conséquent, ces deux méthodes de coloratidrdeon rapides mais elles manquent de
spécificité et dans une moindre mesure de sen8ilgbur confirmer le diagnostic de la Tb
(Zumarraga M.Jet al, 2005).

Toutefois, le diagnostic présomptif de mycobacs&ipeut étre établi si le tissu présente des
Iésions histologiques caractéristiques : gros doeme (tubercule) avec au centre une zone de
nécrose caséeuse visible, entourée par des magemplepithélioides associés aux cellules

géantes multinucléées de Langhans et, en périplta$ezones présentant des macrophages
associés a des lymphocytes en amas et des nelgsoghspersés prés de la capsule fibreuse
périphérique (Watrelot-Virieux et al, 2006).

En résumé, I'examen histopathologique est don@sinde diagnostic de la Tb beaucoup plus
rapide (résultat transmis sous une huitaine joarggpport a la prise d’essai) et aussi sensible
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gue la bactériologie mais manquant considérablemergpécificité (Watrelot-Virieux Det
al., 2006).

[11.1.2.3. L’examen bactériologique

L’examen bactériologique a partir d’échantillontésus lésés comprend l'isolement d’agent
pathogéne sur milieux de culture adéquats et ltifleation de la souche a partir de
coloration de ZN et de tests biochimiques et/ouémahires. Cette technique est la méthode
de référence, le « Gold standard », pour diagnestitp maladie. Elle est sensible et tres
spécifique deM. boviset permet le typage des souches par la suite.@as, la culture est
délicate (laborieuse) et le délai de réponse dativement long (3 mois) (Liébana Et al,

1995 ; Hénault S., Karoui C. et Boschiroli M.L.,080; Cardoso M.Aet al, 2007).

Par ailleurs, les mycobactéries induisant la Tk sonsidérées comme des microorganismes
de classe 3. Cette classe comprend en effet, @®onganismes pathogénes a haut risque ne
devant étre manipulés que par des microbiologispésialement formés et vaccinés (si le
vaccin existe). De plus, un laboratoire de confieaetmou niveau de sécurité biologique 3
(NSB3) est obligatoire pour la manipulation de pitel susceptibles de contenir ces agents
pathogenes de catégorie 3 (Programme N°116/04pweza vigueur de 2003).

[11.1.2.3.1. La Culture

La méthode pour la recherche des bacilles tubamypar culture (exposée dans ce travail)
sur milieu solide est celle recommandée par la BONR U 47-104 (version en vigueur de
2003) (Cf. Annexe IlI).

111.1.2.3.1.1. Les traitements des échantillons

L’isolement des mycobactéries a partir de prélévdemeouillés nécessite la mise en ceuvre
préalable de procédeés spécifiques de décontaminatieceptibles de concilier une action
énergique a I'égard de la flore banale et une aiés tres faible vis-a-vis des BAAR.

(Thorel M.F., 1982). En effet, la culture des myactéries a croissance lente, comme

M. bovis peut étre masquée par le développement pluseralgisl bactéries contaminantes.

Le choix du traitement de ces produits pathologqyéuri-microbiens (mycobactéries

associees a d’autres germes pathogenes et commgnaseant la mise en culture, est

- 65 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

fonction de la nature méme de ces produits (tistais, féces, eaux, expectorations,
préelévements de I'environnement) (Cf. Annexe I).

De plus, le temps de contact entre le prélevemetdagent de décontamination est critique
car la résistance des mycobactéries n'est pasuabdeh effet, il s’agit de détruire la flore
indésirable pour éviter les contaminations ultéeewdes cultures sans pour autant détruire les
mycobactéries. Toutefois, cette étape entraindtatdgment une perte bien que minimale de
sensibilité de la culture mycobactérienne.

L’action de ces agents est toujours suivie d'ureselie neutralisation (Euzeby J.P., Site web
[29]).

L’agent chimique approprié pour la décontaminaties échantillons de tissus bovins
(ganglion, poumon, foie,...), préconisé par le Latmira national de référence de la Tb en
France, I'Afssa-Lerpaz et par la norme AFNOR (Asstien Francaise de Normalisation)
NF U 47-104 relative a I'isolement des mycobactdatres qudycobacterium aviunssp.
paratuberculosicchez I'animal (AFNOR, 2003), est I'acide sulfur@ga 4 %. En effet, selon
Grumbach en 1966, il convenait parfaitement a d&mination des tissus. De plus, I'étude
de Thorel M.F. et Boisvert H. en 1976, avait morsin@ efficacité, c'est-a-dire la sensibilité
des mycobactéries a croissance rapide et la reledsistance des mycobactéries a croissance
lente (notamment tuberculeuses) vis-a-vis d’'uniénaént de 10 minutes a I'acide sulfurique a
4 % (Thorel M.F. et Boisvert H., 1976).

111.1.2.3.1.2. Les milieux de culture

Les mycobactéries, relativement résistantes auwesagms chimiques et physiques, se
différencient de la plupart des autres germes qslexigences métaboliques (Thorel M.F.,
1982). La culture des bacilles tuberculeux estigéalsur des milieux sélectifs tels que les
milieux solides & I'ceuf de Lowenstein-Jers€inl) et de Colets§s(Col) (Cf. Annexe II).

Il existe également des milieux de culture liquidgeecifigues tels que Bactec, MGIT.

Cependant, ils ne sont a ce jour utilisés qu’eriéshnmaine. En effet, ces milieux ont été
développés pour le diagnostic humain et par cores#gont été adaptés aux différents types
d’échantillons humains (expectoration, tissus (biep souvent moins contaminés par une
flore indésirable que les préléevements animauxkgretparticuliers a leurs méthodes de

décontamination.
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[11.1.2.3.2. L'identification de I'agent pathogéene.

L’identification de I'agent pathogene a partir ddanies isolées s’effectue par un ensemble
de tests : A partir de la primo-culture (sur milieliou Col), la coloration de ZN pour I'aspect
microscopique des BAAR et a partir de subcultudes, épreuves biochimiques permettant la
détermination des caracteres phénotypiquesest-a-dire des caractéres culturaux : selon la
classification de Runyon, la vitesse de croissaladempérature optimale croissance et la pigmentio
ainsi que la croissance en présence d'inhibiteurs gélose ordinaire —et des caracteres
enzymatiques (plusieurs enzymes testées) (méthilce€es par I'Afssa-Lerpaz, selon David
H., Levy-Frebault V. et Thorel M.F., 1989) (Cf. Aexe IV).

Cependant, les tests enzymatiques sont peu a pglaees par un ensemble de tests plus
rapides, c’est a dire des analyses PORIlymerase Chain Reactionu réaction de
polymérisation en chaine) spécifiques des ageti®geanes recherchés (Cf. Annexe V).

[11.1.2.4. Le typage moléculaire des isolatsMlebovis

Apres l'identification deM. bovis le typage moléculaire de ces isolats peut étkséeafin
d’affiner la caractérisation des souches.

Le typage moléculaire deM. bovis s’avere tres utile dans le cadre d’enquétes
éepidémiologiques. Il permet de distinguer entre ei@s isolats deM. bovis d'origine

différentes et ainsi de préciser les sources ptebabinfection (Durand Bet al, 2004).

Les techniques de typages moléculaires des myaaiectiu MTBC (en particuliévl. bovig

les plus utilisées sont le spoligotypage et le ggpaur base de VNTRs (Variable Number
Tandem Repeats ou séquences repétées en tandewmdnenvariable). Ces techniques
standardisées présentent un bon équilibre entredmacité de discrimination et leur stabilité
(Allix C. et al.,2006 ; Walravens Ket al, 2006) (Cf. Annexe V).

[11.2. Les méthodes complémentaires et nouveausale diagnostic de la Tb

l11.2.1. Les méthodem vitro de diagnostiante mortem

Face a certaines limites que présentent les IOtrd's tests, basés cette fois-ci sur I'étnde
vitro de la réponse cellulaire, se sont développés, comentest de dosage d’interféron

gamma. L'exploration de la réponse humorale, bienrpn protectrice face a une infection

-67 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

de tuberculose, semble aussi dans certains casnpeésin intérét par rapport aux meéthodes

conventionnelles.

[11.2.1.1. Le sérodiagnostic de la Tb : généralgasles tests sérologiques

Les tests sérologiques sont basés sur la répomsariitaire a médiation humorale, c'est-a-
dire la détection d'anticorps (Ac) spécifiques giis contre des antigenes (AQ)

mycobactériens immunogénes de diverses natures.

Les PPD habituellement utilisées comme Ag mycobete pour les tests de sérodiagnostic
de la Th sont désormais souvent remplacées pakglpsotéiques spécifiques du MTBC tels
gue MPB70 et MPB83 (protéines majeures sécrété@dsgpaellules des bactéries du MTBC),
ESAT6 (arly secreted antigenic targde 6 kDa, protéine majeure au début de l'infegtion
En effet, ces Ag présentant de nombreux épitopesnreis par les lymphocytes B (Ag
sérodominants) permettent d’améliorer la spéc#idies tests sérologiques (Wood ReRal,
1992 ; Lyashchenko K.Ret al, 1998 ;Lightbody K.A., al., 1998 ; Lilenbaum Wet al,
1999 ; Amadori M.et al, 2002 ; Carr M.D.et al, 2003 ; Pollock J.M., Welsh M.D. et
McNair J., 2005 ; De la Rua-DomenecheRal, 2006a ; Coad Met al, 2008).

Parmi les tests de seérodiagnostic de la Tb, lantgae ELISA Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay test d'immunoadsorption par enzyme liée, c'ebteatest de dosage
immunoenzymatique sur support solide) est celle lipreretrouve principalement dans la
littérature (Ritacco Vet al, 1988 et 1991 ; Harboe Mt al, 1990 ; Hanna J., Neill S.D. et
O'Brien J.J., 1992 ; Lightbody K.Aet al, 1998 ; Lilenbaum Wet al, 1999 et2006)
(Cf. Annexe VI).

Ce test entre dans le cadre plus général des HErWzyfmne ImmunoAssaysu tests
immunoenzymymatiques), dans lesquels le dosadeasétsur une réaction catalysée par une
enzyme qui sur un substrat chromatogéne libere omposant coloré mesuré par
spectroscopie, par opposition aux RIRadio ImmunoAssaysu radio-immunoessais) dans
lesquels le dosage est basé sur des Ac marqués padioélément permettant la mesure d’'un
signal radioactif (Burmester G.R., Pezzutto A. eith\MJ., 2000 ; Site web [11]).

On peut retrouver également d’autres tests séaplegi comme les tests commerciaux
MAPIA® de Chembio Nlulti-antigen Print Immunoassjiyreposant sur la détection
d'immunoglobulines G (Ac) par un challenge de puss Ag dans le méme test et basé sur

immunochromatographie (Palmer M.¥t al, 2006a).
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Il existe aussi des tests rapides reposant surélaerprincipe que MAPIA (Lateral Flow
Immunoassay'immunochromatographie mais a flux latéral), coele test BovidTB STAT-
PAK® de Chembio ou le test Bovine Th Af’Anigen. Ces tests rapides se présentent sous la
forme d’'une petite cassette en plastique dans lequee bandelette test unique est placée.
Cette bandelette est une membrane de nitrocelldoséaquelle sont imprégnés des Ag. Le
systeme de révélation des anticorps est simple pddicules de latex bleu sont conjuguées

aux protéines détectant les complexes Ac-Ag formés.

Les tests sérologiques suscitent donc un inténét lgodépistage de la Th, dans la mesure ou
ils sont peu colteux et que contrairement aux i3Tsont réalisés a partir d’'une simple prise
de sangNéanmoins, comme la réponse immunitaire humorakéstenche tardivement par
rapport a la réponse immunitaire cellulajpgédominant les premiers stades de I'infection)
(Figure 1.1.4), (Ritacco Vet al, 1991 ; Buddle B.Met al, 1995 ; Pollock J.M. et Neill D.,
2002 et Vordermeier H.Met al, 2006b), la recherche d’Ac spécifiques d’Ag myaibdaens
semble donc intéressante seulement pour la détedtiaccas de Tb en stades plutdt avancés,
c'est-a-dire pour le diagnostic de la Th dans dgsiations ou l'infection est installée voire
endemique (animaux malades, faune sauvage, plpex)exemple, les anergiques (Plackett
P.et al, 1989)].

En effet, les tests sérologiques pour un dépiseagelébut d’'infection ont une sensibilité
généralement faible par rapport aux tests basédmurunité a médiation cellulaire (IDT et
test de dosage d’interféron gammdiutilisation d’Ag sérodominants permet d’amélioteur
spécificité sans toutefois améliorer leur sendéililableau 1.1.3) (De la Rua-DomenecteR.
al., 2006a; Buddle B.M., Livingstone P.G. et De LiskeW., 2009). Leur sensibilité
augmente principalement avec la sévérité de la diemlésions modérées a seéveres)
[Gutiérrez M. et al, 1998 (étude a partir d'un test ELISA-AgPPD sus daprins)]. Par
ailleurs, des études ont montré que les réponsAs emgagées contid. bovis(Ag) peuvent
étre boostées par [I'IDT (réponse anamnestique) l{@aton de la sensibilité
(Tableau 1.1.3)), (Gutiérrez Met al, 1998 ; Thom Met al, 2004 ; De la Rua-Domenech R.,
2006a ; Cf. Tableau 1.1.3).

Néanmoins, ces tests ne doivent pas étre utilisesme test de confirmation de Th a
I'abattoir (Fraguas S.Aet al, 2006).
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[11.2.1.2. La technique de dosage d’interféron gamm

[11.2.1.2.1. L'interféron gamma

Les interférons sont des protéines naturelles ptesipar les cellules du systeme immunitaire
de la plupart des animaux en réponse aux attaqagerds étrangers tels que les virus,
bactéries, cellules tumorales. lls font partie @'wtasse de glycoprotéines, les cytokines. Il
existe deux types d'interféron qui different starelement et fonctionnellement : le type |
inclue les interférons alpha et béta et, le typeoiinprend uniquement l'interféron gamma

(interféron immun) (De la Rua-DomenecheRal, 2006a ; Site web [13]).

L’interféron gamma (IFN) est une lymphokine, puisqu’il est principalemébéré par les
lymphocytes thymodépendants (de type Cpdncipalement et, CD&tyd TCR') activés en
réponse a une stimulation antigénigu&ivo commein vitro (Flynn J.L.et al, 1993 ; Rhodes
S.G.et al, 2000a Waters W.Ret al, 2000 ; Walravens Ket al, 2001 ; Pollock J.Met al,
2001, 2005 et 2006). Il peut étre également proauitoindre mesure par les cellules NK
(Natural Killer) en réponse a certains Ag (Flynn JLal, 1993 ; Olsen let al, 2005 ; Site
web [13]).

Outre ses propriétés antivirales, I'liFNst impliqué dans I'immunité a médiation cellugair
contre les infections bactériennes.

En effet, I'lFNy est le principal médiateur dans I'activation dddaction phagocytaire des
macrophages (Flesch E. et Kaufmann S.H., 190nn J.L.et al, 1993 ; Carpenter E., Fray
L., et Gormley E., 1997 ; Ng K.+t al, 1997 ; Waters W.Ret al, 2000 ; Walravens Ket

al.,, 2001 ; Pollock J.M., Welsh M.D. et McNair J., 300De la Rua-Domenech Rt al,
20064a). Il joue aussi un réle important dans lassance et la différentiation des lymphocytes
T (LT) cytotoxiques (rétrocontrdle positif par a@tiion des LT) qui vont activer les cellules
NK et se conduire comme des facteurs de maturdgsrymphocytes B (LB).

De méme, c’est un facteur de différenciation des HBfin, il permet l'induction de

'expression de protéines membranaires, comme ¢pde’classes 1 et 2 (Site web [13]).

L’IFN y est donc une cytokine cruciale pour le contrdle idéections mycobactériennes (Ng
K.H. et al, 1997 ; Walravens ket al, 2001 ; Buddle B.Met al, 2005).

Par ailleurs, il est important de souligner quéNj est spécifique de I'espéce animale

infectée et non du pathogene qui déclenche sa gliodyRothel J.Set al, 1990).
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De plus, il peut étre libérié vitro en quantité suffisante pour étre mesuré par urtbadé
ELISA en « sandwich » (Wood P.Bt al, 1990a ; Wood P.R. et Jones S.L., 2001).

[11.2.1.2.2. Historique et principe du test de dysa'lFN

A la fin des années 1980, un test de dosage ¢'dcNté développé en Australie pour le
diagnostic de la Th, en combinaison avec I'IDS (WdaR., Corner L.A. et Plackett P.,
1990b ; Wood P.Ret al, 1991 et 1994 ; Rothel J.8t al, 1990). En effet, des travaux de
stimulation cellulairen vitro ont montré qu’il était possible en incubant delsa@étillons de
sang total avec des Ag tuberculeux, de stimulgoréauction de, I'lFN par des LT déja
sensibilisés (Wood P.Rt al, 1990ab, 1991 ; Rothel J&.al, 1990).

Le test de dosage d'IFNIéveloppé est donc un test sanguin permettanaldiésin vitro, la
réactivité¢ des LT circulants stimulés par Ag myatbdaens (tuberculines), a travers la
détection et le dosage d’l1iyN

Il est basé sur le principe que des LT préalablémsensibilisés a ces Ag (LT de bovins
infectés paM. bovis,par exemple*) produisent en réponse (HBRitro) a une exposition a
des tuberculines (bovines*), des quantités dylfiesurables par une méthode ELISA en

« sandwich » basée sur des anticorps monoclondisk=aty.

Les premieres études d’évaluation terrain de ce ¢es été menées sur des bovins et des
buffles expérimentalement et naturellement infeg#sM. bovis (Rothel J.Set al, 1990 ;
Wood P.Ret al, 1990b et 1991). Elles ont permis d'aboutir eolmmercialisation de kits de
dosage d'IFM par méthode ELISA en « sandwich ».

Ainsi, le laboratoire BiosourceBélgiqug commercialise le test « Bovine IFEEASIA™ »
(distribué en France par CliniSciences). Le lalwrat Biocor Commonwealth Serum
Laboratories (CSL), Australjecommercialisait le test Bovigdhtle 1988 & 2005. Désormais,

ce test est distribué par la société suisse Paddistribué en France par AES).

1.2.1.2.3. Le test IFN Bovigan®

111.2.1.2.3.1. Principe du test Bovigdm

Le test Bovigarfi est un test sanguin de dosage dyfdour le diagnostic rapide de la Th
pour les bovins, ovins, caprins et autres boviéés que les buffles (Cf. Notice, site web
[13]).
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— Il existe des tests pour les primates non huméRrimagarfi), pour les cervidés
(Cervigan?), pour les humains (Quantifefdet Quantiferon Goft). —

Le test Bovigafi permet donc de déceler I'infectionM. bovis chez les bovins, ovins,
caprins et autres bovidés, par la détection deddyztion d’'IFNy dans le plasma, apres mise
en évidence de la réponse immunitaire a meédiateilaire, résultant de I'exposition du
sang total a des tuberculines bovines (Wood P.Boregs S.L., 2001).

111.2.1.2.3.2. Méthode Bovigafh

Le test Bovigafi comporte donc deux phases: la stimulation cetielagn particulier
lymphocytaire, par incubation des prélevements @wasgavec des Ag spécifiques puis, le
dosage d'IFN libéré dans chaque plasma, par la méthode ELISA sandwich » basée sur
des anticorps monoclonaux spécifiques de KM€vin (mais aussi ovins, caprins et autres
bovidés) (mode opératoire, cf. Annexe VII). Cesamps ne reconnaissent pas les {res
porcins, des cervidés et de 'Homme (Wood ReRal, 1990ab ; Rothel J.&t al, 1990 ;
Wood P.R. et Jones S.L., 2001).

L'étape de stimulation lymphocytaire requiert unnmmum de 5 ml de sang collectés et

homogénéisés dans un tube contenant de I'hépaniegagulant).

De plus, pour étre valable, ce test doit étreenigeuvre sur des prélevements sanguins pour
lesquels les lymphocytes sont encore viables ealdap de réagir en produisant, le cas
échéant de I'lIFN.

Ainsi, la notice du kit Bovigafhpréconise de conserver le tube de sang & une tampde
22°C = 5°C (température ambiante) et, de réalsestimulation cellulaire au maximum 30 h
aprées la prise de sang sur I'animal, si une IDTéappliquée entre 3 et 30 jours avant le
prelévement sanguin. Ce délai maximum est rédBithasi une aucune IDT n’a été réalisée

entre 3 et 30 jours avant la prise de sang (RdtReét al, 1992).

En Grande Bretagne (GB), Nouvelle Zélande (NZ)ut Btats-Unis d’Amérique (EUA), le

délai maximal est de 24 h aprés une I[Ryan T.J., Buddle B.M. et De Lisle G.W., 2000
(NZ : un délai de 28 h n’entraine aucun effet sarsensibilité et la spécificité du test)
Vordermeier H.M. et Ewer K., 200§&B)).

Néanmoins, Wood P.Rt al.en 1991, annoncaient un temps limite de 12 h éatpgise de

sang et le début de I'analyse.
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De plus, certains auteurs recommandent un délaimadde 8 h pour éviter une baisse de
sensibilité du test [Rothel J.8t al. en 1992(Australie : baisse de 30 % des valeurs de
densité optigue (DO) obtenues a 24 Honzalez Llamazares O.8t. al, 1999b et Aranaz A.

et al, 2006 (Espagne : recommandation 8;WVhipple D.L.et al, 2001(EUA : diminution
des valeurs de DO entre 2 h et 24 h en cas de pphieation d’IDS récentefsormley E.et

al., 2004 et 200%Irlande : chute des valeurs de DO a 24 IQagiola M.et al, 2004 (ltalie :
recommandation 8-10 h)Schiller I.et al, 2009)].

La probabilité qu’'un échantillon sanguin positif EiNy analysé 8 h apres la prise de sang
(PS+8 h) reste positif a PS+24 h, dépend de l'ang®i de la réponse au test a PS+8 h
(Gormley E.et al. en 2005 : 76 % des animaux positifs en IDT et ENyla 8 h restent
positifs en IFNy & 24 h) (Waters W.Ret al, 2007).

111.2.1.2.3.3. Conditions d'utilisation du test Bgam®

Selon les indications décrites dans la noticeesée Bovigar est proposé pour un usage apres
une IDT. Le test IFM est alors utilisé comme test de confirmation detiéns positives et

négatives entre 3 et 30 jours apres I'applicatefl®T chez I'animal.

111.2.1.2.3.4. Interprétation des résultats du Besvigant

Avant de procéder a l'interprétation des résultids échantillons, le bon déroulement de
'analyse (« run » ELISA) doit étre controlé parviérification des résultats obtenus pour les

témoins positif (TP) et négatif (TN) analysés epléx.

En effet, le TP (présence d’IFNecombinant) permet de confirmer que les Ac drliyl de
capture sont bien fixés au fond du puits, mais iaqas les Ac anti-IFM traceurs sont
marqués par 'enzymeeroxidase de raifor{HRP). Le TN (absence d’'IRN permet de
s’assurer de I'absence de fixation non spécifiqeeAl anti-IFNy marqués a la HRP.

Ainsi, pour valider I'analyse ELISA (par plaque EA), les valeurs moyennes de DO
(moyenne des 3 valeurs de DO) obtenues pour cesirtgnrdoivent répondre aux criteres
suivants :

Pour le TN: D@y < 0,130 et dTN < 0,04dTN : écart entre les 3 valeurs de DO de TN
(moyenne des DO désplicats de TN)).

Pour le TP : D@ > 0,700 et CVp< 30 %[(CV+p: coefficient de variation de TP), les DO des
triplicats de TP ne doivent pas varier de plus de 30 % dealasorbance moyenne (B<).
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Aprés la validation de la série d’analyses par tlgoins, les résultats des échantillons
peuvent étre interprétés. L'interprétation du ®evigant est basée sur le méme principe
gue celui de I'IDC. En effet, il s’agit de compaltes réponses en IRNobtenues pour les
deux Ag tuberculeux, PPDB et PPDA. En raison d’paenté plus grande d& aviumavec

M. avium paratuberculosiset diverses mycobactéries atypiques qu'avec lesilldm
tuberculeux bovins (et humains), I'exposition a ungcobactérie atypique ol. avium
paratuberculosigréalable au test se traduira par une réponséNnplus intense a PPDA
gu'a PPDB et inversement pour une exposition amyeobactérie du MTBC (Wood P.R. et
Rothel J.S., 1994 ; Bénet J.J., 2008).

Néanmoins, il arrive qu’une réponse positive a PRRBcompagne d’'une réponse positive a
PPDA mais généralement de moindre intensité (@actroisée) dans le cas de double
contamination pak. boviset M. aviumou parM. bovisetune mycobactérie atypique (Wood
P.R., Corner L.A. et Plackett P., 1990 ; Wood RtiRothel J.S., 1994).

Comme chaque échantillon est analysé en doublendgennes des deux valeurs de DO du
PBS phosphate buffer salinaoté N), de PPDB et de PPDA sont calculées poaqud
échantillon.

Ainsi, un échantillon est considéré comme positistjue la valeur de DO obtenue a I'issu du
calcul « DQppg — DOpppa » €St supérieure ou égale a 0,1 et que la vakeld@ obtenue a
l'issu du calcul « D@pg— DOy » est supérieure ou égale a 0,1 (Wood P.R. andeRd1S.,
1994) (Tableau 1.1.2). Un résultat positif a ce tedique donc la présence d’'une infection a

M. bovischez I'animal testé.

Tableau I.1.2.Critéres d'interprétation des résultats du test.

Criteres Interprétation

(la DO correspond a la moyenne des 2 DO obtenud¢ des résultats
DOppDB_ DOPPDAZ 0,1et DQPDB_ DONZ 0,1 POSITIF
DOpppg— DOpppa< 0,1 NEGATIF
DOpppg—DO\< 0,1 NEGATIF

Cependant, la littérature montre que le criteratdiprétation des résultats du test yRd¢ut
étre adapté aux conditions d’application. Ainsiskuil de positivité peut étre ajusté pour
augmenter les performances du test, c'est-a-dine giatenir une valeur élevée en sensibilité
ou en spécificité, selon la situation épidémiologiqencontrée (Wood P.Rt al, 1991 et
1992 ; Ryan T.J., Buddle B.M. et De Lisle G.W., @QQ.auzi S.et al, 2000 ; Wood P.R. et
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Jones S.L., 2001 ; Buddle B.Mt al, 2001 ; Walravens Ket al, 2002 ; Gormley E., 2005 ;
Buddle B.M., Livingstone P.G. et De Lisle G.W., 200De méme, d’autres modes de calcul
pour l'interprétation des résultats du test JHdeuvent étre utilisés (Wood P.&.al, 1991 ;
Whipple D.L.et al, 1995 ; Gutiérrez Met al, 1998 ; Ryan T.J., Buddle B.M. et De Lisle
G.W., 2000 ; Lauzi Set al, 2000 ; Walravens Ket al, 2002 ; Olsen let al, 2005 ; Aranaz
A. et al, 2006).

111.2.1.2.3.5. Avantages du test Bovig&m

Comme pour I'IDT, le test IF) basé sur la réponse immunitaire a médiation legidy
permet la détection précoce de l'infection. Tougefta réponse est développée (production
importante d’'IFN) plus précocement que celle détectable en IDT{ epni une a cing
semaines aprées l'infection (trois a six semainas pes IDT), (Figure 1.1.8), (Neill S.Det

al., 1994a ; Buddle B.Met al, 1995 ; Wood P.R. et Jones S.L., 2001 ; GormlegtEal,
2005 ; Pollock J.M., Welsh M.D. et McNair J., 2005e la Rua-Domenech Rt al, 2006b ;
Coad M.et al, 2008).

Eéponse immune

Temps
Augmentation de la charge bactérienne
Arerotzzement du degré pathologique \

e T3t IFNV-'[
mmm—— DT

Eéponse cellulare

cearnseen. L ESES sérologiques | Réponse humorale

Figure 1.1.8. Représentation graphique du spectre des répoatesiggiques et immunitaires a
médiation cellulaire (aux tests IkNt IDT) et a médiation humorale (aux tests séiglogg) du bétail
infecté paM. bovis(d’aprés De la Rua-Domenech&.al, 2006b).
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Le test IFN est généralement considéré comme au moins aussbkeque I'IDS et plus
sensible que I'IDC (Tableau 1.1.3), (Wood PdRal, 1991 et 2001; De la Rua-Domenech R.
et al, 2006 ; Coad Met al, 2008). En effet, il a été amplement montré quiese IFN' peut
détecter une importante proportion d’animaux irdsaton-détectés par IDT (Neill S.&t.al,
1994a ; Pollock J.Met al, 2001 ; Vordermeier H.Met al, 2006ab ; De la Rua-Domenech R.
et al, 2006a). Ceci résulte principalement du fait gp&rmet de déceler I'infection plus tot
que I'IDT (Pollock J.M., Welsh M.D. et McNair J.0@5 ; De la Rua-Domenech Bt al,
2006a).

Comme pour I'IDC, I'évaluation comparée de la ré@actaux tuberculines, PPDA et PPDB
pour le test IFN permet genéralement de faire la différence avecsimple exposition a une
mycobactérie environnementale et améliore la sipééif(bien que faible en apparence (De la
Rua-Domenech Ret al, 2006a)) par rapport a I'DS (Wood P.R. et RothkeSs.,
1994 ; Buddle B.Met al, 1995 ; Bénet J.J., 2008). De méme, il permetitiérencier les
animaux vaccinés contre la paratuberculose avedD@epositive, des animaux présentant
une Tb (Buddle B.Met al, 2003).

En outre, la flexibilité inhérente du critere dénprétation du test IFNconstitue un bénéfice
majeur puisque l'interprétation du test peut étdaphee a la situation épidémiologique
rencontrée. Ainsi, dans le cas de programme d'éatidn dans des zones a prévalence élevée
en Tb ou méme, dans le cas seulement de cheptgiecdés de Th, la valeur du seull
décisionnel (de positivité) du test IFlpeut étre ajustée pour améliorer la sensibilitdedil

(et aboutir & une meilleure détection des animanfi&ctés), sans toutefois trop réduire sa
spécificité (Buddle B.Met al, 2001 ; Wood P.R. et Jones S.L., 2001 ; GormlegtEl,
2005).

Par ailleurs, la réalisation du test H-Mst trois fois plus rapide (résultat obtenu enpan

plus de 24 h minimum) que les IDT (minimum 72 h).

De plus, sa réalisation et son interprétation gataboratoire le rendent indépendant des
acteurs du terrain (ce qui permet d’éviter lesdemy par exemple).

En effet, la réaction immunitaire est objectivememgsurée en laboratoire par DO alors que
la lecture de I'IDS est faite sur I'animal, générakent de fagcon subjective (visuel, palpation),
et celle de I'IDC de maniéere quantitative par meglur pli de peau au cutimetre.

Il suffit également d’'une seule visite sur I'expétion (pour réaliser la prise de sang) alors

gue I'IDT en nécessite deux (pour sa réalisatiola écture du résultat). L'utilisation du test
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IFNy permet aussi de réduire les problemes pratiquesci#gs aux IDT (contention des
animaux) qui contribuent a une sous-détection desaux infectés.

Enfin, a la différence de I'IDT qui nécessite l'aihistration d’Ag chez I'animal, ce qui
compromet son systeme immunitaire pendant plus diors, le test IFM qui nécessite un
simple prélevement de sang de l'animal, n’interfeas avec son systeme immunitaire
(Rothel J.Set al, 1990). Ainsi, contrairement aux IDT, il peut étemouvelé a de multiples
reprises et sans délai d’attente entre deux exarRansexemple, en présence de résultat
douteux, on peut retester plus rapidement I'anifat.conséquent, la réalisation du testyFN
permet un gain de temps dans la procédure de diigrde la Th puisque ce test peut étre
réalisé pour confirmer le résultat positif d'uneSBans délai d’attente, alors qu’un délai de 6-
8 semaines est requis pour une confirmation par(dQune seconde IDS).

111.2.1.2.3.6. Les limites du test Bovig&m

L’'un des inconvénients majeurs du test Jrddnventionnel (basé sur les PPD) est que son
colt est élevé bien gu’il ne nécessite qu’'une segite du vétérinaire sanitaire. De plus, sa
spécificité apparente est faible (De la Rua-Domlkeriecet al, 2006a). En effet, la valeur
meédiane de la spécificité du test bkt estimée a 96,6 % ([85,0 - 99,6] %) selon CRuUa-
Domenech Ret al. (2006a) (étude de Vordermeier H.Mt al, 2006ab). Elle est donc
relativement basse par rapport a celle de I'IDC egti estimée a 99,5 % selon De la Rua-
Domenech Ret al. (2006a).

Toutefois, l'utilisation d'immunogenes spécifiquda MTBC, tels que ESAT6 et CFP10
(culture filtrate protein,protéine de 10 kDa) permettent d’augmenter la iSpéé du test
IFNy (Cf. 11.1.2.4.3).

Néanmoins, il a été montré qu’une faible proportanimaux contaminés pavl. bovis
réagit aux IDT mais pas au test fFPollock J.M., Welsh M.D. et McNair J., 2005).

Par ailleurs, les conditions de prélevement sangsiin tube hépariné a homogénéiser) et
d’acheminement au laboratoire (température et @étaspecter) sont contraignantes car elles
doivent permettre de maintenir la viabilité des @i seront mis en contact avec les Ag

guelques heures au maximum apres le prélévement.

Concernant I'étape de stimulation cellulaire, lstt8ovigan? n'intégre pas de contrdle
positif de la réaction d'activation des LT, pouttandispensable a linterprétation des

résultats. En effet, la libération d’'IfFNest inhibée par des immunosuppresseurs tels que le
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cortisol, glucocorticoide naturel qui est libéré r@ponse a un stress [notamment chez les
bovinés sauvages (camarguais par exemple)] ou aktisostéroides qui sont administrés
pour traiter des inflammations (dexaméthasone) f(Gd.S.L., 1996). Ces
immunosuppresseurs entrainent temporairement umenwtion significative, voire une
absence, de réceptivité aux IDT (réduction de héte de la réaction cutanée) et de
production d’'IFN chez les animaux infectés (Doherty Met.al, 1996 ; Wood P.R. et Jones
S.L., 2001 ; Gormley Eet al, 2005).

Or, [lutilisation dun super-Ag non spécifigue (mgene) permet dévaluer
immunocompétence d’'un animal infecté ou non-itdecc'est-a-dire la capacité des LT,
présents dans son échantillon sanguin, a prodaitéFiNy (réponse T non spécifique).

Parmi les glycoprotéines connues pour étre de g@lissimmunogénes (mitogenes), la
littérature décrit l'utilisation de la concanavainrA (conA), du « pokeweed mitogen »
(PWM), de I'entérotoxine staphylococcique B (SEBR)aatir deStaphylococcus aureude la
phytohémagglutinine P (PHAP) (Stabel J.R., 1996an \Pinxteren L.A.Het al, 2000 ;
Jungersen Get al, 2002 ; Aagaard Get al, 2006 ; Aranaz Aet al, 2006 ; Waters W.Ret
al., 2007 ; Coad Met al, 2008 ; Schiller let al, 2009).

[11.2.1.2.4. Applications du test IFN

[11.2.1.2.4.1.Applications du test IFiNbasé sur les PPD

Les essais terrains initiaux du test {Fbht été réalisés en Australie entre 1989 et 1380 p
Rothel J.S., Wood P.Ret al, en combinaison avec I'IDS réalisée au pli sousdah (Rothel
J.S.et al, 1990 ; Wood P.Ret al, 1991).

L’étude de la sensibilité de I'IDS et du test &l été évaluée sur 6264 bovins et 490 buffles
issus de cheptels infectés. Ainsi, ils ont montré kg test IFN était plus sensible [76,8 % a
93,6 % selon le critere appligué pour linterprétat des résultatgsoit 80,8 % pour
l'interprétation standard d’un résultat positif BiOpppg-DON>0,5 et DQyppg>DOppps)] que
I'IDS (65,6 %) pour le diagnostic de la Th.

L’étude de la spécificité du test IFNa été évaluée sur 6337 bovins issus de cheptels
indemnes depuis au moins 5 ans. lls ont montréeggait que le test IKNétait moins
spécifique (96,2 % a 98,1 % selon le critere ap@jcggue I'IDS (98,8 %, valeur connue en
Australie) pour le diagnostic de la Tb (Wood PeRal, 1991, 1994 et 2001).
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En 1991, ce test a donc été accrédité par le coenitéharge de I'agriculture en Australie
comme méthode officielle de diagnostic de la Thsdenpays (Wood P.R. et Jones S.L.,
2001).

Ensuite, la méthode de dosage d{Fhlété testée dans de nombreux pays du monde (EUA,
NZ, Brésil, Espagne, Irlande du Nord, Italie, Rouiea...) généralement en paralléle avec
les IDT, en particulier 'IDS (Wood P.R. et Joned..S2001 ; Vordermeier H.Met al,
2006ab ; Cf. Tableau 1.1.3 récapitulatif ).

Ce test a été approuvé en Nouvelle Zélande comntieod® officielle de diagnostic de la Tb
a la fin des années 199Pour des animaux avec une IDS positive et lorsulgpicion de
réaction non-spécifique) et il a été formellemesdonnu en 2002 par I'Union Européenne
comme test supplémentaire pour une utilisation aallgle aux IDT (De la Rua-Domenech
R.et al, 2006a).

Selon I'étude relative a [I'évaluation terrain dusttedans plusieurs pays depuis sa
commercialisation, réalisée par Wood P.R. et J&ksen 2001, plus de 200 000 animaux
avaient été testeés et la sensibilité du testyli7htiait de 81,8 % a 100 % (confirmation de Th
par culture) et sa spécificité entre 94 % et 100 %.

En 2006, Vordermeier H.M. et Ewer K. ont fait ungra évaluation et ont estimé les valeurs
médianes des sensibilités respectives de I'IDS guus-caudal et encolure confondus) et de
'IFNy a 77,7 % et 88,4 %. La valeur médiane de la dp@éifde I'IlFNy est estimée a
96,6 %.

De plus, la stratégie qui consiste a utiliser I'lBSI'IFNy en parallele permet selon Wood
P.R. et ses collegues en 1991, d’augmenter lalsktésglobale a 95,2 % (soit 93,6 % pour
'IFNy seul et 65,6 % pour I'IDS seule). L'effet des I@Tété largement décrit dans la

littérature (Cf. Paragraphe suivant).

Néanmoins, le fait que la spécificité apparentetad Bovigarf soit faible et que son codt
soit éleve, constitue un frein a l'utilisation dest pour le dépistage en masse de la Tbh dans
des régions a faible prévalence de Tb (risque tti@bae nombreux animaux indemnes)
(Buddle B.M.et al, 2001 ; De la Rua-Domenech &.al, 2006a).

-79 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

Tableau I.1.3.Résultats exposés par plusieurs auteurs, condatearetudes de sensibilité (Se) et /ou
de spécificité (Sp), obtenus pour les IDT, le tEdty (basé sur PPD) aprés une IDT (IDT & HHMNu
indépendamment de I'IDS (test IFNet les tests sérologiques.

IDT * TestIFNy? | IDT *& IFNy? | Tests sérologiques

SeouSp en
polurcclentage Se Sp Se Sp Se Sp Se Sp
selon I'étude
Wood P.R.et
al., 1991
(Australie)
Wood P.R.et . . ELISA -Ag | ELISA -Ag
al., 1992 et | eS| 8L | e91| - _ MPB70: | MPBT70:
(Australie) ' ' 18,1 96,4
Whipple D.L. . [55,4-
etal, 1005 [ ‘o2 | - o71] | - | 0.7 _ _ _
(EUA) ' 73,0
Gutiérrez M. ELISA -Ag | ELISA -Ag
et al, 1998 IDC : IDC : PPDB : PPDB :
(Espagne)sur | 837 | 100 | 837 | 96 ] 958 9 | 54900 | 8800
des caprins 88,6(J15) | 95,8(J15)
Gonzalez
Llamazares
O.R.etal,
1999b
(Espagne)
Lauzi S.et al, 88,8
2000 - - - (avant - - — —
(Italie) IDC)
Ryan T.J. et
al,2000(N2) |~ - - - 20 93 - -
Cagiola M. et
al., 2004 =
(Italie)
Goodchild A.,
2004(données| 65,0¢ - 70,0% | — 88,0% — — —
non publiées)
Gormley E.et| IDC: IDC :
al., 2005 74°R | 99 gk
Vordermeier
H.M. et al,
2006b
(GB)
Schiller I. et
al., 2009
Marassi C.D. 74.300) | 86.7(7i)

etal, 2010 — — 91,4 86,7 ) ‘ _ _
(Brésil) 71,41) | 80(21j)

Légende :

1: Utilisation de différents critéres d’interprétatides résultats : une seule méthode mais plusieurs
seuils ;2 : Utilisation de différents critéres d'interprétatides résultats utilisés : plusieurs méthodes
et seuils ou « cut off »d : selon les critéres d'interprétation du distributeti: données également
extraites des articles de Vordermeier éflal, 2006ab =~ : pas de donnéedDS couIDT c: «C »

pour « au pli sous-caudal »J0: ELISA basée sur un Ag PPDB, réalisée le jour dgeltion de
tuberculines (IDC) J15: ELISA basée sur un Ag PPDB, réalisée 15 jourssaliiéC ; Réf. : Valeur

de référence rapportéd&R : Interprétation sévére du résultat.

IDSc: | 98,8

65,6 (Rer) | 936 | 981 ] 952* _ _ 3

IDC :

80,2 - 849 | — 92,9 - — -

IDC :

98 | — | 93| - - - -

88 95 93 — = -

77,7 88,3 96,6

— — 90,9 96,5 — — — —
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[11.2.1.2.4.2. Les effets de I'IDT sur le test IFN

» Les effets de I'IDS sur le test IFN

Il a été démontré que la réalisation récente dllii avant le prélevement sanguin, pouvait
modifier le résultat du test IRN(Tableau 1.1.3). En effet, de nombreux articlestént de
I'effet « booster » (activateur) de la réponse BNyl & partir du $"jour suivant I'injection

de tuberculines PPDB et uniquement chez des baviestés (Schiller ket al, 2010). Selon
Rothel J.S. et ses collegues (Australie, 1992)tecatponse en IFN augmente
progressivement entre 3 et 5 jours apres I'IDSplasous-caudal).

Aux EUA, Palmer M.V. et ses collaborateurs (200&a)observé I'effet booster de I'IDS (au
pli sous-caudal) entre 3 et 7 jours apres l'inttiDe méme, Whipple D.L. et ses collegues
(2001, EUA) ont démontré un effet « booster » H23’ (au pli sous-caudal) sur la réponse en
IFNy & partir du 3" jour jusqu’au 28" jour aprés l'injection. Ils ont remarqué également
qu'au 3™ jour, la DO était plus élevée aprés un délai dé htre la prise de sang et la
stimulation cellulaire (PS + 24 h) qu'a PS + 2 m Elande, Gormley E. et ses collegues
(2004) ont également observé une absorbance pmwg&ella PS+24h qua PS+8h.
Néanmoins, en NZ, Ryan T.J., Buddle B.M. et Ded.i€.W. (2000) ont montré que la
sensibilité et la spécificité du test IFNv’étaient pas affectées par un délai de PS + 28 h,

lorsque le test est réalisé entre 8 et 28 jourssafiDS.

Ainsi, selon ces auteurs, le bénéfice de cet effieposter » sur le test Bovig&nest que
'exposition des échantillons sanguins aux PPD piwe retardée jusqu’au jour suivant
I'injection sans réduire la sensibilité du test ptadétection de la Tb. (Ryan T.J., Buddle
B.M. et De Lisle G.W., 2000 ; Whipple D.let al, 2001 ; Wood P.R. et Jones S.L., 2001,
Gormley E.et al, 2004 ; Coad Met al, 2007).

> Les effets de I'IDC sur le test IFNy

Au contraire, d’autres auteurs ont montré qu’'un€ ligduisait significativement la capacité
de réponse a une seconde IDC 7 jours apres la¢meadors que la production en K-hez
des bovins infectés n’était pas affectée (Dohertly. Mt al, 1995).

Gormley E. (2004), Coad M. (GB, 2007) et leurs aodirateurs respectifs ont montré
eégalement, a partir d'études sur des animaux rkoment infectés paM. bovis que
linterprétation du résultat du test Bovigdméalisé 3 jours aprés une IDC (au pli sous-
caudal) ne compromet pas le diagnostic d’animadgctds. De plus, Coad M. et ses

collegues ont remarqué que la conservation de didillon sanguin 24 h avant I'analyse
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n'entraine pas une diminution de la production MY¥F Néanmoins, des réductions de
I'absorbance (0, 3 ou 10 jours apféiSC) sont observées a PS + 24 h avant 'analgssgque
le mélange d’Ag ESAT6 et CFP10, est utilisé a &cpldes PPD.

Néanmoins, ces résultats ont été controversésepairts auteurs comme Whelan A.O. et ses
collaborateurs (GB, 2004). En effet, les auteurst omontré chez des animaux
expérimentalement infectés, une diminution de babance (réponse en IFNa PPDB et
PPDA) 3 jours apres I'IDC, accentuée par une coas@n de I'échantillon sanguin 24 h
avant I'analyse (par rapport a PS + 8 h). Toutefoida n’affecte pas l'interprétation du test
Bovigant (basé sur les PPD) alors qu'une réduction du taendétection des animaux
infectés a pu étre observée si 'ESAT6, seul ouméhange avec du CFP10, est utilisé a la

place des PPD.

De plus, Marassi C.D., Medeiros L. et Lilenbaum Y2010, Brésil) ont montré une
diminution de la sensibilité du test IFNealisé entre 7 (74,3 %) et 21 jours (71 ,4 Y%eapr
I'DC.

Thom M.L. et ses collegues (GB, 2006) ont égalememharqué, chez des veaux
expérimentalement infectés, que seules les répoesed~Ny aux PPDA augmentaient
rapidement 7 jours apres I'IDC. Cet effet « boostesélectif de la réponse a PPDA peut
masquer le diagnostic de l'infection par le tesviBan® (De la Rua-Domenech Rt al,
2006a).

Par ailleurs, Lauzi S. et ses collegues (Itali€@@@®nt montré I'absence d’effet « booster »
de I'IDC sur I'analyse d’'IFN réalisée sur des animaux indemnes. En effetpti®btenu une
spécificité du test Bovigafnde 88,8 % lorsque la prise de sang pour 'analySiyl) est
réalisée juste avant I'IDC. Puis, une seconde aealFN\y (IFNy2) est réalisée moins de
60 jours apres I'IDC (et I'IFML1) sur les animaux positifs ou douteux en yEN11,2 %).
Seulement 0,5 % des animaux restent positifs &lyBspécificité d'IFN2 a 95,4 %).

Au contraire, Marassi C.D., Medeiros L. et LilenbaWw. (2010) ont montré une diminution
de la spécificité du test IRNéalisé entre 7 jours (86,7 %) et 21 jours (8Cafwes I'IDC.

En résumé, I'IDS (au pli sous-caudal) peut « baostées réponses en IFNchez des
animaux infectés pavl. bovis De plus, la prise de sang pour le testyféut étre réalisée
3 jours apres I'application de I'IDS sans comprdneele résultat du tesf contrarig I'IDC

ne semble pas stimuler de maniére significativeegatoduction en IFNchez des animaux
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naturellement infectés. Néanmoins, des résultatsadictoires ont été présentés par d’autres
auteurs, dans le cas d’animaux expérimentaleméstdtés. En effet, les auteurs suggerent de
réaliser le test IFfNdans les 7 jours suivants I'IDC (Wood P.R. et 3084 ., 2001 ; Gormley
E.etal, 2005 ; De la Rua Domenechdt.al, 2006a).

En outre, selon certains auteurs, I'analyseylENez le bétail ne serait pas influencée par des
applications multiples d’IDT. Cependant, ces inmts répétées de tuberculines meneraient a
une désensibilisation des animaux naturellemergciéé (Thom Met al, 2004 ; Rangen
S.A.etal, 2009 ; Coad Met al, 2010 ; Schiller let al, 2010).

Enfin, aucun effet « booster » des IDT n’a été emsvidence chez des animaux indemnes.

[11.2.1.2.4.3. Utilisation d’Ag immunodominants SAT6/CFP10

Les Ag spécifiques tels ESAT6 et CFP10 sont desgrmgulierement employés pour le test
IFNy. Utilisés a la place des PPD, ils permettent diaewfer la spécificité du test (mais
diminuent la sensibilité) et s’avérent donc utiliess le contexte de réactions non spécifiques
en réponses aux PPD (Tableau 1.1.4) (Pollock JtMnéersen P., 1997 ; Andersend®al,
2000 ; Pollock J.Met al, 2000 ; Rhodes S.&t al, 2000b ; Buddle B.Met al, 2001 et
2003 ; Wood P.R. et Jones S.L., 2001 ; Aagaaret@l, 2006 ; De la Rua-Domenech &.

al., 2006a).

De plus, l'utilisation des Ag ESAT6 et CFP10 poaitést IFNy permet de discriminen vitro

les animaux vaccinés pit. bovisBCG, des animaux infectés pdr bovis(Buddle B.M.et
al., 1999 et 2001; Van Pinxteren L.A.Et al, 2000 ; Vordermeier H.Met al, 2001 ; Wood
P.R. et Jones S.L., 2001).

En effet, 'Ag ESAT6 (identifié par Andersen A.Bt al, 1995 et caractérisé par Sorrensen
A.L. et al, 1995) et 'Ag CFP10 (identifié par Berthet F.&t. al, 1998) sont codés par des
genes présenttans le génome dd. boviset M. tuberculosismais absent du génome lde
bovis BCG et de la plupart des mycobactéries environnéstes (Harboe Met al, 1996 ;
Pollock J.M. et Andersen P., 1997 ; Buddle BaW¥lal, 2001 ; De la Rua-Domenech &.al,
2006a). Ainsi, des séquences homologues a ESATEBF&X10 ont été définies pouv.
kansasii,M. marinumet M. szulgai(Sorrensen A.Let al, 1995 ; Harboe Met al, 1996 ;
Pollock J.M. et Andersen P., 1997 ; AnderseneP.al, 2000) ainsi que récemment
M. ryadhensdVan Ingen Jet al, 2009ab).

ESATG6 et CFP10 ont été identifiés comme des cimlagures des LT d’animaux infectés par

M. boviset donc comme des Ag immunodominants pour stimualastro les réponses en
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IFNy (Ag prédominants au déebut de I'infection) (AndergeB. et al, 1995 ; Harboe Met
al., 1996 ; Pollock J.M. et Andersen P., 1997 ; Rhdsl€3. et al, 2000ab ; Buddle B.Met
al., 2001).

Ces Ag immunodominants sont utilisés sous formprde&éines recombinantes (Pollock J.M.
et Andersen P., 1997 ; Buddle B.Mt al, 1999 et 2003 ; Rhodes S.&.al, 2000b ; Pollock
J.M. et al, 2000 et 2003 ; Van Pinxteren L.A.ldt al, 2000 ; Waters W.Ret al, 2004 ;
Olsen I. et al, 2005 ; Aggerbeck H. et Madsen S.M., 2006 ; Aagia@r et al, 2006 ;
Weldingh K. et Andersen P., 2008) ou de peptidesytghése (Vordermeier H.Met al,
2001 et 2006a ; Buddle B.Mt al, 2003 ; Cockle P.&t al, 2006 ; Coad Met al, 2008).

Selon Pollock J.M. et Andersen P. en 1997, l'utien d’ESAT6 peut permettre aussi
d’abaisser les seuils de positivité du testyfdur augmenter la sensibilité par rapport aux

PPD et garder un niveau acceptable de spécificité.

En outre, Van Pinxteren L.A.H. (2000), VordermdieM. (2001 et 2006ab), Buddle B.M.
(2003), Cockle P.J. [200@uytilisation d’Ag immunodominants spécifiques sepmntaired)
Aaggaard C. (2006), Coad M. (2008) et leurs collatsurs respectifs ont démontré que
I'utilisation en mélange des Ag ESAT6 et CFP10 pedteit d’améliorer (d’autant plus qu’en
individuel) la spécificité de I'immunodiagnostin vitro de la Th (Tableau 1.1.4). Waters
W.R. et ses colléegues (2004) ont également montéeng protéine recombinante, issue de la
fusion entre ESAT6 et CFP10, n’induit pas de répas IFN pour des animaux sensibilisés
par M. aviumou parM. aviumsubsp.paratuberculosisalors que les PPD entrainent des
réactions (faussement positives) pour ces animBax.contre, cette protéine recombinante
induit une réponse égale a celle induite par |d3 ez des bovins infectés pdr bovis

De plus, les résultats des travaux d’Ewer K. expgsd Coad M. et ses collegues (2008) ont
montré que linclusion du cocktail ESAT6-CFP10 (jniau test IFN conventionnel
(Bovigant”) permettait d’augmenter sa sensibilité (estiméearir des résultats positifs en

PPD ou mix) ou sa spécificité (évaluée a partirrdssltats négatifs en PPD et mix).

Toutefois, dans le cas d’infection pM. kansasii[Waters W.R.et al, 2006 (EUA);
Vordermeier H.M.et al, 2007 (GB) ; Buddle B.M., Livingstone P.G. et D&sle G.W.,
2009 (N2) ; Houlihan Met al, 2010 (GB)] ouM. marinumou M. szulgaj des réponseis
vitro & ESAT6 et/ou CFP10 peuvent étre confondues aa®céhctions observées dans le cas
d’infection aM. bovis Ce test ne permet donc pas de distinguer unetiofea M. bovis

d’'une sensibilisation a une des mycobactéries atypiques.

-84 -



PARTIE | — Chapitre 1 : La Tuberculose bovine

Par ailleurs, des réactions non-spécifiques a iosrtAg spécifiques du MTBC comme
ESATG6, observées chez des jeunes animaux indenmiedt@® rapportées dans les travaux
d’'Olsen I. et ses collaborateurs (2005). Ceci esbablement le résultat d’'une production
innée d’'IFN par les cellules NK du sang périphérique stimuiéeastro par ces Ag (Olsen I.
et al, 2005 ; De la Rua-Domenech &.al, 2006a).

Tableau 1.1.4.Résultats exposés par plusieurs auteurs, condetesr@tudes de sensibilité (Se) et /ou
de spécificité (Sp), obtenus pour le test}Hdsé sur PPD, sur ESAT6 et CFP10 (en individuel et
en mélange), puis sur PPD et mélange peptidique.

ESAT6 & PPD et Mélange
Test IFNy basé PPD ESAT6 CFP10 CFFlO en (ESAT6 & CFP10)
sur ... Mélange
Se| Sp| Se | Sp| Se Se Se | Sp Se Sp
Pollock J.M.et
al.. 2000 89,3192,2| 76,3|99,2| - — = — = —
Vordermeier
H.M. etal, 2001| ~— - - - - - 77,9 100 - -
Buddle B.M.et
al., 2001 94 [ 94 | 84 | 100 = — = — = —
Buddle B.M.et 95 74 _ _ _ _ 89 93 _ _

al., 2003 et 2009
Aagaard Cet al,

2006
Vordermeier M. 94,6*
etEwerk,2006| = [2®7] = | = | - = |~ %90 = | oo
Cockle P.Jet al,

2006 84,5( 93 = — — — 91,4| 98 = —

Coad M.et al.
' 70* 81,2*
2008 65 | 85,7 — - = - 55 | 94,2 SOk 98,7+

(données Ewer K.
* Résultats PPD ou mélange peptidique (ESAT6 & CFRiO(R)) : PPIR ; ** : Résultats PPD et
ESAT6 & CFP10 (R) : PPDR;—: pas de données.

Pour conclure, méme si ESAT6 et CFP10 sont réguhient utilisés, des études a large

échelle concernant ces Ag font encore défaut.

D’aprés I'étude de Pollock J.M. et ses colleguedisée en 2003 a partir de bovins infectés
par M. bovis et de bovins sensibilisés par des mycobactériggoemementales, ESAT6
(avec une dose plus élevée que celle des PPD)mkute in vivo des réactions de type HSR
chez des bovins infectés pr bovis Ces auteurs ont obtenu une meilleure sensilpibté
I'IDT basée sur les PPD (86 % avec PPD et 82 % B®&T6) mais une meilleure spécificité
pour I'IDT basée sur 'ESAT6 (100 % avec ESAT6 €% avec PPD). Van Pinxteren
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L.A.H. et ses collegues ont obtenu des résultatsbkdles en 2000 (utilisation des Ag
ESAT6 et CFP10 en mélange).

[11.2.2. La techniqgue PCR en temps réel pour Iglesticpost mortem

La technique PCR est une méthode d’amplification’ABN in vitro (Cf. Annexe VIII)

permettant la détection de quelques bactériestat gam échantillon biologique.

Elle présente un intérét fondamental dans le domdin diagnostic de la Tb car elle est
beaucoup plus rapide que la bactériologie (résulandus 48 heures/ plusieurs mois). De
plus, elle s’avére tres utile et efficace lorsgee prélevements ont été contaminés par la flore
de I'environnement et qu’ils sont inutilisablesa@iture. En effet, cette technique a servi a la
détection de nombreux organismes qui étaient ddfirent détectables par leséthodes
conventionnelles (Erlich H.Aet al, 1991). Par ailleurs, comme nous l'avons décrit
précédemment, la PCR permet également, d’identihlels rapidement (que les tests
enzymatiques) les souches isolées sur milieu dereu(Gonzalez Llamazares O.&. al,
1999a).

L’inconvénient de la PCR est qu'elle évalue la pree d’ADN et cela ne donne donc pas

d’'information sur la viabilité des agents détéectés.

[11.2.2.1. La PCR pour la recherche de Tb d’apeelittérature

La littérature montre que la méthode PCR est lagygremployée pour détecter les membres
de MTBC directement dans les tissus animaux (CGdrre, 1994 ; Liébana Eet al, 1995 ;
Wards B.J., Collins D.M. et De Lisle G.W., 1995¢e Braujo C.P.gt al, 2005 ; Zumarraga
M.J. et al, 2005 ; Hénault S., Karoui C. et Boschiroli M.RQO6 ; Shitaye J.Eet al, 2006 ;
Taylor G.M.et al., 2007 ; Cardoso M.Aet al, 2007 ; Parra Aet al, 2008). Néanmoins, la
spécificité et la sensibilité du test PCR reposeut d’abord sur le choix de la cible puis, sur
la qualité d’hybridation des amorces et de la sqpder les tests PCR basés sur des sondes)

avec la séguence sur I’ADN cible.

[11.2.2.1.1. Différentes cibles génétiques spéciéig du MTBC

Les cibles génétiques utilisées en PCR pour lactiétedes bactéries du MTBC sont tres

nombreuses.
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> Le genempb-7Q responsable de la production de la protéine s&&r#MPB70, est
considéré comme une cible spécifique et quantdiéibbhe seule copie dans tous les membres
du MTBC) pour la détection moléculaire du MTBC (Gms D., Wilton S. et Francis B.,
1991 ; Kusomoki Set al, 1992 ; Gonzales Llamazares @Ral, en 1999a ; Young J.S.,
Gormley E. et Wellington E.M.H., 2005).

De méme, MPB64 est une autre protéine sécrétééequal le genepb-64qui est présent
dans les membres du MTBC et cidzkansasiiHugues M.Set al, 2005).

» De plus, le gen®v0577 également désignéfp-32 codant pour une protéine de 32 kDa
du filtrat de culture, est strictement présent danses les bactéries du MTBC (Huard ReC.
al., 2003 a et b et 2006) ;

> Les éléements ADN mobiles répétés sont profuséméistes comme séquences cibles des
sondes ADN. Leurs applications concernent le diaggnodes maladies dues aux
mycobactéries mais aussi I'épidémiologie des mataitifectieuses (Dziadekel. al.,1998).

Parmi les éléments répétés, les séquences d'ms€gith) des mycobactéries sont souvent
utilisées comme cibles pour la méthode PCR, conamedntionne la littérature renvoyant a

cette thématique. Quelques-unes des IS les plusiesret utilisées sont décrites ci-apres.

= L’1S1081 est une séquence amplement utilisée. Elle a étdifide au nombre de
6 copies dans le génome Mebovispar Collins D.M. et Stephens D.M. en 1991. Cemnélét
multi-copie est aussi exclusivement présent damesdes espéces du MTBC (Van Soolingen
D. et al., 1992; Taylor G.Met al.,2007). Ce n’est donc pas un marqueur épidémialegiq
satisfaisant puisqu’il présente un nombre de cdpi@sogene entre les especes (Dziadek J.
al., 1998, 2000 et 2001). Selon Collins D.M. et SteghierM. en 1991 et Taylor G.Mt al.
en 2007, la PCR M[®81lest une bonne candidate pour détecter en routséntictions dues

aM. bovisou d’autres bactéries du MTBC a partir de nceuaphatiques ou d’autres tissus.

= L'IS990 caractérisée par Dziadek &t al. en 1998, est également spécifique de
MTBC, mais il ne semble étre pas un bon marqueusqgpil porte deux mutations avec
décalage du cadre de lecture. Néanmoins, selordékid, Sajduda A. et Borun M. en 2001,
les éléments IB81 et 1PI0 associés (multi-cibles ou duplex) peuvent constitune
alternative efficace a I'l&L10 pour le diagnostic de la tuberculose dans desnéiibas

clinigues humains.
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= L’IS1607 est présente en une seule copie dans les souehds tdberculosis M.
boviset M. bovisBCG. A la suite d’'une étude réalisée en 2000, @kal. eses collegues
ont pu conclure que I'I807 semblait spécifique de MTBC. Néanmoins, cet IStest peu

décrite dans la littérature.

= L’IS611Q initialement isolée d#&l. tuberculosispar Thierry D. et ses collaborateurs
en 1990, est retrouvée exclusivement dans le gédentaus les membres de MTBC (Thierry
D. et al., 1990 ab; McEvoy C.R.Eet al., 2007). La différence de position et de nombre de
copies d'IS est une source de polymorphisme (Haditladasselot M. et Durand B., 2004a).

La plupart des isolats d&l. bovis découverts, a révélé que son génome comprend
généralement moins de 5 copies @130et le plus souvent une seule cofff@n Soolingen

D. et al, 1991 et 1994 ; Haddad M., Masselot M. et Durand2B04a ; Zumarraga M.ét

al., 2005).

Actuellement, I''$110est I'un des marqueurs les plus utilisés en PCR |godiagnostic de
la Th. En 1995, Liébana E. et ses collégues ontlaaque I'S5110 permettait la détection
par PCR des mycobactéries du MTBC, a partir d’étilhams de tissus bovins, méme lorsque
des mycobactéries a croissance rapide sont egaigmémentes dans I'échantillon (source de
contamination en culture) ou bien mémeMi bovisest non-revivifiable (non-cultivable). En
1998, Vitale F. et ses collaborateunst montré que la PCR ciblée@EL0 permettait une
détection de MTBC chez les bovins a partir du &ét,nceuds lymphatiques et d’écouvillons
nasaux. Néanmoins, ils ont obtenu une sensibiétéalte PCR nettement meilleure pour les

échantillons de lait et ganglions (100 %) que gesirecouvillons nasaux (58 %).

Enfin, I'|S986 est un membre de la famille des81$dentifiée en 1989 par Zainuddin Z.F. et
Dale J.W., elle a été ensuite séquencée en 199Mpadam R.A. et ses associés qui ont
conclu qu'elle était virtuellement identique a BIELQ Cette méme année, les travaux de
Hermans P.W.M. et ses collegues ont montré qu®86tait un outil extrémement utile

pour le diagnostic et I'épidémiologie de la tubéose.

[11.2.2.1.2. Différentes cibles génétiques spécifig deVl. bovis

La méthode pour la détection directeMebovisou MTBC par PCR, dans des échantillons
de tissus bovins, a été développée pour amélierdralgnostic de la Tb (Zumarraga Med.
al., 2005 ; Cardoso M.Aet al, 2007).
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En 1997, Fisanotti J.C. et ses collegues ont maqiréne séquence flanquante du géne
mpb64 présentait une homologie différentielle de ségasnentre M. bovis et M.
tuberculosiset par conséquent, qu’elle pourrait étre emplay@®mme cible d’'un test PCR

d’identification d’espece.

Par ailleurs, en 1999, Zumarraga M. et ses col&bars ont découvert aprés une analyse de
séquence des génomeshetuberculosiet M. bovis I'absence chekl. bovisd'un fragment

de 12,7 kb présent chéa. tuberculosis Ce fragment de 12,7 kb est donc un marqueur pour
différencier M. bovis de M. tuberculosis qui peut étre utilisé comme cible d’'un test PCR
(Zumarraga Met al, 1999 ; Bakshi C.St al, 2005).

Enfin, en 2004, Kurabachew M. et ses collegues d#veloppé et évalué un test PCR
(classique) multiplex, basé sur trois cible$ADNr 16S spécifique du genr®lycobacterium
I’ADNr 23S spécifiques des especes du MTBC et leeg&yRdeM. bovis(basée sur une différence
nucléotidique par rapport aux autres especes du@)FBpermettant de détecter simultanément

Mycobacteriumle MTBC et de différenciev. bovisdes autres especes du MTBC.

[11.2.2.2. La méthode PCR 68810en temps réel de L%dtudiée dans ce travail)

Spécifique, sensible et stable, la séquenéd 18 possede donc toutes les qualités requises
pour le développement d'un test rapide de diagogsir PCR a partir de prélevements

biologiques.

De plus, étant donné I'efficacité de la séquenagsdttion 1$110en tant que cible PCR pour
l'identification de MTBC dans les tissus (notammelémontrée en France pour la faune
sauvage, par Hénault S., Karoui C. et BoschirolL.M2006), elle a été choisie par le
LDAR 24 et proposée a la société LS| (Laboratoieevige International) afin de concevoir
un test PCR en temps réel, utilisable en santéaajmour la recherche rapide des espéces
bactériennes du MTBC.

Un test PCR en temps réel a donc été développ, TaqVef MTBC basé sur un systéme
de détection de I'I6110par une sonde Taqmaspécifique, & partir d’ADN extrait de tissus

animaux.

111.2.2.2.1. Présentation du test PCR MTBC de (1Sf version, 2007)

Le test PCR spécifique du MTBC concgu par LS| paureicherche de la Tb est un systeme en
duplex, c'est-a-dire qu'il présente deux cibles @iues : I'une est I'l6110 (MTBC) et
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l'autre est un contréle positif interne, pour I'edtion et 'amplification, appelé IPn¢ernal

positive contrgl (Cf. Annexe IX).

Le mix réactionnel PCR {f version du kit) appelé « mix » (auquel I'échantillou les
témoins a analyser sont ajoutés) comprend du «dviask »(Taqg polymérase, de dNTPs et
de tampons aqueugpur PCR basée sur un systéme Tadhfapplied Biosystem, EUA) et,
un mélange de séquences spécifiques du fragme®®XID recherchésonde Tagméh et
amorcesket de séquences spécifiques d’'un IPC endoggamele Tagméahet amorces)

L’amplification et la détection des cibles6lELOet « IPC endogéne » s’effectuent donc dans

la méme cupule. Ainsi, deux cibles sont rechercpaepuits (monocupule) (Cf. Annexe IX).

Par ailleurs, cet IPC est qualifié d’endogéne (R car il s’agit d’'une séquence codant pour
la GAPDH (Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogérieeseruminants qui est une protéine
membranaire présente dans les tissus des ruminiargst extrait en méme temps que
'IS6110 a partir de I'échantillon biologique. L'utilisatiode cet IPg4o permet ainsi de

garantir a la fois I'efficacité de I'extraction @ I'amplification et 'absence d’inhibiteur dans

les échantillons extraits.

Des témoins d’extraction et d’amplification sonakmgment utilisés. Un témoin d’extraction
négatif pour les deux cibles, nommé NQE&gatif Control Samp)eest employé. Il s’agit
simplement de PBS qui est préalablement extraitneenun échantillon. Les résultats
d’amplification du NCS permettent de vérifier I'almee de contamination par 18$10
(MTBC) et/ou I'lPCGngolors de I'extraction.

Un témoin d’amplification négatif pour les deux ley appelé NCNegative Contrgl est
également utilisé. Il s’agit uniquement de « mixbes résultats permettent de vérifier
'absence de contamination par BEL0 (MTBC) et/ou I'lPGngo lors des étapes de

préparation des Mix et de dépot des échantillons.
Enfin, un témoin d’amplification positif pour labte 155110,nommé EPCHxternal Positive

Control) est inclus dans le kit. Cet EPC est de I'ADN aittide M. bovis Les résultats
d’amplification permettent de vérifier I'efficacitée I'amplification par PCR de I'kgL10Q

La validation de lI'analyse PCR par ces trois témqiNC, EPC et NCS) est réalisée en
vérifiant si les valeurs de cycle seuil (Ct) obtesigpour chaque témoin, sont en accord avec
les valeurs de contrdle qualité du kit, donnéesl@dournisseur. En effet, 'TEPC doit étre
positif seulement pour la cible 8%1Q c'est-a-dire la valeur de Ct obtenue pour I'ERE d
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étre comprise entre 25 et 28 avec le détectebil@et supérieure a 40 avec le détecteur
IPCendo EnNfin, le NC et le NCS doivent étre chacun ndgaiour les deux cibles. Ainsi, la
valeur de Ct obtenue pour le NC doit étre supéeiurd5 avec les détecteur6130 et
IPCendo La valeur de Ct obtenue pour le NCS doit étrdetgant supérieure a 40 avec les
deétecteurs 16110et IPGndo

Apres la validation de I'analyse PCR par les témplas résultats des échantillons peuvent
étre interprétés en fonction des valeurs de Ctnoigte avec les détecteur6130et IPGngo
(Tableau 1.1.5).

Tableau 1.1.5.Interprétation des résultats des échantillonsyagalavec la®f version de la méthode
PCR I$110¢étudiée, en fonction des valeurs de Ct obtenues lag détecteurs 6310(Ct 1IS6110

et1PCendo (Ct IPCengg-

Interprétation des Valeur du Ct IS61100btenue | Valeur du Ct IPC¢pgo Obtenue
résultats de I'échantillon pour I'échantillon pour I'échantillon
MTBC Positif <40 (a) <40o0u>40
MTBC Négatif > 40 <40
Invalide > 40 > 40 (b)
Légende :

(a) Pour des échantillons de méme nature, plus lauvale Ct 1$110 est faible, plus la charge
bactérienne contenue dans I'échantillon est imptgta

(b) Dans le cas de résultat invalide (en raison derésence d'inhibiteurs,...), il est nécessaire de
diluer I'échantillon au 1/10 (par exemple 10 pl@M dans 90 ul d'eau) et recommencer la PCR. Pour
I'interprétation, la valeur du QP Cengo Obtenue doit étre inférieure ou égale a 43 (40e-3ait de
diluer I'échantillon au 1/10, on doit ajouter thigoremenet 3,3 unités de Ct a 40).

Néanmoins, un systéeme d’interprétation des résuttas échantillons plus précis (inclusion
d’'une zone douteuse) serait nécessaire. Pourrétabfhode d’interprétation, il faudrait avoir
déterminé la limite de détection de ce test PCR.aikeurs, la sensibilité et la spécificité
analytique du test devraient étre vérifiees. De méhfaudrait connaitre les performances du

test utilisé sur le terrain (valeur opérationnelle)

[11.2.2.2.2. Conditions de réalisation du test

Ce test a été congcu en vue d'une utilisation dirextpartir de ganglions ou organes
d’animaux mais il peut étre aussi utilisé indirectmt, pour l'identification de colonies
isolées. Dans les deux cas, une étape préalablratBon d’ADN présent dans I'échantillon

est requise.
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|. Dispositif national réglementaire de la lutte catre la Tuberculose bovine

I.1. Evolution pertinente de la conception de k&eleontre la Tb (Bénet J&t al, 2006)

La lutte collective contre la Th, dirigée par 'Etaommencée dans les années cinquante et
formalisée par les textes de 1963, fondateurs dcmsdgs prophylaxies, était axée $ur le
dépistage des animaux infectés par IDT lors derélast de surveillance sur tous les bovins
de tous les cheptels ou lors de contréle a lintohidn, @) par inspection des carcasses
animales a Il'abattoir, en vue de leur éliminatidn(® sur I'assainissement des élevages
infectés par élimination de tous le animaux réagits aux IDT (abattage partiel de ces
élevages). La protection des élevages indemnessaings de Tb, reposait donc seulement
sur le contréle sanitaire des bovins introduitss Ekevages étaient exposés a de nombreux

risques de contamination.

Cette approche focalisée sur I'élimination des anixtuberculeux était tout a fait justifiée
dans la situation nationale du début de la luttactérisée par un fort taux de prévalence de
Th. Néanmoins, la limite de cette stratégie a é&nde du fait de la baisse progressive de

I'infection au plan national.

Les concepts actuels de la lutte contre la Th, é&®ulans I'arrété ministériel (AM) du 16
mars 1990 et repris dans I'arrété ministériel duséptembre 2003, donne la priorité a la
protection des cheptels indemnes et au maintienlede qualification d’officiellement
indemne de Tb (Cf. Tableau 1.2.2, page 102). La atéhe n’est donc plus celle du
pathologiste qui lutte contre l'infection mais eeltle I'hygiéniste qui préserve le statut
indemne (Bénet J.8t al, 2006).

Ainsi, la protection des cheptels indemnes rep@&s®ominais sur la maitrise des risques de
contamination (introduction, résurgence et vois@)ag

Depuis 1999, il a été mis en place un réseau ratlarmonisé de diagnospost mortende

la Tb dans des laboratoires agréés (AM 04 mai 1998te de service (NS) du 20 janvier
2000 ; NS 22 novembre 2000 (a et b)). De pluss#asssement des cheptels infectés est
depuis 1999 obligatoire effectué par un abattatg tte ces cheptels (AM 04 mai 1999 ; NS
14 janvier 2002).

Néanmoins, depuis 2003, un systéeme de surveillapoEmiologique axé sur les élevages a
risque a été introduit a la place d’'une surveil@amentique de tous les élevages.

En outre, la protection de la santé publique aalfdgle la Th est également considérée par la
reglementation depuis 2003.
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I.1.1. Evolution des mesures offensives

1.1.1.1. Dépistage de l'infection

Les criteres de reconnaissance de l'infection tbeuse étaient initialement (1963) basés
sur le constat de réaction positive a la tuberatitom (IDS) de contréle annuel (pratiquée sur
tout I'élevage) ou d’achat (pratiqguée a l'introdan) ou, de lésions macroscopiques jugées
tuberculeuses suite a l'inspection a I'abattoirsillance continue mais tardive). En effet, en
raison du pourcentage é€levé d’élevages infectatueie spécificité troupeau relativement
bonne (due a la petite taille des troupeaux), lawgrédictive positive (VPP) de I'IDS était

forte et par conséquent le test était percu conmfiadlible.

Toutefois, dans un souci d’amélioration de la 4@t du dépistage, I'IDC a été
définitivement adoptée en 1990 comme méthode déretion de I'IDS, afin d’écarter les
risques de réactions faussement positives de 1HD& a des infections a des mycobactéries
atypiques (AM 16 mars 1990).

Néanmoins, la situation s’inversait progressiveniehtite de la VPP) en raison de la baisse
de la prévalence nationale et de 'augmentatioladaille des troupeaux (forte diminution de

la spécificité troupeau).

Il a donc été décidé d’'adapter le rythme des ctagrtuberculiniques pratiqués dans chaque
département sur les troupeaux officiellement indesrsauf ceux jugés a risque (cas de vente
de lait cru, d’assainissement apres un épisodectiatex), en fonction du statut sanitaire
départemental (AM 16 mars 1990). De plus, en 1#39réactions positives en IDT ainsi que
les observations d’abattoir n’étaient plus jugéefisantes pour déclarer un cheptel infecté.
En effet, le diagnostipost mortemmicroscopique de laboratoire permettant la mise en
evidence directe de I'agent causal était alors mieveecessaire pour garantir la fiabilité
maximale des résultats des autres tests (AM 0419@9). Par conséquent, il a été mis en
place «wn réseau national et harmonisé de diagnostic deTlbadans des laboratoires
agréés» (AM 04 mai 1999 ; AM 19 octobre 1999 ; NS 20\im 2000 ; NS 22 novembre
2000 ab).

En outre, l'arrété ministériel du 24 janvier 200fsatauré une visite annuelle obligatoire des
élevages bovins, devenue depuis périodique, vasdamtprévention et a la maitrise des MRC
de l'espece bovine, et notamment la Th. Cetteevisiintribue a la détection des cheptels
pouvant présenter un risque sanitaire a I'égardadeb. En effet, elle permet notamment
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d’apporter des renseignements sur la structure '@evage, les risques extérieurs a
'exploitation (mouvements des bovins, circulatiases véhicules et personnes, le
« voisinage » - patures, points d’eau, utilisatienmatériel en commun, faune sauvage) et les
risques dans I'exploitation (séparation des espanerales, isolement des bovins malades)
(NS 07 mars 2005).

[.1.1.2. Assainissement

Jusqu’en 1990, I'assainissement des élevages ésfexeffectuait par élimination des seuls
animaux réagissants aux IDT (abattage sélectif gamtiel). Par ailleurs, il était mentionné
I'obligation de «désinfection des locaux et du matériel a I'usageal@maux.

Or, l'allegement progressif du rythme des tuber@atibns a renforcé la nécessité de recourir
systématiqguement (en 1999) aux mesures d’abattigé des cheptels bovins déclarés
infectés de Tb sur 'ensemble du territoire (saad particuliers des races d’intérét local, en
Camargue) suivi également de l'obligation de precéd un récurage et un nettoyage
approfondis des locaux d’élevage ainsi qu’'a leusirdéction compléte au moyen de
désinfectants appropriés autorisés (AM 04 mai 1998 20 janvier 2000).

[.1.2. Evolution des mesures défensives

1.1.2.1. Protection des cheptels indemnes

Les facteurs de risque de contamination des éleviagemnes n’'ont été pris en compte que

progressivement par la reglementation.

1.1.2.1.1. Maitrise du risque lié a I'introduction

Aux débuts de la lutte, tout bovin introduit damsélevage devait étre indemne de Th. Ainsi,
il devait étre isolé des autres animaux de I'élevd@ccueil et contrélé par IDS quel que soit
son age. Un résultat négatif a I'IDS pouvait algesantir son introduction. La maitrise du
risque lié a lintroduction reposait donc sur unenftance totale envers les résultats

tuberculiniques.

En 1975, il a été introduit I'interdiction pour létevages infectés de vente de bovins. Ainsi,
tout bovin introduit dans un élevage devait égalgmeovenir d’'un élevage reconnu indemne
(2). Afin que les éleveurs disposent d’'un moyercal@role pour satisfaire a cette obligation,

il a donc été mis en place en 1978 pour chagueanm « passeport » portant le numéro
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d’identification individuelle de I'animal et, le méro et I'état sanitaire de I'élevage d’origine
(« attestation sanitaire a délivrance anticipeASA), indispensable a la libre circulation
des bovins (de couleur verte)).

En 1990 (AM 16 mars 1990), des sanctions adminiggsmtelles que la perte de qualification
d’officiellement indemne ont été appliguées en das non-respect des regles liees a
l'introduction (1).

De plus, en 2006 le transfert d’animaux a été tedei30 a 6 jours afin de minimiser les
risques d’exposition des animaux a d’éventuellegarainations durant le trajet.

Par conséquent, I'obligation (par I'acquéreur) épistage par tuberculination des bovins de
plus de six semaines en provenance d’'un cheptehind a été supprimée quand le transfert
dure moins de 7 jours, sauf exceptions, c'est@-ans le cas de mouvements considérés a
risques (mouvements en provenance d'un cheptelsguei (cheptels « susceptibles »,
cf. Tableau 1.2.2) ou a destination d’'un cheptdbd taux de rotation). Dans ce cas, les
animaux doivent obligatoirement étre reconnus intksn(Cf. Tableau 1.2.2) par contrdles
tuberculiniques pratiqués dans I'élevage d’origaneant leur départ, afin d'éviter le cas

eéchéant, une éventuelle dissémination de l'infactians I'élevage destinataire.

1.1.2.1.2. Maitrise du risque de résurgence

Aux débuts de la lutte, la prise en considératiomrisque de résurgence reposait également
sur une confiance totale envers les résultats ¢ubeigues puisque l'assainissement des
troupeaux infectés était basé sur I'abattage setkest seuls animaux réagissants. En outre, le
phénoméne d’anergie suite a une IDT n’était estqné de maniere subjective par le
vétérinaire sanitaire.

Néanmoins, dans la circulaire de 1978, les serwédrinaires qualifiaient de nonsens-
sanitaire» le fait de conserver les animaux n’ayant pagir@ax IDT, lorsqu'un fort
pourcentage d’animaux réagissait positivement danglevage. lls recommandaient donc de
procéder a I'abattage total de I'élevage.

Finalement, afin d’éviter le risque de persistaatée diffusion de la Tb dans des cheptels
anciennement infectés et assainis par abattagelp@dns nouvelle introduction de l'agent
pathogene), I'assainissement par abattage totattagsels dont I'infection a été confirmeée, a

été mis en place en 1990 et rendu obligatoire’@aété ministériel du 04 mai 1999.
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1.1.2.1.3. Maitrise du risque lié au voisinage

Jusqu’en 1999, le risque de voisinage avec un géeurdecté, en particulier le risque lié au
contact entre animaux infectés et non infectés&urage, n’était pas abordé dans les textes
reglementaires. Un nouveau statut pour le chep&€adéfini dans l'arrété ministériel du
04 mai 1999. Ainsi, un cheptel est «susceptiblétrd’ infecté lorsqu'un lien
épidémiologique » (patures communes ou contigiaginmel en commun) « a été établi avec
un cheptel infecté » (Cf. Tableau 1.2.2). Dansa® te cheptel est placé sous surveillance par
un arrété préfectoral de mise sous surveillanceM8P et des tests de dépistage sont
entrepris. Toutefois, I'appréciation des risquesvdisinage et le choix des actions menées
pour les maitriser étaient laissés a l'initiatiteada responsabilité des acteurs locaux, ce qui

supposait qu’ils avaient les connaissances nécessai

Or, l'arrété ministériel du 15 septembre 2003 pritcompte de facon définitive le risque de
voisinage, en donnant des moyens reglementairesSamices vétérinaires de conduire des
enquétes épidémiologiques (visant a détecter leptels susceptibles d’étre infectés) et des
investigations (tests tuberculiniques, abattagegrdistiques) de terrains auxquelles les
éleveurs sont obligés de se soumettre. De pluslisi@p05, la visite sanitaire obligatoire des
élevages bovins, réalisée par le vétérinaire semipar le biais d’un questionnaire, contribue
a l'identification des cheptels susceptibles desgmter notamment un risque sanitaire de Tb
(AM 24 janvier 2005; NS 07 mars 2005).

1.1.2.2. Qualification des élevages

Au début de la lutte, lI'unité fondamentale étaénimal et la qualification officiellement
indemne des élevages découlait de I'examen tubeiqué des animaux. En 1990, cette
relation de condition s’est inversée. Ainsi, unnaali est indemne s’il appartient a un cheptel
indemne (Cf. Tableau 1.2.1, page 101).

La qualification sanitaire indemne d’'un cheptelasp sur la vérification de I'état sanitaire
des animaux, par tuberculination et de la bonnéris@ides facteurs de risque, en particulier
du respect du contréle sanitaire avant introduatiefovins dans un cheptel indemne et de sa
vérification.
Le maintien de la qualification résulte de I'issaeorable des mesures suivantes :

- contr6le périodique de I'état sanitaire des anixndu troupeau (par tuberculination) et
du respect des mesures de protection sanitaire;

- surveillance par inspection systématique desasags a I'abattoir ;
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- controle de I'état sanitaire des bovins faisaniijét d'une transaction commerciale ;

- enquéte épidémiologique en cas de découvertedauage reconnu infecté de Th.

Par ailleurs, cette qualification peut concernes tégions qui présentent une excellente
situation sanitaire. Ce sont des régions qui ptésemn taux de prévalence si faible qu’elles
peuvent bénéficier d’'un allegement du rythme ddsertulinations et voire méme une
suppression. Ainsi, selon la valeur des indicatépidémiologiques choisis, il est possible de
gualifier une région indemne de Th. Par voie deségnence les élevages de cette région
peuvent aussi bénéficier de la qualification saifaous réserve de respecter les régles liees

a la maitrise du risque d’introduction.

[.2. Organisation sanitaire de la lutte collectamtre la Tb

Le dispositif de lutte repose sur une organisafieigure 1.2.1) combinant des services de
'Etat, (administration centrale et services vétanies déconcentrés), des collaborateurs
(vétérinaires sanitaires), des partenaires (Groepésrde défense sanitaire), et des structures
d’appui scientifique et technique (Afssa et Laboirats vétérinaires agréés) (Ganiere &tP.
al., 2009).

OIE/FAO -Commission Européenne

!

Afssa-Lerpaz P
(LNR, Evaluation)

- _.\._.-.w‘.-b 1 1

,Laborat0|res, ] GDS
d’analyses agréés ————* —

\ : B EIevIeurs

Figure 1.2.1. Acteurs du dispositif de lutte contre la tubercalbsvine
(d'apres Fabre P., Garin-Bastuji B. et BoschirolL\M2006).

» FNGDS

v
A
V

1.2.1. Les Eleveurs
L’éleveur (Figure 1.2.1) est un acteur essentiglsdia lutte car il est le principal intervenant
sur I'état sanitaire de son cheptel. Par ses aédset ses méthodes d’élevage, il apprécie
'importance des facteurs de risque menacant septeh Il peut intervenir a tous les stades
de l'infection : lors de I'introduction de la maladdans son cheptel (par ex., non-respect des

mesures sanitaires) ; lors du maintien de la maldedns son cheptel (par ex., dissimulation
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d’animaux, allongement des délais d’abattage daesaarx infectés), lors de la résurgence de

la maladie (par ex., non-respect des normes sagstde désinfection).

1.2.2. Les Groupements de défense sanitaire

Créées en 1954, les Groupements de défense sanf@bdS) (Figure 1.2.1) sont des
associations d’éleveurs groupés librement au nivkgartemental. Ce sont des organismes
agricoles a vocation sanitaire dont le role esidéiales autorités départementales (Directions
départementales des services vétérinaires (DDS#fi)Ig@p mise en place de prophylaxie
volontaire (prophylaxie de la Tb rendue obligat@re1963). Les GDS sont regroupés en une
fédération nationale (FNGDS).

lls ont pour mission de susciter I'engagement viaiva des éleveurs dans un plan concerté,
comme le plan de lutte contre la Tb (respect desBenble des mesures de lutte), permettant
aux éleveurs d’obtenir différentes aides compeinssto

Ainsi, ils assurent auprés des éleveurs : un aggnoiinistratif par émission et délivrance de
documents d'identification et, ASDA (en liaison avda DDSV et ['établissement
départemental de I'élevage (EDE)); un soutien riggle par des services techniques de
réalisation de dispositifs d’aide a la contentidarde désinfection ; une aide juridique pour
tout ce qui releve des affaires sanitaired ;enfin, un soutien financier, par des aides
complémentaires a celles de I'Etat, dans le catneedmutualisation des moyens procurés
par les cotisations des adhérents (au prorata cibmod’animaux) et des subventions du
Conseil général.

Il joue donc un rdle d’'interface pour faire en sodue les éleveurs adoptent les attitudes
responsables plutdét que de subir les décisionemegitaires imposées par les services
vétérinaires (DDSV).

[.2.3. Les Vétérinaires sanitaires

Le Vétérinaire sanitaire (VS) (Figure 1.2.1) intiemt dans I'élevage bovin pour exécuter les
interventions de dépistage lors de prophylaxie @gahtréle a I'introduction ou pour réaliser
les visites sanitaires annuelles obligatoires (Domsaire). Son intervention se fait le plus
souvent sur demande de I'éleveur ou du GDS maisi gus ordre des services vétérinaires
(DDSV).

Au niveau départemental, les Groupements technigégsinaires (GTV) jouent un role de

formation et de sensibilisation auprés des vétiédaa
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1.2.4. Les Directions départementales des serviégsinaires

Les DDSV (Figure 1.2.1) mettent en ceuvre la réghaiaigon et coordonnent les actions des
différents intervenants (VS, GDS,...) au niveauadtgmental. En effet, elles assurent le suivi
des qualifications des troupeaux, conduisent lexduiures de diagnostic de linfection,
réalisent les enquétes épidémiologiques en casyds &t mettent en ceuvre I'assainissement
des troupeaux infectés. Elles centralisent legiinédions en provenance des vétérinaires, des

abattoirs, des laboratoires et de I'Afssa.

Suite aux changements résultant de la fusion dérelifts services de I'Etat I janvier
2010, les services vétérinaires (dans chaque ddpant) appartiennent désormais a une
Direction départementale de la cohésion sociatkeda protection des populations (DDCSPP
(ex DDSV)).

1.2.5. Les Laboratoires départementaux d’analysééag

Les Laboratoires départementaux agréés (Figurk) Iri2alisent les analyses histologiques et
bactériologiques a partir de prélevements effechs#sles services vétérinaires a I'abattoir,
suite a la constatation de lésions suspectes dealtonfirmation bactériologique est réalisée

par I'Afssa.

1.2.6. L’Agence francaise de sécurité sanitairealgsents

Le Lerpaz de I'Afssa (créée en 1998) (Figure 1.24t)le Laboratoire national de référence de
la Th. L’Afssa a pour réle d’évaluer les risquenitares liés a la Tb et d’apporter a I'Etat un
appui scientifique et technique nécessaire a la¥ktion, I'application et I'évaluation des
mesures prises.

En effet, elle realise lidentification des souchésn provenance des Laboratoires
départementaux), indispensable pour confirmer détibn. De plus, elle apporte des
informations utiles dans les enquétes épidémiolaggg(pour établir les relations entre les
foyers), par le typage des souches. Par ailledies,peut aussi procéder directement aux

recherches de mycobactéries dans des situationseces.

L'Afssa fait également partie des Laboratoires rimiéionaux de référence de la Tb (OIE,

FAO (Organisation des Nations Unies pour l'alimgoteet I'agriculture)).
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1.2.7. La Direction générale de I'alimentation

La Direction générale de lalimentation (DGAI) (kg 1.2.1) représente ['Autorité
vétérinaire centrale au Ministére de I'agricultwte,'alimentation, de la péche et des affaires
rurales. La DGAI a pour role de recueillir les déas épidémiologiques et d’élaborer la
réglementation de la Tb.

Elle rapporte la situation sanitaire de la Frange arganisations internationales (telles que
'OIE, la FAO) qui concourent a une coordinatiofiéchelon européen voire mondial de la

lutte contre la tuberculose bovine (Figure 1.2.1).

1.3. Procédures nationales réglementaires de @ggisit diagnostic de la Tb (at 1
janvier 2007)
Les tableaux 1.2.1 et 1.2.2 présentent respectivénes statuts des animaux et des cheptels
définis par I'arrété ministériel du 15 septembr&®20nodifie* (modifié par les AM du 10
novembre 2003, du 24 janvier 2005 et du 11 janXi$)6), fixant les mesures techniques et
administratives relatives a la prophylaxie collegtet a la police sanitaire de la tuberculose

des bovinés et des caprins.

Tableau 1.2.1.Catégories d’animaux définies par les textes regiaaires de la lutte contre la Tb
chez les boviné&r'aprés 'AM du 15/09/2003 modifié* et Toma B.Rufour B., 2004).

Statut de I'animal Caractéristiques

« indemne de Th » - Appartient a un troupeau officiellement indemmeTdb.

- Appartient & un troupeau déclaré infecté de Tis mast pas « infecte

« contaminé de Th » de Th ».

- Présente des lésions évocatrices de Tb a I'abatid’autopsie ou

« suspect d’'étre - Présente des lésions histologiques évocatric&@bdkans un
infecté de Tb » laboratoire agréé ou

- Présente une IDT non-négative.

- Présente des signes cliniques de Tb et une IBEip®ou

- A permis I'isolement et I'identification dél. tuberculosiou M. bovis
dans un laboratoire agréé ou

- Présente une IDC positive et héberge une mycébaau MTBC
« infecté de Th » | identifiée par un laboratoire agréé ou

- Présente une IDC positive et des lésions histoplesg évocatrices de
Thb ou

- Appartient a un troupeau infecté et présentdéigsns évocatrices de
Thb (& I'abattoir ou I'examen histologique) ou ubg Inon-négative.
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Tableau 1.2.2.Catégories de troupeaux (cheptels) définies paeldss reglementaires de la lutte
contre la Th chez les bovinébsaprés 'AM du 15/09/2003 modifié* et Toma B.Rtfour B., 2004).

Statut du troupeau Caractéristiques

- Absence de manifestation clinique de Tb sur tesi@nimaux.

- Résultat négatif & deux IDT a six mois ou un amtervalle sur tous
les animaux de plus de six semaines.

« officiellement - Introduction d’animaux de plus de six semainegatiés a I'IDT
indemne de Tb » | (de contréle a l'introduction) et provenant direoént de troupeaux
indemnes.

- Détention de fagon distincte d’animaux d’autregézes sensibles ge
statut sanitaire inconnu au regard de la Th.

- Lors de lien épidémiologique a risque (voisinagpduction)
constaté avec un animal ou un troupeau infectéodauTavec un foyer
confirmé de Tb dans la faune sauvage ou

- Ayant retrouvé sa qualification aprés avoir &@®onnu atteint de Tb

« susceptible d’étre | OU

infecte de Tb » - Non-respect des dispositions réglementairesivelai I'identification
et/ou la circulation des animaux et/ou aux condgide maintien de la
gualification « officiellement indemne » de Tb ou

- Défaut important de maitrise des risques saniaipnstaté suite a la
visite annuelle obligatoire des élevages bovins.

« suspect d'étre

infecté de Th » - Lorsqu’au moins un boviné suspect de Tb y estrdebu en provient.

« infecté de Tb » - Lorsqu’au moins un boviné infecté de Tb y esedétou en provient

1.3.1. Procédures de dépistage et diagnastie mortende la Th

En France, les procédés reglementaires de dépistagegnosticante mortemd’animaux
tuberculeux sont décrits dans larrété ministératl 15 septembre 2003 modifie*
(Cf. Figure 1.2.2).

Contrdles Prophylactiques

La recherche en élevage d’animaux tuberculeuxexiafe lors de campagne de prophylaxie
(automne d’'une année civile a printemps de l'arsudeante) par des IDT sur I'animal vivant

ageé de six semaines et plus.

La prophylaxie par IDT a pour objet l'acquisitiont & maintien de la qualification
officiellement indemne de Tb des troupeaux (AM &ptembre 2003 modifié*). La simple

découverte d’'une réaction non-négative a une IDin{al suspect donc le cheptel aussi,
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cf. Tableaux 1.2.1 et [.2.2) entraine la suspenstten la qualification et la mise sous
surveillance du troupeau (APMS) (NS du 14 janvi@d2). Cette prophylaxie est obligatoire
sur I'ensemble du territoire national a I'égardtdes les troupeaux bovins et s’applique dans
tous les lieux de séjour, de rassemblement ou e&fréquentés par les animaux de I'espéce
bovine (AM 15 septembre 2003 modifi€*).

Toutefois, comme nous I'avons décrit précédemmieniithme des contréles tuberculiniques
retenu dans chaque département pour les troupdaciellement indemnes dépend du statut
sanitaire départemental au regard de la Th (AMelBesnbre 2003 modifié*).

En effet, le rythme des contrbles tuberculiniquas kiennal pour les troupeaux des
départements avec une prévalence annuelle inféreedr% au cours de deux années civiles
consécutives (Toma B. et Dufour B., 2004). C'estde en Dordogne ou la réalisation du test
s’effectue selon un rythme biennal pour les bovéiges de 18 mois et plus. Certains
départements compte tenu de leur situation samigsirsont méme dispensés (Cf. Remarque
selon AM 15 septembre 2003 modifié*).

Néanmoins, la prophylaxie de la Th, dans les traupede bovinés ayant retrouves leur
gualification officiellement indemne de Tb apréséapisode infectieux, est effectuée selon un
rythme annuel par IDS [...] ou par IDC pendant unegole de dix années (AM 15 septembre
2003 modifié*, Article 33). De plus, le rythme degntréles tuberculiniques est également
annuel pour les troupeaux des départements avegréanalence annuelle supérieure ou égale
al%.

Remarque : Le rythme des prophylaxies est triepaat une prévalence annuelle inférieure a 0,2 %oaus de
quatre années civiles consécutives (bovins agedl aeois et plus) et quadriennal pour une prévalamcrielle
inférieure a 0,1 % au cours de six années civitesécutives (bovins agés de 24 mois et plus); pistxge

peut également étre supprimé par le Préfet apigéslada Commission départementale des prophylaxide la
DGAL.

Contréle a I'introduction et Enquétes épidémiologigs

En dehors des campagnes de prophylaxie, les IDT &galement employées pour les
contr6les a I'introduction et les enquétes épidéngigues.

Protocole de recherche d’animaux tuberculeux & padu dépistage par IDT et ses limites
(Cf. Figure 1.2.2)

L’IDS est un test de dépistage tres sensible satdin premiére intention. Dans le cas d'une

réaction négative (résultats négatifs pour I'endendies animaux testés) a I'IDS, le cheptel
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est reconnu ou maintenu officiellement indemne d€df. Annexe Xl). A l'inverse, dans le
cas d’une réaction non-négative (douteuse ou pesita ce test, pour au moins un animal, la
gualification du cheptel est suspendue avec APM%peés un délai obligatoire de six
semaines, une IDC (plus spécifique) est effectuééanimal afin de confirmer ou d’infirmer
le résultat de I'IDSDurant cette longue période de suspension de maidn, les animaux
ne peuvent sortir gu'a destination exclusive dédtoir (sous valorisation bouchére (perte
des labels par exemple)) sous couvert d'un laipsszer délivré par la DDSV (vente

impossible de certaines catégories d’animaux (velanoutards, ...)).

Dans le cas d’une réaction négative a I'IDC, leptekeest requalifié et TAPMS est levé. A
l'inverse, dans le cas d'un résultat non-négatifudux ou positif) a ce test, la qualification
du cheptel reste suspendue et il n'est toujours passible de conclure a linfection
tuberculeuse du cheptel sur la seule base de sdtaté (NS 14 janvier 2002).

Le recours a I'abattage a des fins diagnostiguealess nécessaire (NS 14 janvier 2002). En
effet, 'abattage diagnostique de I'animal réagissst pratiqué pour rechercher la présence
de lésions suspectes de Th. Une indemnisationitiiria est versée par I'Etat aux éleveurs

pour compenser une partie des pertes dues a lavalmusation bouchére.

Abattage diagnostique
autres IDC pos

-

Requalification
sur dernier IDC pos
avec lésion

Si bact ériologie négative

’ Abattage
’ diagnostique
autres IDC pos
Requalification

sur dernier IDC
pos sans lésion

—

IDS
Non-Neg

[\

Suspension POS
qualification
du cheptel

Absence de
Lésion

Abattage
diagnostique

Lésions

Histologie
(Bactériologie)
APDI

POS* : Histol ogie pos et/ ou Bactériologie pos.
NEG** : Histologie né g et Bactériologie en attente d e résultat.
IDC: sur un lotd'animaux (du che ptel) dont ceux avec | DS non-nég.

Figure 1.2.2. Séquence diagnostique a partir du dépistage Te & prophylaxie
selon 'AM du 15/09/03 modifié*.
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Dans le cas de découverte de Iésions suspectegrélegements de tissus Iésés sont analysés

par examens histologique et bactériologique.

Si le résultat de I'histologie est positif, I'animast alors considéré comme infecté sans
attendre le résultat bactériologique (Cf. Table&ul). Ce diagnostic histologique est donc
légalement suffisant pour conduire a I'abattageltdti cheptel, mais il peut cependant poser

probleme car cette décision est fréquemment castgstr I'éleveur.

A l'inverse, dans le cas dun résultat histologignégatif, il faut attendre le résultat
bactériologique pour rendre un résultat sur leustae I'animal, ce qui entraine une
suspension plus longue du cheptel. Toutefois,addime pas perdre trop de temps, on procede
a l'abattage diagnostique des autres animaux ngatifie en IDC. Si aucune lésion n’est
mise en évidence (sur tous les animaux réagissahts$t donc nécessaire d'attendre le
résultat bactériologique. Si le résultat bactégaae est négatif, alors le cheptel est
requalifié et TAPMS est levée.

La mise en évidence du bacille tuberculeux esofalition pour considérer I'animal comme
infecté et par conséquent, pour déclarer le chapfistté (Cf. Tableaux 1.2.1 et 1.2.2) qui est
alors placé sous Arrété préfectoral de déclaratiinfection (APDI). Cela implique
notamment lisolement et la séquestration de tessanimaux (contaminés) du cheptel,
bovins et autres especes sensibles a la Th (aecurée, ni sortie), jusqu'a I'abattage de tous
les bovins. En effet, afin d’éviter le risque degi&ance et de diffusion (résurgence) de la Tb
dans des cheptels ayant fait I'objet d’abattaggriatique, le recours aux mesures d’abattage
total a été rendu obligatoire, par I'arrété minmisiédu 4 mai 1999, dans des cheptels dont
l'infection a été confirmée. De plus, cette nédéssst renforcée par I'allegement des rythmes
de tuberculination (AM 4 mai 1999 et NS 20 jan\@800). Une enquéte épidémiologique est
ensuite menée afin de déterminer les causes pesdgile contamination et les risques de
contamination d'autres cheptels.

Le troupeau abattu est indemnisé sur la base dgyupertise. Cette expertise est réalisée par
deux experts indépendants. Elle permet d’estimefalaur marchande objective de chaque
animal, a laquelle sont ajoutés des frais de regltement (frais d’introduction, pertes liées
au vide sanitaire, ...). L'expertise permet donc digir & une indemnisation correspondant a
la valeur de remplacement du cheptel abattu (s&Mr80 mars 2001). La reconstitution du

cheptel n’est possible qu'aprés désinfection et g@nitaire de 2 mois (GDS 24).
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En l'absence de Iésion suspecte de Tbh a I'abattaiprocéde a l'abattage diagnostique des
autres animaux non-négatifs en IR cheptel. Si tous animaux réagissants ne prégente
aucune lésion, alors le cheptel est requalifiéddIMS est levée.

Or, la probabilité de ne pas étre amené a conddateitésions suspectes de Th a I'abattage
diagnostique, en raison d’un tres faible risquéldeest tres élevée : dans ces conditions, ce
type de décision n'apporte pas l'information susibdp de permettre de conclure apres une
premiere IDC douteuse et conduit a attendre ensi@reemaines pour pouvoir réaliser une
autre IDC afin de pouvoir, dans le cas de résudlgbrable, restituer la qualification a

I'élevage suspect.

Par ailleurs, outre le manque de spécificité deS'let de sensibilité de I'IDC, I'interprétation
des résultats des IDT est subjective puisqu’elfgedd la lecture du résultat par le vétérinaire
sanitaire. La longue période de déqualification duedélai d’attente entre les deux IDT est
trés pénalisante pour I'éleveur d’un point de vammercial et financier.

Elle peut méme conduire a une sous-déclaratiorrérgtats non-négatifs de I'IDS et ainsi
nuire a I'assainissement des troupeaux infect@aretonséquent, participer a la propagation

de la maladie.

Il serait donc nécessaire dutiliser en complémaes méthodes actuelles, un autre test
présentant de bonnes qualités intrinséques esajuobjectif — comme les tesits vitro, de
laboratoire —.

En effet, 'épreuve de tuberculination est le tsidiagnosti@nte mortemprescrit par 'OIE
(selon le code sanitaire pour les animaux terresteexigé par la réglementation francaise.
Cependant, une autre épreuve (dite de substitgimam 'OIE) est également autorisée en
France, un tegh vitro, également basé sur la réponse immunitaire a tgdieellulaire, le

test de dosage d’interféron gamma (OIE, 2010b).

[.3.2. Procédure de dépistage et diagngsigt mortende la Tb

En France, les procédés réglementaires de dépistadegnostiqpost mortemd’animaux

tuberculeux sont décrits dans l'arrété ministatiell5 septembre 2003 modifié*.

Le dépistagepost mortemd’animaux tuberculeux est fondé sur I'observatian Iésions
suspectes de Tb a I'abattoir ou aprés autopsie {BMeptembre 2008 0difié*). Ce systeme

de dépistage est relativement tardif (petites fEsgpuvent non détectées) mais il a 'avantage
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d’étre continu, de venir ainsi compléter opporturétra surveillance par tuberculination qui

n'est que ponctuelle et périodique (Bénet J.J.8200

Suite a la découverte de Iésions suspectes dec§lprédlevements de tissus Iésés sont realisés
afin de confirmer et d’infirmer la suspicion de par des tests de diagnostic (histopathologie
et bactériologie) mis en ceuvre par un des laboest@igréés par le Ministére de I'’Agriculture
et de la PEchéAM 19 octobre 1999). En effet, les échantillondlesxtiés, accompagnés des
commeémoratifs appropriés didment complétés (la fibhecompte-rendu d’inspection et de
prélevement et, le bordereau unique de transmis@il) muni du visa du service
d’inspection de I'abattoir) sont transmis dansgks brefs délais au laboratoire de la région
concerné, agréé pour la culture de la Tb (NS 22mive 2000b).

Dans le cas de la Dordogne, le LDAR24 est chargé geeparation d’échantillon formolé et
de son envoi au laboratoire agréé pour la rechatehiéh par des examens histologiques.

En France, les deux laboratoires agréés pour dlogie de la Tb sont le Laboratoire
Départemental d’Analyses des Coétes dArmor (LDA22¢t Ile Laboratoire
d’Anatomopathologie de I'Ecole Nationale Vétérimanle Lyon et I'Afssa de Lyon (Labo
ENV/Afssa-Lyon). Ce dernier est également le Labmre de Référence en matiere
d’histologie (NS 22 novembre 2000a).

Le Laboratoire national de référence de la tubesmilbovine (Lerpaz de I'Afssa d’Alfort)
assure la suite de I'examen bactériologique, @etite I'identification des mycobactéries a
partir de souche en culture pure, découverte pataboratoire vétérinaire agréé pour la
culture (Figure 1.2.1). En effet, ce dernier expédil’Afssa, par transporteur certifié pour le
portage de marchandises dangereuses, le tube tdeec{d raison d’'un tube par animal) des
'apparition de colonies suspectes sur le milieneUcopie du BUT correspondant a
I'échantillon (tube) joint est également glisséasike colis.

Apres identification de I'agent pathogene, I'Afssammunique le résultat (par exemples,
M. bovisou M. avium sppou mycobactérie atypiquémycobactéries n’appartenant ni a
MAC, ni a MTBC), ou non mycobactérie,..au Laboratoire ayant transmis le tube et ce

dernier est alors en droit de rendre le résultetévmlogique (Figure 1.2.1).

Cependant, l'isolement d’'une mycobactérie atypigaepermet pas d’exclure une infection

par M. bovis(infection mixte) (Bénet J.J., 2008). Par conségjuéest nécessaire d’attendre
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la fin des trois mois de culture pour conclure &s &chéant a un résultat bactériologique
négatif, en I'absence de colonie suspecte sungssatubes. Sinon, le Laboratoire vétérinaire
doit transmettre un autre tube a I'’Afssa en vuaée’oouvelle identification.

Protocole de recherche d’animaux tuberculeux a partiu dépistage par inspection post

mortem et ses limitegCf. Figure 1.2.3)

Dans le cas d’'une suspicion de Tb a I'abattoirssubovin, sans indication préalable de Tb,
des examens histologique et bactériologique sanem@mns (animal suspect, cf. Tableau 1.2.1)
et le cheptel est déqualifié (cheptel suspectla@ibleau 1.2.2) et placé sous APMS. Le résultat
histologique seul, quoique rendu rapidement (cosows moins de quinze jours), n'est pas
suffisant pour rendre un diagnostic définitif, @ason de son manque de spécificité.

Il est donc nécessaire d’attendre le résultat batw§ique, c'est-a-dire plusieurs semaines
(généralement 2,5 mois). En effet, dans le cas dasmltat bactériologique positif, il faut
compter 4-8 semaines pour la croissancéMdbeovisen primo-culture et 4-6 semaines pour
son identification. A Tlinverse, c'est-a-dire powm résultat bactériologique négatif,
12 semaines sont nécessaires pour conclure desiiebsde croissance mycobactérienne et

rendre un résultat négatif.

Si le bacille tuberculeux est identifié (résultacteriologique positif), le cheptel est déclaré
infecté (placement sous APDI) et son abattage sxbkéalisé sous une trentaine de jours.
Une enquéte épidémiologique est également menge@filéterminer les causes possibles de
contamination et les risques de contaminationraéfieur de I'exploitation (autres especes

sensibles et I'exploitant) et a I'extérieur (d'&stcheptels bovins,...).

A contrario, dans le cas d’'un résultat bactérialagi négatif, des IDC sont pratiquées sur les
animaux du cheptel et TAPMS est levée. Si lesltasides IDC sont tous négatifs, alors le
cheptel est requalifié. Sinon, un abattage diagmestde tous les animaux réagissants est
réalisé. Si tous les animaux abattus ne préseatenine lésion, alors le cheptel est requalifié
et TAPMS est levée (sinon, le schéma décisionstligentique a celui du dépistagate
mortem cf. 1.3.1. Protocole de recherche d’animaux tuberculé@ugartir du dépistage par
IDT). Cependant, son état sanitaire doit étre réguhent contrélé notamment lors de

campagne prophylactique.

Outre le résultat obtenu au final, 'examen baotégique engendre donc une longue période
de suspension de qualification sanitaire des cleptacernés, qui s’avere néfaste d’'un point

de vue socio-économique pour I'éleveur.
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En effet, dans le cas de résultat négatif, le diepd pas « rapporté » durant la suspension de
gualification et est donc «resté bloqué » inutdemau final (interdiction de vendre des

animaux (sauf a I'abattoir), de lait cri pour uoegommation directe ou de fromage frais).

Dans le cas d'une déclaration d’infection du chieptepartir d’examen bactériologique,
I'entretien du cheptel (nourriture, traite (en dépe la vente interdite du lait), ...) pendant
cette longue période de déqualification, engenésedépenses financieres non rentabilisées
par la suite (abattage total). Par ailleurs, entdipblocage des échanges avec I'extérieur, le

risque de contamination de I'exploitant est acauqette durée.

Requalification ]
NEG

Attente résultat
bactériologique

Histo -
f Histolodi Requalification ]
Lésions suspectes | el
de Th a Fabattoir ] O NEG
. - Attente résultat
Suspension bactériologique
qualification Histo +
du cheptel

_Abattage Cf. Figure 1.2.2
diagnostique

APDI : Histologie pos & Bactériologie pos ; Bactériologie pos.
Requalification : Histologie nég & Bactériologie nég (& éventuellement IDC nég) ;
Histologie pos & IDC nég & Bactériologie nég.

Figure 1.2.3. Séquence diagnostique a partir du dépistage mortende la Th
selon I’AM du 15/09/03 modifié*.

Par consequent, il serait nécessaire de dispasegraplément de ces techniques officielles,
d’'un test plus rapide que la bactériologie, pluéctjue que l'histologie et présentant une
sensibilité satisfaisante, pour améliorer le diagicoc'est-a-dire pour limiter I'apparition de

faux positifs et réduire les pertes économiquesl@sudues aux suspensions de qualification.
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[I. Situation épidémiologique de la Tb en France jgqu’en 2007 et Stratégies

nouvelles pour renforcer la lutte ?

La Tb a été identifiée dans la plupart des paysidaode (OIE, 2008a). Cependant, la maladie
est actuellement la plus répandue dans la majeutie ple I'Afrique, certaines régions d’Asie
et du continent américain (Site web [5]).

La qualification d’officiellement indemne au regatd la Tb d’'un pays repose sur le fait de
présenter un pourcentage annuel de troupeaux cw¥irinfectés (prévalence annuelle
nationale), inférieur a 0,1 % de tous les troupedétenus dans le pays au cours des six
années précédentes (Badin de Montjoye T., Thorél. Mt Garin-Bastuji B., 2004 ; OIE,
2010c).

Actuellement (2008), seuls 13 pays d'Europe, landgacomprise, ont le statut de pays
officiellement indemne (Allemagne, Autriche, Belgegy Danemark, Finlande, France,
Luxembourg, Norvege, Pays-Bas, Républiqgue Tche§lowaquie, Suede et Suisse), (EFSA
& ECDC, 2010). En effet, la situation nationaleustie de faible prévalence de Tb permet a
la France de disposer d’'un statut officiellememteimne a I'égard de la maladie. Toutefois

cette condition favorable n’a été atteinte qu'eR20

I.1. La situation au niveau national

Prévalence (%)
au 31/12
30% ‘| < 1954 : 25%
25%
20%
15% -
1965 : 10%
10% -
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Figure 1.2.4. Evolution du taux de prévalence des élevagestigeade tuberculose bovine
(pourcentage au 31/12 ; France, 1955-2Q@@pres Bénet J.J., 2008).
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[1.1.1. 1955-2000 : Diminution historique de la pbur atteindre le statut indemne

Dans les années 50, la Tb était considérée comumedés fléaux majeurs des élevages
bovins francais et constituée aussi un danger &bé la santé publique. En effet, le
pourcentage d’élevages bovins francais infectés &tme a environ 25 % (Figure 1.2.4) et
les pertes dues a la Tb représentaient 3 % desigrods animales (Bénet Jet.al, 2006).

Face a cette situation alarmante, un plan de latiéective contre la Th, dirigé et
subventionné par I'Etat, a été mis en place arpdetil954 (1éres prophylaxies collectives
volontaires) puis formalisé par les textes fondatede 1963 des grandes prophylaxies
(rendues obligatoires).

Comme nous l'avons précédemment décrite, cette &idit initialement axée sur des mesures
offensives : dépistage des élevages infectés etalgsainissement par abattage sélectif, des
bovins réagissants. La protection des élevagesrinds reposait seulement les contréles a

I'introduction.

D’aprés I'étude analytigue de Bénet J.J. et semlmmiateurs réalisée en 2006, portant sur
'évolution de la Th entre 1954 et 2004, le taux aheptels infectés a évolué selon la
cinétique d’'une exponentielle décroissante durattiecpériode. En effet, pour les années
1965, 1980 et en 1994, les prévalences instantaraent respectivement estimées a 10 %,
1 % et moins de 0,1 % (Figure 1.2.4) ; Aprés 29 dadutte, elles ont donc été divisées par
100. La conception initiale du plan de lutte a dpecmis d’améliorer considérablement la

situation épidémiologique de I'élevage francaisegard de la Tb.

Toutefois, le ralentissement dans la décroissanceainbre annuelle de nouveaux foyers
(inflexion de la pente (Figure 1.2.4) : taux d’idence annuelle en 1992 de 0,161 %, 1994 de
0,085 %, 1996 de 0,073 %, 1998 de 0,043 %, 200@,084 % (Badin de Montjoye T.,
Thorel M.F. et Garin-Bastuji B., 2004) correspondaix limites de cette conception. En
effet, les opérations de dépistage systématiquiapart alors de leur intérét puisque trés peu
d’animaux étaient détectés positifs.

Le concept du plan de la lutte a donc été progres®nt adapté au contexte épidémiologique
(a partir de 1990). En effet, le dispositif a aloeposé en priorité sur la protection des
cheptels indemnes grace a une meilleure maitrisdateurs de risque (prise en compte et
gestion des risques de contamination par voisinagec une exploitation infectée,

renforcement des contréles a [lintroduction et, amgssement par abattage total et

désinfection appropriée pour éviter la résurgengeeadinfection ancienne).
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Ce dispositif est désormais du fait de la faiblévatence, basé sur la surveillance des
élevages a risque et, sur un systeme de dépistatgpraties infectés essentiellement en
abattoir et a partir d’'enquétes épidémiologiquegagies pour rechercher l'origine de la
contamination d’'un cheptel déclaré infecté (basaas|'étude des facteurs de risque et

I'épidémiologie moléculaire).

En effet, afin de mieux comprendre I'épidémiologie l'infection de Tb en France, le
spoligotypage des souches isoléesMiebovis est quasi-systématiquement réalisé depuis
1998 (création d’'une banque de données) (DurandtBl, 2004). Néanmoins, tous les
isolats deM. bovisqui ont été recus ou obtenus, par le laboratoreéiérence (Afssa), a
partir de prélevements entre janvier 1979 et a@002t qui ont pu étre revivifiés, ont été
analysés par spoligotypage (Haddadel.al, 2001 et 2004a). La carte des spoligotypes
présents en France, associée aux données épidgimias fournies par les investigations de
terrain, permet ainsi de décrire et d’analyserpleénomenes épidémiologiques. Bien que la
diversité des spoligotypes ##& bovissoit tres grande en Europe (Rodrigueetsl, 2010 ;
Humblet M.F.et al, 2010), trois spoligotypes dd. bovissont fréquemment retrouvés en
France : BCG-like (SB0120, nouvelle nomenclatu@54 (SB0121) et GB35 (SB0134)
(Haddad Net al, 2001 et 2004a ; Durand 8t al, 2004).

En conclusion, cette évolution trés favorable depré@valence nationale annuelle de Th a
permis a la France d'atteindre le stade d'Etatieffiement indemne au regard de la maladie,
le 27 décembre 2000 conformément aux dispositieria directive 64/432/CEE.

Etant donné son statut, les animaux de I'especéenéade cheptels francais, destinés aux
échanges intracommunautaires, sont donc dispepsédssis de dépistage de Th, prévus dans
la directive 64/432/CEE. Par allleurs, le réseandais de surveillance des exploitations
bovines est reconnu par la décision 2004/315/CEE16!juin 2009).

[1.1.2. 2001-2006 : la situation reste inquiétante

Méme si la France a obtenu le statut indemne decdlp, ne signifie pas pour autant qu'il
n'existe plus de cas sur le territoire francaisgure tous les départements sont en dessous du
seulil officiel.

En effet, en 2001, 74 nouveaux foyers ont été oo soit le taux d’'incidence était alors de
0,025 % (Tableau 1.2.3.). Puis, I'incidence de laladie a continué a baisser pour atteindre
un taux de 0,015 % en 2004 (Tableau 1.2.3).
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Tableau 1.2.3.Evolution du nombre de foyers, des taux d’incigeatcde prévalence de la Th en
France de 2001 a 2008! 17 mars 2008 ; Badin de Montjoye T., ThoreRviet Garin-Bastuji B., 2004).

Année

2001 2002 2003 2004 2005 2006
Nombre de
nouveaux 74 53 55 42 64 83
foyers de Tb
Taux

gl 0,025 % 0,019 % 0,023 % 0,015 9 0,024 % 0,032 (%

d’incidence
Taux de
prévalence ? ? 0,032 % 0,022 % 0,033 % 0,040 %

NB : ?/ Pas de données.

A linverse, entre 2004 et 2006, il s’est produiteuhausse remarquable du nombre de
nouveaux foyers de Tb (le nombre de foyer annyebtiquement doublé en 2006 par rapport
a 2004). En effet, en 2005 et 2006, le nombre davemux foyers recensés eétait
respectivement de 64 et 83. Par ailleurs, la ntéjoes circonstances de mise en évidence des
foyers était en abattoir (un peu plus de 80 % d¥26e 60 % en 2005 et de 50 % en 2006).
Ceci est principalement du au fait que l'inspectiobabattoir est dans certains départements

le seul moyen de dépister les foyers (Note d’infatron (NI) du 17 mars 2008).

Néanmoins, des disparités importantes existent dag départements. Ainsi, la Tb est un
probléeme majeur dans certains départements comertiogne(24), la Cote d’Or(21), les
Pyrénées-Atlantique®4), ainsi que les départements de la CamafyBe30 et 34, avec une
problématique particuliere liee a une race d’'intélécal (manades et ganaderiagnsi que
les départements ou se situe la forét Brotof@teet 27, avec une problématique liée a la
présence de Tb dans la faune sauvage)contraire, la situation est stable et favazatihns

les autres départements (NI 17 mars 2008).

Cependant, ces hausses épidémiques doivent &es @m compte et surveillées de pres, afin
de conserver le statut indemne de la France. Eat, d®ventuelle perte du statut francais

pourrait avoir de lourdes conséquences dans uaeefdéja en difficulté.

[I.2. La situation dans le département de la Dondogt la stratégie adoptée

[1.2.1. La situation en Dordogne

Jusqu’en 2003, la Dordogne a suivi la tendanceonali, c'est-a-dire qu'elle a vu sa
prévalence annuelle diminuer progressivement def@b$ avec néanmoins, une prévalence

toujours proche voire supérieure a la moyenne nalio
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A contrarig a partir de 2004, la Dordogne a connue une fodissance du nombre de foyers
de Tb (plus de 50 foyers entre 2004 et 2006). Eet,dés autorités ont comptabilisé 3 foyers
en 2004 (soit 0,07 %), 13 foyers en 2005 (soit@)Juis, 29 foyers en 2006 (soit 0,6 %).
Durant ces dernieres années, la Dordogne a ménmisidérée comme le département le
plus infecté de France (Cf. Tableau 1.2.4).

Tableau 1.2.4.Données chiffrées de I'évolution de Tb en Dordode®002 a 2006

(document DDSV de Dordogne (DDSV24)).

2002 2003 2004 2005 2006

Nombre de cheptels suspendus 12 29 14 60 8y
Nombre de cheptels infectés 4 3 9 13 29
Nombre de cheptels abattus 4 3 9 12 29
Nombre de bovins abattus 535 540 509 1327 2506
Nombre de bovins a Iésions 18 28 59 56 14(
Taux d’infection apparent 3,3 % 52% 11,6 % 42% 56%
Nombre de cheptels dépistés :

- en prophylaxie 0 0 3 3 12

- par liens épidémiologiques 1 0 0 4 8

- en abattoirs 3 6 6 8

- par rédhibitions 0 0 0 0 1
Montant de I'indemnisatiof€) 744 385| 613 250 627 879 1727069 251717

Si l'on étudie la situation entre 2002 et 2005, mote un taux anormalement bas de
déclaration des IDS non-négatives, se traduisantupa quasi-absence de dépistage des
foyers par IDS (en prophylaxie) et au contrairedepistage principalement a l'inspection a
I'abattoir (proportions de foyers découverts a &tbir : 3/4 en 2002, 3/3 en 2003, 6/9 en
2004 et 6/13 en 2005, cf. Tableau 1.2.4).

L’'une des causes de cette situation est I'allegérdanrythme des prophylaxies qui s’est
opéré depuis 2000. Une autre raison est l'impodades sous-déclarations lors des
prophylaxies. Une pratique des tuberculinationsphusous-caudal (méthode interdite en
France car moins sensible qu’a I'encolure, Monagldn et al, 1994) au lieu de I'encolure
peut aussi expliquer cette baisse de déclaratisil@®e non-négatives. En outre, une majorité
de cas (plus de 90 %) s’explique par le voisinagelmtroduction d’animaux. Enfin,
I'épidémiologie moléculaire est peu de recours, toaites les souches concernées par les

foyers sont du méme spoligotype BCG-like avec wiilpyNTR également unique et qui est
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d’ailleurs tres fréquent dans le bassin du Limoy&lom. pers. Boschiroli M.L., 2010). Le

risque de résurgence est assez rare.

Cette évolution de la Tb en Dordogne a des répsimus inquiétantes d’'un point de vue
sanitaire mais également financiet commercialdépassantes seuls élevages abattus
(vendeurs de reproducteur touchés par I'image diwrégion infectée »).

Compte tenu de la perte induite par une sous waltton bouchere a I'abattoir et de
limpossibilité de vendre certaines catégories oifeaux, le GDS24 intervient de maniere
forfaitaire (sur la base des sorties habituellegjééaut d’une aide des pouvoirs publics
(GDS24, 2005).

De plus, pour compenser la perte constatée lota dente des animaux dans ces conditions
malgré l'indemnisation forfaitaire de I'Etat (229 €nh 2005) et I'aide du Conseil Général de
la Dordogne (60,68 €, en 2005) percue en plus dealarisation bouchere, le GDS24
intervient en prenant en charge 90 % de la pesiduélle sur la base de sa valeur forfaitaire
(GDS24, 2005).

Au regard de cette situation tres alarmante, iit @®rs urgent d’intervenir pour trouver

rapidement une solution efficace et acceptableques.

I1.2.2. La stratégie adoptée

Face a cette recrudescence de Th et une pressarghinisations d’élevage locale (GDS de
la Dordogne, GDS24), la DDSV24 a mis en ceuvre, 8aele de 'ONCFS (Office National

de la Chasse et de la Faune Sauvage) et du LDABRR# (a réalisation respectivement des
prélevements et des analyses), une enquéte Th $aurie sauvage (375 cerfs, chevreuils et
sangliers) durant la saison de chasse 2005-20Q&n@ant, les résultats ont montré que le

probléeme de la Tb en Dordogne n’avait pas pourlirgign réservoir sauvage.

De plus, une adaptation locale du rythme des phlagles dans les communes des cheptels
infectés, sans arrété préfectoral, mais avec uhésamh des éleveurs. Cette mobilisation
sanitaire localisée a contribué a la découverta diugrand nombre de foyers en 2006 (29)
dont la majorité des cas a été dépisté en propiey{a2/29).
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Au vu de la situation, la DDSV24 a alors décidée®orcer les mesures de recherche de la
Tb a tous les élevages bovins de Dordogne de aategmenter la sensibilité de détection du
dispositif.

D’une part, un renforcement des mesures de propleglaa été appliqgué pour tout le
département pour la campagne 2006-2007, selorétéapréfectoral du 19 décembre 2006 :
généralisation du dépistage par IDS a I'ensembgeateptels de Dordogne et sur tous les
bovins de plus de 18 mois. De plus, la DDSV24 ahaié@ re-sensibiliser les acteurs du
terrain, notamment les éleveurs par I'intermédiaivteGDS et les vétérinaires sanitaires, a
importance de la réalisation de I'IDS et de saldgtion en cas de positivité, pour détecter
les animaux infectés.

Néanmoins, de maniére a limiter les suspensiongssikes de qualification (dues aux
nombreuses réactions faussement positives de I'lie8€ a son manque de spécificité), la
DDSV24 a souhaité disposer d'un outil complémeatasuggéré par le LDAR24, lui
permettant de faire le tri rapide entre les chegptelIDS non-négative a maintenir sous
surveillance et les cheptels a IDS non-négativer pesguels une requalification semblait

pouvoir étre maintenue.

D’autre part, les abattoirs de la région ont étalé@gent re-sensibilisés au probleme, en
insistant sur l'importance de linspectiopost mortemdans la détection des Iésions
evocatrices de Tb (notamment dans le dépistagéogiess résiduels) et en leur rappelant les
modalités d’inspection(sensibilisation avant la parution de la NS du 14i 2007
correspondante).

Cependant, I'apport d'un test complémentaire adetdriologie et I'histologie serait d’'une
grande utilité, c'est-a-dire pour, ne serait cesdampremier temps, conforterposterioriles
décisions prises (pour ne pas suspendre la qdldit sanitaire du troupeau ou décider d’'un
abattage total ou requalifier a tord) par les aiftersanitaires et dans certains cas, de les faire
accepter aux éleveurs non convaincus (incertains)lgs résultats des examens pratiqués
(IDC et histologie) ou bien, pour désapprouver tEisions prises et ainsi inciter a

approfondir les recherches.

[1.3. Nouveaux outils stratégiques utilisés en gk pour renforcer la lutte

Deux tests supplémentaires présentant de bonnesrsale Se et Sp se sont avérés d'utilité

urgente pour confirmer ou infirmer rapidement, lessultats non-négatifs en IDS:
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la technique de dosage d’Iffldour le diagnostic de la Tb a partir d’échantilkanguiret les
suspicions d’abattoir et, la méthode PCR1$0 en temps réel de LS| (notd@CR en
complément des techniques actuelles. Ces testdomut été utilisés a titre expérimental en

vue de leur évaluation.

Concernant le test IFN il figure dans la réglementation francaise mags snodalités
d'utilisation n'ont pas été définies en raison dabdence de son évaluation en France.
L’analyse de la littérature montre que le testaesisi sensible mais plus spécifique que I'IDS
et que son utilisation aprés une IDS, comme lemecande la notice Bovigdm permet
souvent d’augmenter sa sensibilité. De plus, lis@n d'ESAT6 et de CFP10 permet
d’augmenter la spécificité du test lfrdasé sur les PPD mais réduit Iégérement sa skiésibi
Dans ces conditions, ce test modifié permet deirédes faux positifs découverts en IDS
tout en conservant un niveau acceptable de satsithibgnostique. Or, dans les pays a faible
prévalence de Th, comme la France, il est imporigntminimiser le taux de faux positifs,
notamment pour que les éleveurs gardent confiamgegpeogrammes de contrble (réduire le
risque de sous déclaration des IDS non-négatiyes,..

Cependant, sur le terrain, les qualités intrinsedaensibilité et spécificité) du test lirHasé
sur les PPD et, ESAT6 et CFP10 (noté test Bovigamdifié ou test IFM modifié), ne sont
pas suffisamment connues ainsi que les valeursqbindd en situation de faible prévalence.
En effet, la qualité d’'un test dépend des caraatigties épidémiologiques locales (conditions
dans lesquelles il est mis en ceuvre). Ainsi, lasibdité n'est pas la méme selon que le
cheptel a été réecemment ou anciennement infecté&pEaificité dépend étroitement de la
nature de I'agent responsable, des réactions esiséde la proportion d’animaux infectés
par cet agent, ce qui dépend de I'épidémiologieeatte infection et non uniquement du test
lui-méme. C’est seulement en disposant de cesnrations que les données terrains peuvent
étre interprétées correctement. Par ailleurs,ut gussi connaitre les valeurs prédictives du
testconditionnellemené I'IDS, de fagon a mesurer la dépendance éventeelre ces tests.

Au final, cela peut permettre également de miedinldes criteres et conditions d’emploi.

Il était donc nécessaire d’estimer, d’'une parivkdsurs des qualités intrinseques du testylFN
modifié selon les conditions de terrain de la Dgri® et d'autre part, les valeurs du

parametre de dépendance du testylRbdifié suivant le test réalisé en premiere intent

-117 -



PARTIE | — Chapitre 2 : Organisation de la lutte contre la Tukerculose bovine en France

Concernant la méthodeCR il était indispensable d’évaluer la sensibilitéla spécificité
analytiques du test PCR @810 en temps réel. Cependant, cette approche analytigue
suffisait pas, il fallait impérativement disposééldments de confirmation sur le terrain. En
effet, I'évaluation de la sensibilité et la spégtk diagnostiques de la méthoBER par
comparaison avec les techniques officielles de rdisfic de la Tb (histologie et
bactériologie) devait permettre de déterminerwilisation de cette méthode en complément

des tests officiels pouvait améliorer le diagnoatituel de la Tb.

Ainsi, I'objectif de ce travail était d’estimer,lea les conditions terrain de la Dordogne et en
vue d’'une validation de leur utilisation, d’'une fpkr sensibilité conditionnelle a I'DS non-
négative du test IFNmodifié (basé sur les PPD et, ESAT6 et CFP10)st spécificités
absolue et opérationnelle (animaux avec des lésiais cheptels indemnes) et d’autre part,
les sensibilité et spécificité diagnostiques du E€R utilisé en complément des tests
officiels ainsi que sa limite de détection et sass#hilité et spécificité analytiques.

Le but final de ce travail est d"évaluer si |I"gtiiion des tests IFNmodifié etPCRconduit &
une amélioration du programme de contrdle de laBrb.concertation avec la DGAI, les
conditions d’inclusion de ces tests dans le caxljementaire de la lutte contre cette maladie

pourraient alors étre envisagees.
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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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Plagues d'analyse

| = [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.
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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.

- 148 -



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

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

- 149 -



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

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).
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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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Il. Comparaison des sensibilités et spécificités dividuelles et finales du test obtenues
avec les deux modes de calcul et pour deux seuil#féents selon ses différentes
conditions d’utilisation

[I.1. Application du test IFiK dans la population générale

I1.1.1. Sensibilités relatives et spécificités dbes individuelles

Concernant les résultats de sensibilités relategpécificités absolues individuelles obtenus
avec le mode de calcul initial associé & un seailt {recommandé par Bovig&in les
Se PPD et SeR ont été estimée a 85 % et 80 % respectivemdes &p PPD et Sp R ont été

estimées a 99,4 % pour les deux.

L’analyse de la littérature concernée permet dpadier d’'un apercu des différentes valeurs
de sensibilité et spécificité individuelles obtemy®ur des conditions d’application du test et
pour des méthodes d’analyse des résultats indiladliéérentes, dans plusieurs pays.

En effet, Aagaard C. et ses collegues (2006) dithédes Se PPD et Se R a 66 % et 85 %
respectivement et, les Sp PPD et Sp R & 84 % % @&pectivement.

Au contraire, Vordermeier H.M. et ses collaborate(®001) ont obtenu une meilleure
spécificité des R (Sp R de 100 %) mais une moimnsndosensibilité¢ (Se R de 77,9 %).
Néanmoins, Vordermeier H.M. et Ewer K. ont présamé006, une Sp R identique a celle
exposée par Aagaard €t al. (2006) mais une meilleure Sp PPD (96,7 %).

Nous avons donc obtenu d’'une part, des valeurpéeifité absolue (Sp R) et sensibilité
(Se R) des R relativement proches de celles publiéas \fordermeier H.M. et ses
collaborateurs (2001) et d’autre part, des valderspécificité absolue (Sp PPD) et sensibilité
(Se PPD) des PPD semblables a celles de Woodd? &.(1992) et Cockle P.&t al. (2006)

et, Gonzalez Llamazares O&.al.(1999) respectivement (Cf. Tableau 1.1.3)

Par ailleurs, comme les résultats des études adfisfié absolue et de sensibilité relative, ont
montré qu’il n’existait pas de différence signitive de Sp et de $éndividuelles entre les
deux types de calcul, ce constat permet alors gdposter la décision d’utiliser le mode de
calcul normalisé établi selon les recommandatiomd’AFNOR, ce qui permet ainsi une
meilleure reproductibilité des analyses et dondt¥nir des résultats comparables intra et

inter laboratoires.
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De plus, le choix d’'un seuil bas de 0,02 permetmékorer distinctement les sensibilités
individuelles (SePPD de 93 % et $R de 88 %) sans trop réduire leurs spécificitgsRBD

de 98,0 % et Sp R de 98,6 %). En effet, cela appartgain de S€PD de 10 % et de F@

de 8 % et seulement une perte dePHD de 1,4 % et de Fpde 0,8 %.

Ces valeurs de spécificité absolue (Sp R) et siitsifSe R) des R sont donc tres proches de
celles publiées par Aagaard €.al. (2006) et par Vordermeier H.M. et Ewer K. (2006&)
Cockle P.Jet al. (2006) (pour la spécificité seulement). De méras,Maleurs de spécificité
absolue (Sp PPD) et de sensibilité,([3BD) des PPD sont semblables a celles diffusées pa
Wood P.Ret al. (1991) (SePPD de 93,6 % et Sp R de 98,1 %, (Cf. TableaB)I.De plus,

la valeur de Sp PPD est proche de celle obtenu€agiola M.et al. (2004) et Vordermeier
H.M. et Ewer K. (2006a) et la valeur de 88D est voisine de celle obtenue par Buddle B.M.
et al. (2001 et 2003) (Cf. Tableaux .1.3 et 1.1.4)

Par conséquent, il serait intéressant d'utiliseseeil de positivité bas lorsque le test {Fdst

appligué dans la population générale.

I1.1.2. Sensibilité relative et spécificité absofumles du test

La sensibilité relative et la spécificité absolureafes du test ont été évaluées selon deux
meéthodes d’interprétation des résultats finauxt-éledire en considérant les résultats positifs

et divergents comme positifs (PBR) ou seulement les résultats positifs (PIR).

[1.1.2.1. Méthode d’interprétation PPIR

La spécificité absolue PPIR est estimée a 100 % quel que soit le mode delcztide seuil
choisi. Cette valeur est supérieure a celles pebligar Vordermeier H.Met al. (2006a)
(99,2 %) et Coad Met al. (2008) (98,7 %). La sensibilité relative PPR est estimée a 73 %
pour le mode de calcul initial associé au seuilth@ette valeur est également supérieure a
celle publiée par Coad Mt al. (2008) (55 %). Toutefois, la sensibilité relatR®DNR est
meilleure au seuil bas : soit de 85 % pour le madelealcul normalisé et de 90 % mode de
calcul initial. Ainsi, l'utilisation du mode de all normalisé n’affecte donc pas la
Sp PPDR mais occasionne une diminution, bien que nonHstgtive, de la SePPDNR.

Cela permet donc de confirmer qu’il est préfératilgiliser le mode de calcul normalisé
associé a un seuil décisionnel bas (0,02) pourappécation du test IFNdans la population

générale.
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[1.1.2.2. Méthode d’interprétation PRBR

L'utilisation du mode de calcul initial associé a seuil haut, recommandé par Bovidam
permet d’obtenir une spécificité absolue RRDde 98,8 % qui est identique a celle obtenue
avec le mode de calcul normalisé. Cette valeur segtérieure a celles publiées par
Vordermeier H.Met al. (2006a) (94,6 %) et Coad Mt al. (2008) (81,2 %).

De plus, la sensibilité relative PBR obtenue (92 %) qui est également supérieurela cel
publiée par Coad Met al. (2008) (81,2 %) est non-significativement difféerde celle

obtenue avec le mode de calcul normalisé (90 %).

Si un seuil de positivité plus bas est appliqué&daPPDUR est alors estimée a 97 % pour les
deux modes de calcul et la Sp RHDest évaluée a 96,5 % pour le mode de calcul Hména

et a 96,1 % pour l'autre mode de calcul.

L'utilisation du mode de calcul normalisé n'a dopas d’incidence significative sur les
gualités du test. De plus, le choix d’'un seuil dad,02 assure un gain de sensibilité de 7 %

mais une perte de spécificité de 2,3 %.

Cela permet encore de confirmer qu'il est préférabutiliser le mode de calcul normalisé
associé a un seuil décisionnel bas (0,02) pourappécation du test IFNdans la population

générale.

[I.2. Application du test IFN sur des animaux avec une IDS non-négative

I1.2.1. Sensibilités relatives et spécificités agiemnelles individuelles

Concernant les résultats de spécificités opéragitemindividuelles obtenus avec le mode de
calcul initial associé & un seuil haut (recommapdéBovigan®), les SpPPD et SpR ont

été estimées a 72,9 % et 92,7 % respectivement.

Comme les résultats des études de spécificité tipdmalle et de sensibilité relative ont
montré qu’il n’existait pas de différence signitive de Spet Seindividuelles entre les deux
types de calcul, ce constat permet également deosigp la décision d'utiliser le mode de

calcul normalisé.

De plus, le choix d’'un seuil haut de 0,04 par rappain seuil bas (0,02), permet d’améliorer
les spécificités opérationnelles individuelles gtsade disposer d'une SRR satisfaisante
(93,1 %) et d'une S@PPD convenable (73,3 %), et engendre une rédudiesnsensibilités
individuelles qui restent néanmoins acceptablesR 80 % et SEPD de 83 %).
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Par conséquent, il serait intéressant d’utiliseselail de positivité haut lorsque le test st
appligué sur des animaux avec une IDS non-négativegopulation sans risque spécifique

identifié.

En outre, ces résultats montrent que les R somifisigtivement plus spécifiques que les
PPD, comme l'indique la littérature (Van PinxteleA.H. et al, 2000; Buddle B.Met al,
2001, 2003, 2009; Vordermeier H.Mt al, 2001, 2006a; Wood P.Rt al, 2001 ; Aagaard
C.etal, 2006; De la Rua-Domenech &.al, 2006a; Coad Met al, 2008).

I1.2.2. Sensibilité relative et spécificité opécatnelle finales du test

La spécificité opérationnelle finale du test a ét@aluée en procédant de méme que pour
I'évaluation de sa sensibilité relative (indiquéégqedemment, § 1.1.2.), c'est-a-dire selon les
deux méthodes différentes d'interprétation deslt@sufinaux (PPDR et PPIR).

[1.2.2.1. Méthode d’interprétation PRR

L'utilisation du mode de calcul initial associé a seuil haut, recommandé par Bovidam
permet d’obtenir une sensibilité relative RADsatisfaisante (92 %) et supérieure, bien que
non-significativement différente, a celle obtenwveale mode de calcul normalisé (90 %)
mais une spécificité opérationnelle RF® médiocre (70,2 %) et quasi-identique a celle
obtenue avec le mode de calcul normalisé (70,9T%)tefois, comme la sensibilité du test
est relativement bonne avec cette méthode d’ird@pon PPDR, alors on peut considérer
que dans un contexte précis c'est-a-dire ou I'arhaite privilégier la sensibilité du test
(utilisation de la méthode PRIR), cette valeur de spécificité est finalement ptatae.

Si un seuil de positivité plus bas est appliquéSéaPPDUR est alors meilleure, avec des
valeurs identiques pour les deux modes de calGu?4p alors que la $SPPDUR est encore
plus médiocre, avec une valeur supérieure (écartsigmificatif) pour le mode de calcul
normalisé (60,1 %) par rapport a I'autre mode deut#54,3 %).

L'utilisation du mode de calcul normalisé n’a dopas d’incidence significative sur les
qualités du test. De plus, le choix d’'un seuil hdat 0,04 assure un gain de spécificité
opérationnelle de 10,8 % afin qu’elle devienne ptalde mais engendre une perte de

sensibilité relative de 7 % qui reste toutefoisiséaisante.
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Cela permet de confirmer qu’il est préférable disgr le mode de calcul normalisé, associé a
un seuil décisionnel haut (0,04) pour une applicatiu test IFN sur une population d’'IDS

non-négatives.

[1.2.2.2. Méthode d’interprétation PPIR

L'utilisation du mode de calcul initial associé a seuil haut, recommandé par Bovidam
permet d’obtenir une spécificité opérationnelle PRD satisfaisante (95,4 %) et une
sensibilité relative PPDR convenable (73 %). Ces valeurs sont identiquesdlas obtenues
avec le mode de calcul normalisé.

Ainsi, les résultats obtenus montrent que l'uttima des R permet d’améliorer
significativement la spécificité opérationnelle dest IFNy (Sp du test Bovigaff de
72,9 % (SpPPD); Sp du test Bovigarfi modifié de 95,4 % (SpPPDNR)), comme cela a
déja été démontré dans la littérature (concerreagpécificité absolue) (Vordermeier H.bt.
al., 2006a, Sp PPD de 96,7 % et Sp PROle 99,2 %).

Si un seuil de positivité plus bas est appliqu&daPPDNR est alors estimée a 90 % et 85 %
pour les modes de calcul initial et normalisé repement (écart non-significatif) et, la
SpPPDNR est évaluée a 88,3 % et 91,2 % pour les mémessrae calcul respectifs (écart

non-significatif).

L'utilisation du mode de calcul normalisé n’a dopas d’incidence significative sur les
gualités du test. Par ailleurs, le choix d’'un seas de 0,02 entraine une perte deFHINR

de 4,2 % et un gain de S@PDNR de 12 %. Toutefois, lors de I'évaluation des &eSp
individuelles et des $@PDUR et SpPPDUR, le seuil haut semblait le plus adapté afin de
minimiser la baisse de spécificité due a une apftin du test sur une population avec une
IDS non-négative (spécificité opérationnelle) papport a la spécificité obtenue pour une

application du test dans la population généralédifipité absolue).

Par conséquent, il est envisageable d'utiliser ¢elende calcul normalisé, associé a un seuil
décisionnel haut (0,04) pour une application du tEBly sur une population d’IDS non-

négatives.

[1.3. Conclusion de I'étude comparative entre 2 pwode calcul avec 2 seuils différents

Ce travail a donc permis de montrer que I'utilisatdu mode de calcul normalisé n’affectait
ni la sensibilité relative ($edu test et ni sa spécificité absolue (Sp) que soit le seulil

décisionnel, lorsque le test est appliqué dansjalation générale (en paralléle avec I'IDS).
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De méme, l'utilisation de ce mode de calcul assa@cién seuil décisionnel haut, permet
d’augmenter, quoique non-significativement prodaé&pécificité opérationnelle (gmu test
sans en affecter sa sensibilité relative/)(Sersque le test est employé dans la population

d’'IDS non-négatives (en série avec I'IDS).

Par ailleurs, le choix du seuil de positivité désultats individuels calculés a partir des

formules normalisées est déterminant et dépena@dgait des conditions d’utilisation du test.

En effet, le seuil bas de 0,02 semble étre le pliepté pour une utilisation du test dans la
population générale puisqu’il permet d'obtenir, slda cas de la méthode PB® pour
l'interprétation des résultats finaux, des valeaosnparables et excellentes de spécificité
absolue (96,5 %) et sensibilité relative (97 %) thst. Dans le cas de la méthode
d’interprétation PPDR, ce seuil permet d’assurer une spécificité alesekcellente (100 %)

et sa sensibilité relative est satisfaisante (85 %)

Au contraire, quand le test est appliqué sur demaux avec une IDS non-négative, il
devient moins spécifique (spécificité opérationmahférieure a la spécificité absolue). Il
s’avere alors nécessaire d'utiliser un seuil plasithafin de minimiser cette baisse de
spécificité opérationnelle. Toutefois, cela conduiine réduction de la sensibilité relative du
test.

Le seuil haut de 0,04 permet ainsi d’assurer, dansas de la méthode d’interprétation
PPDNR, une spécificité opérationnelle (95,4 %) excedest une sensibilité relative (73 %)
convenable. Dans le cas de la méthode d’interpoét&PDUR, ce seuil permet d’obtenir une

sensibilité relative satisfaisante (90 %) et unecHjrité opérationnelle convenable (70,9 %).

Par conséquent, comme il a été précédemment gecritertains auteurs (Rothel Je$.al,
1990 ; Wood P.Ret al, 1991, 2001; Ryan T.&t al, 2000 ; Gormley Eet al, 2005), le test
Bovigant apparait &tre un outil complémentaire trés utdarda détection de la Tb pour des
régions a faible prévalence, d’autant plus quandekt est utilisé avec des antigénes

spécifiques selon un protocole adapte.

En outre, étant donné que les R sont plus spéedique les PPD, il serait alors intéressant de
disposer de valeurs différentes de seuils de pisitiles résultats individuels calculés avec
les formules normalisées des PPD et des R. Lesirgatke ces seuils devraient étre ajustées

pour des valeurs optimales de sensibilité et deifsgié individuelles (des PPD et des R).
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Ainsi, il conviendrait, selon les conditions d’igdtion du test (en parallele ou en série avec
'IDS), d’établir les courbes ROC des PPD et desfiR de déterminer les meilleures valeurs
de sensibilité relative et spécificité des PPDexst R et enfin, en déduire les valeurs des seuils

décisionnels correspondants.

lIl. Evaluation des valeurs de sensibilité & spécitité individuelles optimales permettant
de déterminer des seuils décisionnels pour le mode calcul normalisé et ainsi d’estimer
les qualités finales du test IFNM modifié pour les deux méthodes d’interprétation, slon

les conditions d’utilisation du test

[1l.1. Application du test IFM modifié dans la population générale

Les combinaisons des résultats des sensibilitatiwes individuelles (S&PD et SeR) avec

les résultats des spécificités absolues individsdlbp PPD et Sp R) ont permis de déterminer
des valeurs de seuils de positivité, pour les tésutles PPD et des R obtenus avec la formule
normalisée, pour lesquelles les valeurs deseéb&p correspondantes sont optimales.

Ainsi, la valeur du seuil décisionnel des PPD as$itrteéée a 0,02 pour une 8D de 93 %
[84-98] et une Sp PPD de 98,0 % [96,3-99,0] alars kg valeur du seuil décisionnel des R
est estimée a 0,01 pour une, Rede 97 % [89-100] et une Sp R de 95,9 % [93,8]97,
(Tableau 11.1.13). Pour une application du testyFhbdifié dans la population générale, les
résultats obtenus montrent donc que la spécifil@®R, bien que satisfaisante est inférieure a
celle des PPD. A Tlinverse, la sensibilité des PBiBn qu'également satisfaisante, est

inférieure a celle des R.

Ensuite, les résultats finaux des deux étudesifskigsrelative et spécificité absolue du test),
c'est-a-dire les résultats issus de I'associatesrdsultats des PPD et des R obtenus pour des
seuils de positivité de 0,02 et 0,01 respectivenmmttpermis d’évaluer la sensibilité relative

et la spécificité absolue du test selon les deuthod®s d’interprétation des résultats finaux
(PPDUR et PPIR).

Ainsi, avec la méthode d’interprétation PP, la sensibilité relative et la spécificité absolu
du test IFN modifié ont été estimées a 90 % [82-98] et 1009%,3-100] respectivement
(Tableau 11.1.14), pour les valeurs de seuils deéargels préalablement établis (0,01 pour les
R & 0,02 pour les PPD) pour un contexte de failoésglence de Th et une application du test

dans la population générale, en I'absence de oFantin-spécifique.
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Avec la méthode d’interprétation PBR, la sensibilité relative et la spécificité absoldu
test IFNy modifié ont été estimées a 100 % [95-100] et 93,01,4-95,8] respectivement
(Tableau 11.1.14).

Nous pouvons alors proposer d’interpréter differeamimles résultats finaux du test en

fonction du contexte épidémiologique rencontrédfable ou défavorable).

Un animal dans un contexte défavorable correspond animal appartenant a un cheptel
anciennement infecté (risque de résurgence) et/ouvallement infecté et/ou lié
épidémiologiquement a un autre cheptel reconnciéfée Tb.

A linverse, un animal dans un contexte favoraler@spond a un animal appartenant a un
cheptel considéré comme indemne de Th depuis phssanées et ne présentant aucun lien
épidémiologique avec un cheptel infecté ou biecheptel provenant d’'une zone indemne de
Th.

Ainsi, dans le cas d’animaux dans un contexte aéédble, la sensibilité du test doit étre
privilégiée par rapport a sa spécificité. Il esbral préférable de choisir le procédé
d’interprétation PPDR. Avec cette méthode, la sensibilit¢ du test emtcdexcellente
(Se PPDUR de 100 %) et sa spécificité est satisfaisantdP(EHpR de 93,9 %).

Au contraire, dans le cas d’animaux dans un coatixtorable, la spécificité du test doit étre
privilégiée par rapport a sa sensibilité. Alorsptecédé d’interprétation PPIR serait le plus
approprié. Avec cette méthode, la spécificité dst ®st donc excellente (Sp PPR de
100 %) et sa sensibilité est satisfaisante PREONR de 90 %). D’autant que dans ce contexte
favorable, la question posée concerne I'élevager peguel on peut disposer de plusieurs
prélevements : or, on sait que la sensibilité ypgeau » est bien meilleure que la sensibilité
individuelle. Dans ces conditions, le choix de pégier la spécificité aux dépens de la

sensibilité peut étre assumée par le gain de shkigsdwllective.

Cependant, comme le test rodifié a été largement utilisé aprés une IDS négative,

nous avons donc étudié la spécificité opératiorrohll test (Si.

[11.2. Application du test IFM sur des animaux avec une IDS non-négative

Dans cette population avec une IDS non-négatigespécificités opérationnelles des PPD et
des R, aux seuils respectifs de 0,02 et 0,01, sespectivement de 66,5 % (FPD
inférieure de 31,5% a SpPPD) et 60,9 % , Bpinférieure de 350% a SpR)
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(Tableaux 11.1.13 et 11.1.15). De plus, sa spéi#idinale, a ces seuils, est de 62,9 % pour la
méthode d’interprétation PFIR (Sp PPDNR inférieure de 37,1 % a Sp PPR) et de
45,2 % pour l'autre méthode (SpPDUR inférieure de 48,7 % a Sp PPR).

Cette perte importante de spécificité nécessitec donréajustement des valeurs des seuils
décisionnels afin d’améliorer les spécificités @@nnelles individuelles et subséquemment
la spécificité opérationnelle finale. Néanmoinsjac@a inévitablement engendrer une

diminution des sensibilités individuelles et suhsgrgment de la sensibilité finale.

Les combinaisons des résultats des sensibilitatives individuelles (S€°PD et SeR) avec

les résultats des spécificités opérationnellesviddelles (SpPPD et SpR) ont donc permis

de déterminer des valeurs de seuils de positipdér les résultats des PPD et des R obtenus
avec la formule normalisée, pour lesquelles leswal des Seet Sp correspondantes sont

optimales.

Ainsi, la valeur du seuil décisionnel des PPD as$itrteée a 0,05 pour une 8D de 83 %
[72-92] et une SEPPD de 75,5 % [71,7-79,0] alors que la valeur elil glécisionnel des R
est estimée a 0,03 pour une; Rede 87 % [75-94] et une SR de 90,7 % [87,9-93,0]
(Tableau 11.1.15). Les pertes de sensibilités imndiglles sont donc de 10 % et les pertes de
spécificités individuelles (opérationnelles parpaq a absolues) dues a I'application du test
dans une population d'IDS non-négatives sont lasggnminimisées par I'adaptation des
valeurs seuils de positivité (0,05 au lieu de @6ar les PPD et 0,03 au lieu de 0,01 pour les
R). Cet effet est plus important pour les PPD (22)5que pour les R (5,2 %). Pour une
application du test IFN modifié dans une population d’'IDS non-négativess tésultats
obtenus montrent donc que la spécificité des PR&h u’'encore acceptable, est faible et
significativement inférieure a celle des R. De ménse sensibilité des PPD bien que

convenable, est inférieure a celle des R.

Ensuite, les résultats finaux des deux études ifsktgsrelative et spécificité opérationnelle
du test), c'est-a-dire les résultats issus ded@aason des résultats des PPD et des R obtenus
pour des seuils de positivité de 0,05 et 0,03 smanent, ont permis d’évaluer la sensibilité
relative et la spécificité opérationnelle du tesiba les deux méthodes d’interprétation des
résultats finaux (PPOR et PPIR).

Ainsi, avec la méthode d’interprétation PPR, la sensibilité relative et la spécificité
opérationnelle du test IRNmodifié ont été estimées a 77 % [64-87] et 94,%0-96,1]
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respectivement (Tableau 11.1.16), pour les valelerseuils décisionnels préalablement établis
(0,03 pour les R & 0,05 pour les PPD) pour un cdetee faible prévalence de Tb, en milieu
présentant peu de réactions non-spécifiques etappkcation du test dans une population
d’'IDS non-négatives. La perte de sensibilité du &t alors de 7 % tandis que la perte de
spécificité (opérationnelle par rapport a absotieg a I'application du test dans ce contexte,

n’est plus que de 22,7 %.

Avec la méthode d'interprétation PBR, la sensibilité relative et la spécificité opéranelle

du test IFN modifié ont été estimées a 93 % [84-98] et 71,8%9-75,6] respectivement
(Tableau 11.1.16). La perte de sensibilité du test alors de 13 % tandis que la perte de
spécificité due a I'application du test dans cetewte, n’est plus que de 5,7 %.

Par conséquent, dans un contexte défavorablept@é d’interprétation PRIR permettrait
une bonne sensibilité (SBPDUR de 93 %) et une spécificité acceptable, (BPDUR de
71,8 %). Au contraire, dans un contexte favoralde procédé d’interprétation PPIR

permettrait a une spécificité satisfaisante (94)22tine sensibilité convenable (77 %).

En résumé, les valeurs de sensibilité et spédficitividuelles dépendent des conditions
d’application du test sur le terrain (populatiotate ou seulement d'IDS non-négatives). Par
conséquent, les valeurs de leurs seuils décisisromtespondants varient selon les mémes
conditions. En effet, Buddle B.Mt al. (2009) ont proposé un seuil décisionnel pour BB P
plus bas (0,07 au lieu de 0,10) lorsque le testtdsté en parallele a I'IDS.

Subséquemment au choix des valeurs des seuilsiaéwts, les valeurs de sensibilité et
spécificité finale du test dépendent de la méthddeterprétation des résultats finaux
(méthodes PPDR ou PPIYR) sélectionnée selon le contexte épidémiologicrreeantré
(favorable ou défavorable).

Conclusion :

A partir des résultats de la premiere étude, namsvgns conclure qu’il est préférable

d'utiliser pour ce test IF{N Bovigan® modifié, un mode de calcul normalisé prenant en
compte les variations d’absorbances liées aux tondide I'analyse, comme le recommande
la norme NF-U 47 019, afin que les résultats dedyans soient plus reproductibles et donc

puissent étre plus comparables intra et inter ktaes.
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De plus, pour une application du test dans la @djmun générale, il est nécessaire de choisir
un seuil décisionnel plus bas que le seuil redéfinir le mode de calcul normalisé (redéfini
par rapport au seuil proposé par BovifanDe surcroft, il est indispensable d’ajuster les
valeurs des seuils de positivité des résultatsviddels, calculés a partir des formules
normalisées des PPD et des R, pour obtenir desursal@ptimales de sensibilité et de

spécificité individuelles, comme le recommande EOI

Ainsi, la seconde étude a permis de fixer les valeles seuils décisionnels a 0,02 et 0,01,
pour les résultats des PPD et des R respectivecadnilés avec les formules normalisées,
pour une application du test IFNBovigan® modifié, dans la population générale d’'une
région a faible a prévalence de Tb et en I'abseecegaction atypique (Tableau I11.1.17).
Concernant son application dans la population dianx avec une IDS non-négative issue
d'une région a faible a prévalence de Thboet des réactions atypiques sont possibles, les
valeurs des seuils ont alors été fixées a 0,0508, @our les PPD et les R respectivement.
Pour ces valeurs-seuils, les valeurs de sensitglitéle spécificité du test sont estimées
respectivement dans un contexte épidémiologiquavdédble a 93 % [84-98] et 71,8 %
[67,9-75,6] (en suivant la méthode PFR), et dans un contexte épidémiologique favorable a
77 % [64-87] et 94,3 % [92,0-96,1] (en suivant léthode PPDR), (Tableau 11.1.17).

Tableau 11.1.17. Synthése des principales recommandations pourtilisation appropriée du test
IFNy modifié en région a faible prévalence de Tb es@néant pas* ou peu** de réactions non-
spécifiques (Dordogne).

Valeurs de
Application seulils 4 Résultats finaux
o Méthode
4 0
dur;(]%st;hcliZNy ((j:lemfs |onn(|els Contexte d’interprétation (i 9/% %]
dans la “nce)?mc;rlirgge? épidémiologique | des résultats .
. finaux
population... Spécificité | Sensibilité
PPD R finale finale
100 % 90 %
Favorable PPDR == 0
générale* 0,02 0,01 [99,2-100] | [82-98]
93,9 % 100 %
Défavorable PPDUR > 70 ==
[91,4-95,8] | [95-100]
94,3 % 77 %
Favorable PPDR S 7D 0
d’IDS non- 0.05 003 [92,0-96,1] [64-87]
négative** ' ! 718 % 93 %
Défavorable PPDUR ' —
[67,9-75,6] | [84-98]
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En conclusion, le test IFNmodifié n’est pas parfait. Néanmoins, sa compléarég vis-a-
vis de I'IDS en fait un atout indéniable qui jusihotre étude mais, il faut souligner que ce
test ne saurait remplacer purement et simplemengidre dispositif.

L’adaptation des criteres d’analyse aux statutsciigux régional d’une part, c'est-a-dire une
région avec une prévalence de Tb faible ou fores iBactions non-spécifiques rares ou
fréquentes (...) et aux conditions d'application @sttd’autre part, c'est-a-dire pour un
dépistage dans la population générale en paraldidDS ou pour une confirmation de
résultats non-négatifs en IDS (...), est essentmdigr une utilisation appropriée de ce test
IFNy modifié.

Ainsi, en fonction du statut infectieux de la régiétudiée et des conditions d’application du
test IFNy modifié, il est nécessaire d’étudier les sensésliet spécificités individuelles (des
PPD et des R) en fonction des seuils décisionriiglsla définir les valeurs-seuils des PPD et
des R pour lesquelles les valeurs de sensibilitdeetpécificité sont optimales. Ensuite, la
méthode d’interprétation des résultats PRDdoit étre choisie quand une estimation élevée
du risque de Tb est établie, (c’'est a dire dansamexte épidémiologique défavorable). Au
contraire, la méthode d’interprétation des ressil®PD\R est a choisir de préférence pour
une estimation faible du risque de Th, (c'est-a-dians un contexte épidémiologique

favorable).
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Introduction :

Mise en place d’'un test PCR 18110en temps réel en Dordogne

Le test PCR 16110en temps réel, kit TagV@MTBC de LSI, est utilisé a titre expérimental
en Dordogne depuis 2006.

En effet, il permet de compléter le diagnostic eeégtntaire basé sur I'histologie et la
bactériologie. Cependant, les résultats de la PE€Ronivaient alors étre pris en compte dans
la décision sanitaire, car ce test ne figurait gess les textes réglementaires et I'évaluation
de ses performances (analytiques et diagnostiquéit que partielle (Figures 11.1.3 et
11.1.4).

Ainsi, l'objectif du travail exposé dans ce chapita été d'évaluer la sensibilité et la
spécificité analytigues de ce test PCRS1E0 en temps réel. Cependant, cette approche
analytique n’étant pas suffisante pour valider tégration du test dans les séquences
diagnostiques opérationnelles de la Tb, il a fathpérativement disposer d’éléments de
confirmation sur le terrain. En effet, I'évaluatiotle la sensibilité et la spécificité
diagnostiques de cette méthode PCR par comparaisotechniques officielles de diagnostic
de la Tb (histologie et bactériologie) devait pettneede déterminer si 'utilisation de cette

méthode en complément des tests officiels pouvadtiarer le diagnostic de la Tb.

Les études de sensibilité et spécificité analygsent exposées dans le sous-chapitre 1 et

celles de sensibilité et spécificité diagnostigsmst présentées dans le sous-chapitre 2.
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Sous-Chapitre 1:

Etude analytique du test PCR 1$110en temps réel utilisé en Dordogne

Comme nous l'avons présenté dans la premiére metiee manuscrit, le kit PCR TaqVet
MTBC a été développé afin de permettre I'amplifizatet la détection exclusives d’un
fragment de la séquence d'insertio51304 I'aide d’un couple amorces et sonde Tadfan
spécifiques. Sachant que 18$10est rapportée comme présente uniquement dansdengé
de toutes les mycobactéries du MTBC, il était ngaes de vérifier la capacité de détection

par ce test PCR de ces bactéries, c'est-a-diensdité analytique.

La spécificité analytique d’'un test PCR est sa ciéaa distinguer de maniere univoque
'agent cible d’autres agents proches génétiquerdenta cible d’intérét et/ou se trouvant
dans le domaine d’application. Par conséquenyd@&tde la spécificité analytique du test a
egalement éte effectuée afin de vérifier s’il nempatait pas I'amplification et la détection de
bactéries autres que celles présentes dans le MjliB@résenteraient une séquence analogue

ou proche de la cible génétiqueésiS.Q

Matériels et Méthodes

|. Description des échantillons pour les études desensibilité et spécificité
analytiques du test PCR 1$110

I.1. Etude de la sensibilité analytique du test REE.10

Pour vérifier la sensibilité analytique du test PISR11Q les ADN des especes bactériennes
incluses dans le MTBC, présentant une concentrdtidobe de 100 fg/ul, ont été analysés
avec ce test.

Cette concentration correspond a 105 copies6d’l® pour M. bovis monocopie étudiée
(Cf. Annexes XII et XlIl), comme le recommande larme AFNOR NF T 90-471 relative

a la détection et la quantification desegionella et/ou Legionella pneumophilapar
concentration et amplification génique par réactierpolymérisation en chaine en temps réel
— (AFNOR, 2010)). Nous avons tenu compte de cettenaccar elle est a ce jour la seule
norme AFNOR diffusée traitant de la technique PEReffet, au moment de la rédaction de

ce manuscrit, la normalisation (AFNOR) de la teghei PCR employée en santé animale
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n'était encore qu'en projet (rédaction) (PR NF U6OD relative a la « Guide de bonnes

pratiques pour la mise en ceuvre de la PCR en hélagérinaire »).

Les mycobactéries du MTBC testées ont été les st@saM. bovis M. caprae M. microti,
M. pinnipedii M. africanum(souches sauvages caractérisées par I'Afssa par REIR
(Annexe 1V)) etM. tuberculosigsouche ATCC 27294M. canettin’était pas disponible.

I.2. Etude de la spécificité analytique du test RE6110

Bien que la spécificité du couple amorces et s@idété auparavant vérifige silico par la
société LS|, a partir du logiciel d’alignement dmjgences NCBI BLAST, il était cependant
nécessaire d'évaluer la spécificité analytique detast a partir de I'analyse d’ADN de
bactéries (isolées) autres que celles présentaseldiTBC.

1.2.1. Mycobactéries n'appartenant pas au MTBC

La liste des mycobactéries excluant celles appantesiu MTBC, a tester a été établie a partir
d’'une analyse approfondie de la littérature (Tablk2.1).

En effet, Jordao Junio€.M. et ses collegues ont démontré en 2009 la pcésele
mycobactéries non tuberculeuses (MNTM. ( simiae, M. kansasii, M. flavescens,
M. gordonag¢ dans le lait cru de buffle d’eau, au Brésil. lls @galement montré que ces
résultats étaient en accord avec des publicatinté&iaures, par exemples de Leite C.Q@f.
al. en 2003 §1. fortuitum, M. marinum, M. kansasii, M. gordonadentifiées dans des
échantillons de lait (pasteurisé ou non) au Breéd#) Konuk M.et al. en 2007 (lait bovin
pasteuris€é ou non au Brésil), de Jha VeE.al. en 2007 M. xenopi, M. fortuitum,
M. chelonae, M. gordonae, M. kansagplées de lait cru de buffle au Népal), de HaxriB.

et al.en 2007 §. fortuitumretrouvée dans du fromage en Californie).

De plus, Hughes M.Set al. (2005) ont identifié par PCRM. nonchromogenicum,
M. malmoense, M. aviursubsp. paratuberculosis, M. aviunsubspavium, M. kansasia

partir de ganglions de bovins d’'Irlande du Nord.

Par ailleursM. smegmatipossede une sequence similaire 6180 (Coros A., DeConno E.
et Derbyshire K.M., 2008).
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Tableau I1.2.1. Etude de la spécificité analytique du test PCRLI® —
Liste des mycobactéries n’appartenant pas au MTRGStar et effectivement disponibles

Mycobactéries Source Afé
autres que MTBC (codification) Reférence$
M. avium subsp.avium® ATCC 25291 0,2,4,7,8,9
M. avium subsp.paratuberculosig | ATCC 19698 2,9

M. avium subsp.hominissuis’

*

M. chelonaesubsp.chelonae®

ATCC (35752)"

0,13,4,7,8,10, 13,14

M. facinogenes Non disponible -

M. flavescend CIP 104533 0,1,4,8
M. fortuitum fortuitum 2 ATCC (6841)" 0,1,3,4,7,8,9,10, 13, 14, 15
M. gastrib CIP 104530 0,4,8,10
M. gordona€’ ATCC (14470)" 0,1,3,4,54,7,8,9,10
M. intermedium® * -

M. intracellulare® ATCC (15985)" 0,4,7,8,9,13, 14,15

M. kansasii® ATCC (12478)" | 0,1,2,3,4,5,8, 10, 13, 14, 15
M. marinum? ATCC (927)7 1,3,4,8,9
M. nonchromogenicun? * 2,4,6,8
M. malmoense Non disponible 2,13,14,15
M. paraffinicum® * 12
M. scrofulaceum Non disponible 3,4,8
M. simiae? ATCC (25275)" 0,1,3 4
M. smegmatig ATCC (19420)" 3,4,7,10, 11
M. szulgai Non disponible 3,4,10
M. phlei® ATCC 354 4,7,8
M. terrae complex’ * 2,3,4,8
M. triviale * 4,8
M. ulcerans® (CRo%ggsesz) 1,3,4,8,10
M. vaccae Non disponible 0,3,4,8,10
M. xenopi * 0,1,3,7,8,9,13,14

¥ ADN provenant du Laboratoire Eau EnvironnemenSgitémes Urbains, Ecole des Ponts, Paris (Radomski
N., doctorant) ¥/ ADN provenant de ATCC/ American Type Culture @otion ; T/ Souche type ; CPS/
Collection de la Pitié-Salpétriere (Paris, Franc#&) ldentification bactérienne des isolats par usngage
ADNr 16S, par I'Afssa-Lerpaz ;

“/ Références des articles citant I'utilisation degcabactéries pour vérifier la spécificité de PCR MTB® 156110 0/
Hénault S, Karoui C. et Boschiroli M.L., 2006 ; btdao Junior C.Met al, 2009 ; 2/ Hugues M.%t al, 2005 ; 3/ Tasara
T., Hoelzle L.E. et Stephan R., 2005 ; 4/ Rodrigli€z. et al, 1995 ; 5 :Skuce R.Aet al, 1994 ; 6/ McCorry T.Pet al,
2004 ; 7/ Bakshi C.et al, 2005 ; 8/ Liébana Eet al, 1996 ; 9/ Taylor G.Met al, 2007 ; 10/ Parra Aet al, 2008 ; 11/
Coros A., DeConno E. et Derbyshire K.M., 2008 ; 12ngy/ S.Het al, 2008 ; 13/ Hellyer T.Xkt al, 1996 ; 14/ Kent Let
al., 1995 ; 15/ McHugh T.D., Newport L.E. et Gillesj@eH., 1997.
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Au total, 26 mycobactéries ont été sélectionnéds srapratique, certaines souches n’étaient
pas disponibles. Par conséquent, seules 21 myéolesctont été effectivement testées
(Tableau 11.2.1.).

Sachant que la norme AFNOR NF T 90-471 recommaneéelap essais d’exclusivité soient
réalisés sur des extraits d’ADN de facon a obtewirminimum 10 000 unités génomes
(AFNOR, 2010), toutes les mycobactéries disponiskasf M. xenopi(soit 20 échantillons,

Tableau 11.2.1) ont donc été testées pour une carat®n en ADN de 0,01 ng/pl (soit

0,05 ng/puits) (Annexe XI)M. xenopia été testée a partir du lysat d’'une colonie (non

purifiée et donc non quantifiée).

1.2.2. Bactéries n'appartenant pas au géfyeobacterium

La liste des bactéries a tester n'appartenant pageareMycobacterium a été établien
tenant compte des criteres suivants : Bactérieartgmant a I'ordre des Actinomycétales,
et/ou engendrant des lésions similaires a celles dwne infection par les mycobactéries du
MTBC et/ou possédant une séquence d’insertion airaib I''S5110

Seuls les échantillons d’ADN de 10 bactéries (Itaétllons) ont été testés par PCR a la
concentration de 0,01 ng/ul (AFNOR, 2010) (Tablg&u2).

Tableau I1.2.2. Etude de la spécificité analytique du test PCRLI® —
Liste des bactéries testées n'appartenant pasmaelgdgcobacterium

Bactéries n’appartenar_lt pas Source codification)
au genreMycobacterium

Escherichia coli? * (SC35)
Mycoplasma bovis ATCC 25523
Nocardia farcinica® IFM 10152
Rhodococcus spp. * (SC48)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Streptococcus agalactiae ATCC 27956
Streptococcus dysgalactiae ATCC 27957
Streptococcus uberis ATCC 27958
Streptomyces spp. * (SC49)
Pseudomonas spp. *(SC32)

4 ADN provenant provenant du Laboratoire Eau Envimment et Systémes Urbains, Ecole des Ponts, Paris
(Radomski N., doctorant) ; IFM/ Collection de Cuéiidu Centre de Recherche sur les champignonsgeatae
et les mycobactéries toxiques, Chiba, Japon.* Iflemion bactérienne des isolats par séquencagerABS.
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D’autres mycobactéries telles quéctinobacillus lignieresii, Actinomyces pyogenes,
Corynebacterium pseudotuberculosis, Nocardia agfesy qui étaient prévues dans la liste

auraient méritées d’'étre testées mais elles niétai@alheureusement pas disponibles.

Il. Protocole d’amplification et de détection par FCR 1S6110de la cible génétique

et Méthode d’interprétation des résultats

L'étude analytique de ce test PCR a porté uniquémsienla cible génétique 6310du test.
En effet, la cible génétique IPC (contrble d’extiat) n’était pas utile pour cette étude

puisque les échantillons d’ADN analysés ne conngas d’IPC (Annexe IX).

II.1. Protocole d’amplification et de détection R de la cible génétiqued$l0

Pour cette approche analytique, nous avons dom@am@é@iniquement le mix nécessaire a la
réaction PCR permettant I'amplification et la détet d’'un fragment d’'I8110 (Mix
1S6110. Le Mix IS6110a été reconstitué a partir des réactifs suivahtaster mix et couple

amorces et sonde Tagnfaspécifiques du fragment d6310recherché (Annexe IX).

Pour chacune des études (sensibilité et spécificiédytiques du test, ainsi que pour sa limite
inférieure de détection étudiée en (Annexe Xllig)volume final de chaque réaction PCR
était de 25ul. Dans chaque puits (ou cupule) ou une réactioR @it a réaliser, fl
d’échantillon d’ADN ont été distribués dans lesi2@e Mix 1S6110 préalablement déposés.
Par ailleurs, afin de valider 'analyse PCR, unto@le positif d’amplification de la cible
génétique 18110 (EPC) distribué comme un échantillon, a été étilmur chacune des
études de sensibilité et spécificité du test. Denméune cupule contenant 25 pl de Mix
IS6110 réservée au contrble négatif d’amplification (N@) été également employée
(Annexe IX).

L’amplification et la détection du fragment cibl@toété réalisées avec le thermocycleur
ABIPRISM™ 7500 et en utilisant le programme déerit Annexe IX (avec un changement

dans le nombre de cycles a I'étape 3, soit 50 itépet au lieu de 45).

[I.2. Méthode d’interprétation des résultats

Les résultats des témoins positif (EPC) et nég@i€C) d’amplification ont di étre

préalablement validés avant d’interpréter les tasildes échantillons. En effet, la valeur du
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Ctise1100btenue pour 'EPC devait étre comprise entretZBeet la valeur du (gk1100btenue

pour le NC devait étre supérieure a 50 (nombreydkes réalisés).

Un systeme d’interprétation des résultats des éitloas analysés avec le test PCR basé
uniguement sur la cible génétique61dQ est décrit en Annexe Xl (établi suite a la
détermination de la limite de détection du test aoPies correspondant a une valeur de
Ctise110 de 38). Ainsi, le résultat d’'un échantillon edenprété positif (positif MTBC) si la
valeur du Gggripest inférieure a 38 ou neégatif (négatif MTBC) aivialeur du Gis110 est
supérieure a 50 (aucun signal détecté). Il faukedgent tenir compte de I'aspect de la courbe
(exponentielle).

Résultats et Discussion

Dans les deux études analytiques, I'analyse PCie aadidée par les témoins et les résultats
des échantillons testés ont ainsi pu étre integprét

|. Etude de la sensibilité analytique du test PCR36110

Les valeurs des (gt110 Obtenues pour les six ADN des mycobactéries du ®ITH. bovis

M. caprae M. tuberculosisM. microti, M. africanumet M. pinnipedi) ont été inférieures a la
valeur de Ct correspondant a la limite de détedf@izsi10 < 38). Ces résultats apportent la
confirmation que ce test PCR permet la détecticnafpéces présentes dans le MTBC. Sa
sensibilité analytique est donc excellente d’autpre la concentration des ADN testés étaient

relativement faible (100 fg/ul).

Il. Etude de la spécificité analytique du test PCRS6110

Parmi les 21 échantillons testés, fortement comésrén ADN de mycobactéries autres que
MTBC, 5 ont présenté un signal positif $st10< 38). Il s’agissait de mycobactéries
atypiques :M. flavesceng36,3), M. gastri (34,6), M. gordonae(35,0) etM. paraffinicum
(34,3) etM. xenopi(28,8). Toutefois, les ADN des mycobactéries testaient 100 fois plus
concentrés (0,01 ng/ul soit 10 000 fg/ul) que cdesx mycobactéries du MTBC.

De plus, ces mycobactéries ont été également assysvec un autre test PCR130en
temps réel développé par I'Afssa-Lerpaz (noté PG8s#d), (Hénault S., Karoui C. et
Boschiroli M.L., 2006) et les deux dernieres myatbdes M. paraffinicumet M. xenop)
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ont présenté également un signal positif (Ct raspaoent similaires a ceux obtenus avec le

test PCR 18110étudié dans cet article) (résultats non présentés)

En outre, le test PCR 6310 étudié n'a pas permis la détection des mycobastétie
complexeM. avium (MAC) (en particuliersM. aviumsubsp.paratuberculosiset M. avium
subsp.avium couramment retrouvés chézs bovins) et des bactéries n’appartenant pas au
genreMycobacteriumEn effet, parmi les 10 autres échantillons tedt&®N de bactéries

autres quéMycobacteriunmspp., aucun signal n’a été détect§ddzio> 50).

Au regard de ces résultats, la spécificité analgtiglu test PCR EL10 semble donc

convenable.

Conclusion

L'objectif du travail exposé dans ce sous-chapitait d’évaluer d’'un point de vue
analytique, le test PR 10de LSI développé pour détecter seulement les nagtéhies du
MTBC. En effet, il s’agissait d’évaluer la sensitdilet la spécificité analytiques des amorces
et sonde 1811Q créées pour étre spécifiques d’'un fragment&I® qui est, d’apres la

littérature, présent uniqguement dans le génomenyesbactéries du MTBC.

Les résultats analytiques obtenus ont montré questeétait trés sensible puisqu’il a permis
la détection des mycobactéries du MTBC, a partifaileles quantités d’ADN extraits de
souches isolées. De plus, sa spécificité analytigemblait acceptable puisque ni les
mycobactéries du MAC, ni les bactéries autres Myeobacteriumspp. (testées) n’ont éte
détectées. Cependant, il a permis la détection delqaes mycobactéries atypiques
(M. flavescens M. gastri M. gordonaeet M. paraffinicumet M. xenop) a partir de tres
grandes quantités d’ADN extraits de souches ispléeasis les signaux d’amplification

obtenus pour les quatre mycobactéries quantifitzesng faibles.
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Sous-Chapitre 2:

Etude de la valeur opérationnelle de cette méthodeCR 1S6110 utilisée en
Dordogne

Apres cette approche analytique, une évaluatioaitede ce test PCR 6210en temps réel
devait permettre d’apprécier son intérét opératbiisensibilité et spécificité diagnostiques)
notamment par rapport aux meéthodes officielles @gribstic de la Tb (bactériologie et

histologie).

Dans ce sous-chapitre 2, deux versions du kit P@RVES® MTBC ont été étudiées. La
différence entre les versions reposait sur la eatlu contréle interne d’extraction (IPC

endogéne pour l&f version et exogéne pour 15%9.

Matériels et Méthodes

|. Description des échantillons et processus de sétion rétrospectif

Toutes les études ont été réalisées rétrospectitednpartir de bovins suspectés de Th, car
présentant des lésions macroscopiques évoquantlédamns de Tb, découvertes par
I'inspection a l'abattoir. Ces bovins étaient taasus de cheptels situés dans des régions
infectées en France (Dordogne et/ou région BourgoGhte d’Or notamment).

Les échantillons prélevés sur ces lésions suspestesyés par les abattoirs entre fin 2006 et
début 2010, ont été traités par le LDAR24 ; il #agit de ganglions (rétropharyngien,
trachéobronchique, médiastinal, notamment) et dioeg (poumons, foie, notamment).

Tous les échantillons ont été soumis a un examstolbgique avec coloration de Ziehl
Neelsen f[fist. pour I'histologie), une culture et identificatiae souchesBact. pour la
bactériologie) et une PCR8%10en temps réel, (kit TagV®@MTBC) (PCR.

Au fur et & mesure du travail de thése, la techmigGR a évolué et différentes études de
sensibilité diagnostique liées aux modificationsansi été réalisées.

Deux versions du teStCRont été évaluées.

En effet, nous avons réalisé une premiére étude stensibilité diagnostique de 18®Vversion
de la PCR (PCRJ pour laquelle I'PC était endogéne et la détectaes deux cibles

génétiques (I6110et IPC endogene) était réalisée dans le méme (puitsocupule).
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Or, en raison d’un probleme lié a cet IPC endodprableme d’invalidité des résulta?CR1

en I'absence d’inhibition), une seconde versionetPCR (PCR2 reposant sur l'utilisation
d'un IPC exogéene a été développée et utilisée [@odétection des deux cibles génétiques
(IS6110et IPC exogéne) en monocupUuRCR2m et cupules séparées ou bicupER?2)).

Une étude comparative enfP€R1, PCR2met PCR2ba donc été nécessaire pour déterminer
si les problemes d’inhibition pouvaient, sans réella sensibilité de la méthode, étre réduits
avec cette nouvelle versioPCR2 et suivant quel systeme de détection (monocupule
bicupule).

Enfin, il a été indispensable d’étudier la sengibitiagnostique de la versid?CR retenue
(PCR2D.

Par ailleurs, la spécificité diagnostique « opéraielle » du tedeCRa été étudiée a partir de
la PCR1etPCR2bqui ont été employées « en routine » en DordoB@R(Lde fin 2006 a fin
2007 etPCR2bdepuis 2008).

Pour compléter I'approche analytique de la spétéfide la cible génétique 6210du test, la
spécificité de laPCR2b conditionnelle a lidentification de bactéries pfmrtenant pas au
MTBC (absence de bactérie du MTBC apres recheratientification des colonies isolées) a

été également étudiée rétrospectivement.

.1. Etude de la sensibilité diagnostique de®l@vkrsion de I#CR(PCRY)

La sensibilité diagnostique de la premiére versiedlaPCR (PCRJ a été étudiée a partir de
149 tissus présentant des Iésions macroscopigspsaes de Th, découvertes a I'inspection
a I'abattoir (fin 2006 et 2007). Ces échantillomevyenaient de 77 bovins issus de 44 cheptels

déclarés infectés de Tpar la suite (d’une région infectée, Dordogne).

Pour cette étude, les échantillons ont tous ét/sempar histologie, bactériologieRER1
Dans le cas de résulfaCR1linvalide, I'échantillon €¢luaj était dilué au 1/10 puis ré-analyse.
La particularité de cette™® version de I&PCRest que I'lPC est endogéne (IR§). De plus,
'amplification et la détection des ciblesBiBL0 et IPGnqgo S'effectuent dans la méme cupule
(amplifications géniques en monocupule) (Annexe IX)

“Cheptel infecté de Th: cheptel ol au minimum 1 animal a fourni un réupositif en bactériologie
(M. bovig laquelle est a ce jour le gold standard.
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Cependant, I'absence de détection ddRE(résultat invalide) a été constatée a plusieurs
reprises en I'absence d'inhibition et ceci consiituin probléeme a résoudre rapidement. Une
seconde version de cetRCR (PCR32, utilisant un IPC exogene (ajouté apres l'étape d
décontamination a l'acide de facon a éviter sa wéaton) a donc été développée et

comparée a |IRCR1

I.2. Deux études comparatives entre les sensiilitéggnostiques d@CR1etPCR2

1.2.1. Premiere étude comparative ef@R1etPCR2

42/149 échantillons« ribolysés » (8 11.2.2.2.), utilisés pour l'étude de la senkdi®i
diagnostique de I&PCR1 (étude initiale), ont été ré-extraits et analyskesix fois par
PCR2avec un systeme d’amplification génique d’une,partmonocupule (notéeCR2n) et
d’autre part, en cupules séparées ou bicupuled®Z&2l. De plus, ces échantillons ont été
ré-analysés paPCR1, avec le méme systéme d’amplification géniquet, soimonocupule.
Dans le cas de résulfaCRinvalide, I'échantillon éluaf) était dilué au 1/10 puis ré-analysé.
Par ailleurs, 31 de ces 42 échantilloghidty ont été envoyés a I'Afssa-Lerpaz qui les a
également analysés (PCR-Afssa) (Hénatlal, 2006). Les résultats obtenus sont présentés

en Annexe XV.

1.2.2. Deuxiéme étude comparative erR@R1etPCR2b

Une seconde étude comparative a été effectuéeleldng de vérifier les résultats obtenus
lors de la premiére étude. Ainsi, 23 échantillabslyséssupplémentaires, décrits au Tableau
11.2.3, (parmi les 149 échantillons étudiés dagsulle initiale de la sensibilité de RCR1

(8 I.1.)), ont été choisis selon les résultats miedans I'étude initiale, de facon a disposer

d’un panel de résultats différents (cas A a F).

Tableau 11.2.3. Caractéristiques des échantillons utilisés
pour la seconde étude comparative eRtt&R1et PCR2b

Cas ,Nom b.re Résultat;s P.CRl Résultats
d’échantillons (étude initiale) Bact.
A 10 Clissr10< 38 Positif Positif
B 2 38< Ctig6110< 40| Positif Positif
C 1 Ctis110> 40 Négatif Positif
D 1 Clissr10> 40 Invalide | Positif
E 7 Ctiss110< 38 Positif Négatif
F 2 38< Ctig6110< 40| Positif Négatif
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Ensuite, ils ont tous été extraits et analysés lsgmément paPCR1et PCR2b Dans le cas

de résultaPCRinvalide, I'échantillon ¢luaf) était dilué au 1/10 puis ré-analysé.

[.3. Etude de la sensibilité diagnostique dEGR2b

L’étude de la sensibilité diagnostigue deR&R2ba été effectuée a partir de 126 tissus
présentant des Iésions macroscopiques suspeclds découvertes a I'inspection a I'abattoir
(en 2008). Ces échantillons provenaient de 67 Isogisus de 29 cheptels déclarés inféctés
de Tb par la suite (des deux régions infectéesegiprécédemment).

Dans cette étude, les échantillons ont tous éts#sapar histologie, bactériologieRER2b
Dans le cas de résult®@CR2binvalide, I'échantillon éluaf) était dilué au 1/10 puis ré-

analysé.

l.4. Etude de la spécificité diagnostique « opératelle » de |#CR

L’étude de la spécificité diagnostique dePi@R devait étre réalisée a partir d’échantillons de
bovins présentant a I'abattoir des Iésions suspaigeTh mais reconnus non infectés de Th
(bactériologie négative) par la suite. De plus, lbesins auraient d0 provenir de cheptels
indemnes de Th, d’'une région elle-méme indemneedamt, en raison des difficultés pour
obtenir rapidement le nombre nécessaire d’échansll (afin d’avoir des résultats
statistiguement fiables) et pour réaliser les awdydans le temps imparti, il n’a pas été
possible de mesurer directement la spécificitértbatique de |#CR

Il a donc été convenu de s’appuyer sur I'approctayéique (souches de la liste d’exclusivité
non détectées) mais il fallait impérativement dsmod’éléments de confirmation sur le

terrain.

Pour cela, une estimation de la spécificité diajgos « opérationnelle » du test a été
effectuée. Cette spécificité a donc été évaluéartr gles résultats trouvés néegatifs ROR
pour des cheptels qui par la suite avaient éténreco non infectés (bactériologie négative
pour tous les bovins testés du cheptel).

Par conséquent, la spécificité diagnostique opsraélle de |I&PCRa été étudiée a partir de
47 tissus présentant des lésions macroscopiqupectas de Th, découvertes a l'inspection a
I'abattoir (entre fin 2006 et début 200&es échantillons provenaient de 38 bovins issus de

37 cheptels initialement classés indemnes de€ (Bes deux régions infectées, citées

“Cheptel indemne de Th: cheptel ol aucun animal n’a été retrouvé positibactériologie depuis
2001 (absence de donnée avant cette date).
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précédemment) et pour lesquels la suite des olig@rsdy compris tuberculinations) n’a pas
permis de confirmer la suspicion initiale de tuloévse.

Dans cette étude, les échantillons ont tous étlysEsapar histologie, bactériologie RCR
(PCR1(25 échantillons soit 20 animaux) B@R2b(22 échantillons soit 18 animaux)). Dans

le cas de réesult®CRinvalide, I'’échantillon €luaf) était dilué au 1/10 puis ré-analysé.

I.5. Etude complémentaire de la spécificité dBGR2bconditionnelle a 'identification

de bactéries n’appartenant pas au MTBC

Pour compléter l'approche analytique, la spéc#icile la PCR2b conditionnelle a
I'identification de bactéries n'appartenant pasvlitBC (absence de bactérie du MTBC aprés
recherche d’identification des colonies isoléeg}éétudiée rétrospectivement a partir de 65
tissus provenant de bovins (Dordogne) avec desrigsmacroscopiques suspectes de Tb,
analysés par histologie, bactériologieP&€R2b (pendant la période de janvier 2007 a juin
2010) et dont les résultats bactériologiques étdiens négatifs (absence de bactérie du
MTBC) apres identification des colonies isolées.

De plus, pour élargir le spectre de discriminatienlaPCR2h il a été décidé d’inclure dans
cette étude, 3 autres échantillons (également desedésions macroscopiques suspectes et
négatifs en bactériologie apres identification)r ¢es résultats apres identification des
colonies isolées de ces échantillons avaient mdatrgise évidence de trois mycobactéries
non retrouvées chez les bovins étudiés en Dorddiheintracellulare, M. szulgaiet

M. xenop) ; Parmi ces trois échantillons, I'un provenaitmtat-kangourou (parc zoologique)

et les deux autres de blaireaux (Cote d’Or).

L’étude a donc finalement compté 68 échantillons.

Il. Description des techniques utilisées(Histologie, Bactériologie et Méthode
PCR 1$110

[I.1. Histologie réalisée par les laboratoires agré. DA22 et ENV/Afssa-Lyon)

Les échantillons (ganglions ou organes) fixés améb par le LDAR24 ont ensuite été
envoyés a un des laboratoires agréés pour la @ahee Th par examen histo-pathologique
(LDA22 ou ENV/Afssa-Lyon en fonction de la provenardes échantillons).
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Chaque échantillon a donc été analysé par examerosuopique de coupes histologiques
(colorations au HE et de ZN). Ensuite, un résuttéfinitif global par animal (méme si
plusieurs échantillons traités pour un méme animafg rendu au LDAR24.

De plus, 'ENV/Afssa-Lyon a utilisé, en complémedtautres techniques spécifiques des

mycobactéries telles que la coloration a 'AORIetC utilisant des Ac antM. bovis

Toutefois, une étude comparative des méthodes e¥gHo par les deux laboratoires

(Annexe XIV) a montré qu’il n’existait pas de difé@ce significative entre les méthodes.

La méthode d'interprétation des résultats histojogs par animal a été la suivantes
résultats indiquant la présence de lésions éveeatridle Th avec ou sans BAAR ont été
interprétés positifsHist. +) tandis que les résultats montrant I'absenceédmmh ou bien la

présence de lésions non tuberculeuses ont étriétés négatifsHist. -).
[I.2. Bactériologigculture selon la méthode de référence & idertifam) et MéthodePCR

I1.2.1. Préparation des échantillons : Décontanonat Broyage des échantillons

Préalablement a la mise en culture des échantiking I'étape d’extraction d’ADN (des
échantillons) en vue de l'analy$¥CR les échantillons ont été préparés selon le potdoc
décrit dans la norme AFNOR NF U 47-104, versionviggueur de 2003 (AFNOR, 2003),
(protocole détaillé en Annexe lll).

Ainsi, quelques grammes de chaque échantillon aéaiynt été coupés en petits morceaux
puis homogénéisés par broyage péristaltique dan&cde sulfurique a 4% (solution de
décontamination) (Hénaudit al, 2006). Ensuite, une solution de soude a 6% aitdisce

pour neutraliser la suspension.
I1.2.2. Analyses des échantillons décontaminés

I1.2.2.1. Recherche bactériologique des mycobatdtu MTBC

Le surnageant de chaque échantillon préalablenregyt et décontaminé a été inoculé dans
plusieurs tubes de culture sur milieu solide (Léstem-Jenséh et Coletso8) (norme NF U
47-104). Puis, les tubes ont été incubés a diffésetempératures ((302°C, 37+ 2°C et

40+ 2°C) pendant trois mois (protocole détaillé en éxmlll).

L’identification des colonies isolées a été enstgtdisée par I'Afssa-Lerpaz (Annexe V).
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La méthode d’interprétation des résultats bactggigues par échantillon a été la suivante :
les résultats indiquant l'isolement deycobactéries appartenant au MTB@t été interprétés
positifs Bact. +) et les résultats montrant I'absence de colonie caliure ou bien,
l'identification de mycobactéries autres que cellesMTBC ou de bactéries n'appartenant

pas au genr®lycobacteriunont été interprétés négati®gct.-).

11.2.2.2. Méthode PCR E&L.10pour la recherche des mycobactéries du MTBC

La méthodePCR 195110 pour la recherche des mycobactéries du MTBC conare
plusieurs étapes : la purification du surnageantétdantillon broyé et décontaminé suivi
d’une lyse mécanique (sous agitation avec des tilt#s) ou ribolys& puis, de I'extraction
d’ADN a partir de I'échantillorribolysé et enfin, de I'analys®CR (PCR1ou PCR2mou
PCR2h des échantillons d’ADN extrait.

1.2.2.2.1. Purification du surnageant puis RibeRs

Le surnageant de chaque échantillon préalablemmygbet décontaminé a été également
purifié en suivant le protocole décrit ci-apres.

Ainsi, 1500 ul de surnageant ont été transférés dammicrotube DNase/RNase free.

Puis, ce microtube a été centrifugé pendant 2 mit2 8009 et le surnageant éliminé.
Ensuite, le culot a été remis en suspension damsde tampon Tris-EDTA et, le microtube a
été a nouveau centrifugé pendant 2 min a 129000

Ce procédé de lavage du culot a été renouvelé aimomn deux fois (jusqu’a I'obtention
d’un culot clair stable).

Apres, le culot a été remis en suspension dansub@® PBS puis, transféré dans un
microtube (pour ribolys&) contenant des microbilles (de 0,5 mm de diameétre)

Enfin, I'échantillon a étéibolysé(a I'aide d’un ribolyset de type FastPrépl20 programmé
a 6 m/sec 45 sec ou Precess 24™ programmé a 590Q fpis 20 sec) puis centrifugé

guelques secondes (afin d’éviter les aérosols).

[1.2.2.2.2. Extraction d’ADN a partir de I'échardih ribolysé

L’extraction d’ADN a partir de I'échantillorribolysé a été réalisée en utilisant le kit
QlAamp® DNA de QIAGEN.
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Un mélange contenant 20 ul de protéinase K, 208eptampon AL, 200 ul d’échantillon
ribolyséet, 5 pl d’'IPGy, (Si analysdPCR2réalisée) a été incubé a 56 + 2°C pendant une nuit
(16 a 18 h).

Apres refroidissement du microtube, le mélangeeacéntrifugé rapidement puis déposé sur
colonne QIAamf DNA afin de purifier TADN. Aprés les deux lavages le séchage de la
colonne, 'ADN a été finalement élué dans 100 ptadepon AE.

L’échantillon était alors prét pour étre amplifigrf°CR.

Remargue : Comme la quantité d’échantillon ribolgsgit d’environ 600 pl, il était aisément possible
de réaliser deux extractions d’ADN (quantité requimr extraction, 200 ul) par échantillon (ceci a

été réalisé en particulier pour les études compaestentre PCR1 et PCR2).
11.2.2.2.3. Analysd®CRdes échantillons d’ADN extraits

11.2.2.2.3.1. TesPCRversion 1PCR1

Comme nous l'avons dit précédemment, la partidéladie la premiére version de RCR
repose sur l'utilisation d'un IPC endogéne. Le peole d’analyse de IRCR1est décrit en
Annexe IX. De méme, les méthodes de validation'alealysePCR1par les témoins (NC,
EPC et NCS) et dinterprétation des réesultats (dabl 1.1.5) sont présentées au
paragraphe 111.2.2.2.1 du Chapitre | de la Partaelce manuscrit.

[1.2.2.2.3.2. TesPCRversion 2PCR2
» Caractéristiques de I'analyB&CR2

Comme nous l'avons vu précédemment, la particélaté la deuxieme version de PLCR
repose sur l'utilisation d'un IPC exogéne (IR Il s’agit d’'un ADN viral inactivé ajouté au
début de l'étape de lyse (en méme temps que l&@&ipase K) et extrait ensuite comme
I’ADN cible (1S6110.

Par ailleurs, le systeme d’amplification et détmttdes deux cibles génétiques§l130 et
IPCexo) parPCR2a été réalisé dans une seule cupBIER2m et/ou deux cupules séparées
(PCR2h a la différence de IRCR1pour laguelle nous avons utilisé seulement uregysten

monocupule.
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Par conséquent, dans le cas d'une anaR€&R2m le mix réactionnel PCR (auquel
I'échantillon ou les témoins a analyser sont ajputppelé « mix 2 » comprenait le Master
mix (identique a celui de IRCRJ, et un mélange de séquences spécifiques du fragme
d’'IS6110(identiques a celles de RCRY) et de séquences spécifiques de I4BC

Dans le cas d'une analy$¥CR2h deux mix réactionnels PCR ont été realisés adines
déposer dans deux cupules séparer : un « n@ik1@®» composé de Master mix (identique a
celui desPCR1et PCR2m et d’'un mélange de séquences spécifiques du &agdilH5110
(identiques a celles dd3CR1et PCR2m et, d’'un « mix IPG»composéde Master mix
(identique a celui deBCR1etPCR2m et d’'un mélange de séquences spécifiques degdPC
(identiques a celles de RCR2n).

Comme pour l1aPCR] les témoins EPC, NC et NCS ont été egalementeésil En effet,
'EPC constituait le témoin positif d’amplificatiatie ''S6110et le NC représentait le témoin
négatif d’amplification de I''8110 et de I'IlPGyx. Enfin, le NCS constituait un controle
négatif pour I''$110 permettant de vérifier 'absence de contaminati@r PIS6110
(MTBC) lors de I'extraction. Cependant, a la diffidce de |[&PCR] il était aussi un témoin
positif pour I'lPGy, C'est-a-dire permettant de vérifier I'efficacité I'extraction de I'lP Gy,

(car IPGyxo €galement ajouté au NCS (PBS) avant I'étape ag.lys

Le programme nécessaire a la réaci@R2 était identique a celui utilisé pour la réaction
PCR1(Annexe IX).

» Méthodes de validation de I'analyBER2etd’interprétation des résultats

Les résultats du témoin positif d’amplification déS6110 (EPC), du témoin négatif
d’amplification de I'l$5110 et de I'lPGyx (NC) et, du témoin d’extraction positif pour
I'PCexo mais négatif pour I''8110 (NCS) ont di étre préalablement validés pour pouvo
procéder a l'interprétation des résultats des édlwars.

En effet, de maniére analogue @IBRJ la valeur du Gis1100btenue pour 'EPC devait étre
comprise entre 25 et 28 (eti€ctxo> 40). Les valeurs des §h1oet Clpcexo Obtenues pour le

NC devaient étre supérieures a 45 (nombre de cyeddisés).

Pour le NCS, la valeur du d110devait étre supérieure a 40 mais a la différemc BCR1],
la valeur du Gpcexo devait étre inférieure ou égale a 29 (valeur diilendu Chcexo (27)

majorée de 2 Ct).

-192 -



PARTIE Il — Chapitre 2 — Sous-Chapitre 2 : Etude de la valeur opérationnelledu test PCR 15110

Le systeme d’interprétation des résultats des éitloas analysés avec le td8CR2(Tableau
I1.2.4) était quelque peu différent de celui dé’laR1(les différences reposant sur les valeurs
de Ct obtenues avec les détecteurs IPC)

Tableau 11.2.4. Systéeme d’interprétation des résultats des édluagti(analysés avec RCR2 en
fonction des valeurs de Ct obtenues avec les @étesct$110(Clisgr10) €tIPCexo (Clipcexq-

Interprétation Valeur du
des résultats de Ct IS61100btenue VL Ct IPCe?" SlslieE
- : s . pour I'échantillon
I’échantillon pour I'échantillon
Positif MTBC <40 <40
Négatif MTBC > 40 < Valeur du Ct IPG, obtenue pour NC& + 3 Ct
Invalide ® > 40 > Valeur du Ct IPG, obtenue pour NC& + 3 Ct

@ La valeur du Gicex,0Obtenue pour le NCS doit étre inférieure ou égaky majorée de 2 Ct, soit 29 (soit 1
des 3 criteres de validation de I'analyse avamrprétation des résultats des échantillons);

®/ Dans le cas d'un résultat invalide, il est néagssde diluer I'échantillon au 1/10 et de recomo®en
I'analyse PCR2 Pour linterprétation, la valeur du &gy Obtenue doit étre inférieure ou égale a la vatkur
CtipcexoObtenue pour le NCS majorée de 6 Ct.

Ainsi, le résultat d’'un échantillon a été :

 interprété positi{positif MTBC) si la valeur du Ggs110€tait inférieure a 40 et que la

valeur du Gpcexo€tait inférieure ou égale a la valeur dyp&ekoobtenue pour le NCS majorée
de 3 Ct. Toutefois, si la valeur duggtx€tait supérieure a la valeur duggix, obtenue pour
le NCS majorée de 3 Ct mais inférieure ou égale, @l 4’agissait d’'une inhibition partielle et

par conséquent, I'échantillon a été égalementpnéée comme positif.

* interprété négatifnégatif MTBC) si la valeur du (110 était supérieure a 40 et que la

valeur du Gpcexo€tait inférieure ou égale a la valeur dyp&ekoobtenue pour le NCS majorée
de 3 Ct.

 reconnu invalidesi la valeur du Gdes110 était supérieure a 40 et que la valeur dHcGh

était supérieure a la valeur duggtx, obtenue pour le NCS majorée de 3 Ct.

[1.3. Méthode d’analyse des différents résultatenbs par animal dans les études de
sensibilité diagnostique dBCR1etPCR2bet de spécificité diagnostique opérationnelle de
laPCR

Les résultats des deux études de sensibilité ditigiue de |I8PCR (PCR1et PCR2H et de
I'étude de spécificité diagnostique opérationndddaPCRont été exprimés par animal dans
le but d’établir des comparaisons avec les résuttas autres tests (histologie, bactériologie).
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En effet, les résultats histologiques ont été empsi globalement par animal et non pour

chaque échantillon d’'un animal donné.

Les criteres employés pour interpréter les réesubactériologiques ®®CR des échantillons

par animal, sont décrits au Tableau 11.2.5.

Tableau I1.2.5. Critéres d'interprétation des résultats bactériojogs ePCRdes échantillons par
animal, employés pour les études de sensibiligpétificité diagnostiques deRLCR

Tests Résultat par animal Critéres
Bactériologie P95|t|f Au moins u,n echgntlllon posmf
Négatif Tous les échantillons négatifs
Positif Au moins un échantillon positif
PCR Négatif Tous les échantillons négatifs

Tous les échantillons invalides
Au moins un échantillon invalide et les autres niégd

Invalide

Résultats et Interprétations

Dans la mesure ou les différentes études diagnesticppnt été réalisées de maniére
rétrospective, seuls les échantillons dont lesyaraPCR étaient validées (par les témoins)

ont été sélectionnés pour nos études. Ainsi, leslteds de tous échantillons étudiés étaient
interprétables (négatifs, positifs ou invalides).

Par alilleurs, les différents pourcentages préseondsété calculés avec un intervalle de
confiance a 95 % (IC 95 %).

|. Etudes de la sensibilité diagnostique de RCR

[.1. Etude de la sensibilité diagnostique dEGR1

Les résultats bruts indiquent plus d’animaux pfssén histologie (82 + 9 %) &CR1(77 +

10 %) gu’en bactériologie (60 = 11 %) (Tableau.8)2

De plus, la combinaison des résultats des difféseem¢chniques (par animal) montre des
concordances de 84 + 8 % (65/77), 74 = 10 % (57/73)x 10 % (56/77) et 66 + 11 %
(51/77) respectivement entre RCR1 & [l'histologie, la PCR1 & la bactériologie, la
bactériologie & I'histologie et, IRCRJ la bactériologie & I'histologie (Tableau 11.2.6).
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Tableau 11.2.6. Résultats de IRCRZ, de I'histologie Hist.) et de la bactériologidBact)
obtenus dans I'étude de la sensibilité diagnostaaPCR1(n=77).

Hist. + Hist. — Total Hist.
PCR1 Bact. + 42 (55 + 11 %) 2 44 (57 £ 11 %)
+ Bact.— 14 1 15 (19 + 9 %)
Bact.+ & — 56 (73 £ 10 %) 3 59 (77 £ 10 %)
Bact. + 1 0 1
PCiRl Bact.— 4 9(12+7 %) 13 (17 £ 9 %)
Bact.+ & — 5 9 14
PCR1 Bact. + 1 0 1
invalide Bact. - 1 2 3
Bact+ & — 2 2 4
Bact. + 44 (57 £ 11 %) 2 46 (60 £ 11 %)
Bact.— 19 12 (16 + 8 %) 31
Total Bact. 63 (82 + 9 %) 15 77 (100 %)

Concernant les résultats discordants entre leérdiifs tests, un animal a été détecté positif
en bactériologie et histologie (sans BAAR) maisatég@nPCR1 A l'inverse, un animal a eu
des résultats négatifs en bactériologie et histeligsions non tuberculeuses) mais positif en
PCR1

Par contre, 15 animaux ont été retrouvés positif®@R1 et négatifs en bactériologie. La

PCR1a donc apporté une amélioration de la détectiohldear rapport a la bactériologie.

De plus, 16 animaux positifs eRCR1 ont présenté des résultats bactériologiques et
histologiques discordants : 2 animaBact.+ & Hist. — (avec des Iésions non tuberculeuses)
et 14 animauBact.— & Hist. + dont 1/14 avec BAAR. Par conséquent, la badtégie seule
n'avait pas permis la détection d’'un animal infeééartir d’échantillons trouvés positifs en

PCR1let ayant présenté des lésions évocatrices de ThdaseBAAR.

En outre, aucun animal n’a été confirmé positifbactériologie alors qu'il était négatif en
PCR1& histologie. De plus, 4 animaux avec des lésiorecatrices de Tb (sans BAAR) ont

éte trouvés negatifs eMCR1& bactériologie.

Par ailleurs, seulement 9 animaux ont présentéédedtats négatifs pour I'ensemble des tests
(PCR 1 Bact. etHist. (5/9 avec des Iésions non tuberculeuses)). Auaoet 60/77 animaux
(soit 78 + 9 %) ont présenté des résultats positds moins 2 des 3 tests.

Enfin, laPCR1a donné 4 résultats invalides parmi lesquels wh a&@imal était positif en
bactériologie (et histologie). Toutefois, deux @s guatre animaux ont été trouvés négatifs

par les tests officieldist. & Bact).
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I.2. Etudes comparatives entre les sensibilitégraiatiques d®CR1letPCR2

Dans le but de résoudre les problemes liés aux reumbrésultats invalides eRCR1
(monocupule), I&#CR2(en monocupule et en bicupule), a été compara®@&R1a partir de

deux études successives.

» Etude comparative 1 entRCR1etPCR2

Tout d’abord, les sensibilités deRPLR2met laPCR2bont été comparées a celle déPlaR1
a partir de 42 échantillons utilisés dans I'étuddadsensibilité de IRCR1(Tableau 11.2.8).

L'analyse des résultats positifs obtenus avec rees RCR montre que |[&PCR1a permis de
détecter beaucoup plus d’échantillons positifs42phue 1aPCR2m(9/42) (Tableaux 11.2.7
et 11.2.8). L'utilisation de |&BPCR2en monocupule a donc entrainé une baisse impertant
sensibilité (7 échantillons) par rapport éP@R1 alors qu’en bicupule, IRCR2a permis de
détecter deux fois plus d’échantillons (18/42) gumonocupule, soit deux échantillons

supplémentaires par rapport Pl@R1(monocupule) (Tableaux 11.2.7 et 11.2.8).

Tableau I1.2.7. Résultats bactériologiqueBdct) en fonction des résultats positifs gt o< 40) des
différents testPCR(PCR1 PCR2met PCR2b dans I'étude comparative 1 enBER1etPCR2
(monocupule ebicupule) (n=42).

PCR1 PCR2m PCR2b
+ + +
Bact. + 13 9 15
Bact.— 3 0 3
Total 16 9 18

Par ailleurs, la comparaison entre les résultaasA@ecchantillons obtenus aved@R1et la
PCR2mmontre que parmi les 7 échantillons positifs ®DR1 mais négatifs elPCR2m
3 avaient un résultat invalide (§t10> 40 et Chcexo™> 30) enPCR2met 4 étaient négatifs
(Ctiss110 > 40 et Chcexo< 30). Concernant ces 4 cas, 3/4 ont été positifdaaiériologie
(Tableau 11.2.7)De plus, les valeurs des &tio0btenues eRCR1étaient compris entre 37,0
et 39,4 (37,0; 37,9 ; 38,8 et 39,4). En outre, £éshantillons ont été positifs &MCR2b
(34,5 < Cise110< 38,4).

Par ailleurs, l'analyse des différences entre Eewrs de Gés110 des 9 échantillons positifs
enPCR1let PCR2mmontre que la valeur dDtsg110 Obtenue avec IRCR2métait supérieure
de 2 Ct a celle de IRCR1et dans les 7 autres cas, les valeurs @g; (gtétaient similaires.

La PCR2mapparait donc beaucoup moins sensible iR 1
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En outre, alors que 14 échantillons ont été inealidnPCR1(Ctss110 > 40 et Cbcends 40),
seulement 5 I'ont été égalementR@R2men raison d’'une inhibition totale (G110 > 40 et
Ctpcexo> 40) (Tableau 11.2.8). Néanmoins, 12 échantillom#t présenté une inhibition
partielle en PCR2m (Ctiss110> 40 and 30 < Gicexo< 40) (Tableau 11.2.8). Ainsi, 17
échantillons ont eu un résultat invalide”DR2m(Tableau 11.2.8).

Par conséquent, RCR2mcomptabilisait beaucoup plus de résultats invaligiee |&PCR1

Tableau 11.2.8. Résultats des échantillons analysésR@2R1(Ctipcendo& Clissi19 €t parPCR2met
PCR2b(Ctipcexo & Ctise119 avant toute dilution au 1/10 (si nécessaire)sd@tude comparative 1
entrePCR1(monocupule) et IRCR2(monocupule ebicupule) (n=42).

Ctis6110< 40 | Clse110> 40 | Total

PCR1: Ctpcenge< 40 (validité) (a) 5 12 17
PCR1: Ctpcengs> 40 (invalidité) (b) 11 14 25
Total (a+b) 16 26 42

PCR2M: Clipcexo < 30* (validité) (c) 5 16 21

30 < Cipcexo< 40 (inhibition partielle) 4 12 16

PCR2m: Clipcero> 40 inhibition totale) 0 5 5

(invalidité)

Total (c+d) 9 33 42
PCR2b: Clipcero< 30* (validité) (e) 10 16 26

30 < Cipcexo< 40 (inhibition partielle) 8 3 11

_PC'?(?_?} Clipcexo> 40 (inhibition totale) 0 5 5
(nvalidite) Clipcexo™ 30(f) 8 8 16
Total (e+f) 18 24 42

*Remarque concernant ce tableau 11.2.8 : la valenite supérieure « 30 » correspond a la valeuCdlpceyo
obtenue pour le NCS majorée de 3 Ct.

Concernant la comparaison des résultats des 4tdres analysés avec IBRCR1et la
PCR2h laPCR2ba permis la détection de deux échantillons supphdaires (Gés110de 39,5

& Ctipcexode 36,2 et Gds110de 39,9 & Chcexode 33,6 (inhibition partielle de I'IP£g),
Tableau 11.2.8) qui étaient invalides BCR1(Ctiss110> 40 & Cipcendo™> 40, Tableau 11.2.8)
méme apres avoir été dilués (seconde analysepcefgt™> 40, inhibition de I'PGhgo
Tableau 11.2.9). De plus, ces deux échantillonseétaégalement positifs en bactériologie
(Tableaux 11.2.7 et 11.2.9).

En outre, la combinaison des résultats de bactgimlet de°PCR par échantillon indique une
concordance meilleure entre RCR2b& la bactériologie (88 + 10 % (37/42)) qu’entre la
PCR1& la bactériologie (76 + 13 % (32/42)) (Tablea21).
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Tableau 11.2.9. Résultats d®PCR1& PCR2h PCR1& Bact.et PCR2b& Bact.dans I'étude
comparative 1 entreCR1(monocupule) ePCR2(n=42).

PCR2b+ | PCR2b- Total
Bact. + 13 0 13
PCR1+ Bact.— 3 0 3
Bact.+ & — 16 0 16
Bact. + 0 1 1
PCR1- Bact.— 0 19 19
Bact.+ & — 0 20 20
PCR1 Bact. + 2 1 3
invalide |—Bact.— 0 3 3
Bact+ & — 2 4 6
Bact. + 15 2 17
Bact.— 3 22 25
Bact+ & — 18 24 42

Par ailleurs, la comparaison entre les valeurstgg; (g des échantillons testés aved®i@R1
et laPCR2h montre des différences significatives : seulenigh6é des échantillons ont eu
des résultats similaires aux delR€R alors que les autres échantillons ont eu des rsalie

Ctiss110inférieures avec IRCR2b(différence d’'un Ct).

L’ensemble des ces résultats montre queG&2best plus sensible quePLCR1

De plus, 14 échantillons ont été considérés inealiehPCR1(Ctisg110> 40 & Clpcendo™ 40)
alors que seulement 8 échantillons ont été recomuaides enPCR2b (Ctisg110> 40 &
Ctipcexo™> 30), soit 5 avec une inhibition totale {tx.> 40) et 3 avec une inhibition partielle
(30 < Ctipcexo < 40), (Tableau 11.2.8). Toutefois, ces 3 derni@8) ont été également trouves
invalides enlPCR1 Aprées dilution au 1/10, ces 3 échantillons ogtrétanalysés p&CR2b

et PCR1 et retrouvés négatifs a ces deux tests (résulimatta PCR2b: Clsg110>40 &
Ctipcexo< 30 et résultats de RCR1: Ctsg110> 40 & Clpcendo< 40) alors que 1/3 a été détecté
positif en bactériologie (Tableau 11.2.9).

Concernant les 5 autres échantillons (5/8) avecinibition partielle elPCR2h ils ont été
également reconnus invalides B&R1- I'ensemble des échantillons invalides RER2b
(14) a donc été reconnu invalide &CR1-. Néanmoins, apres dilution au 1/10, ces
5 échantillons ont été ré-analysés pP&R2bet PCR1 Les résultats obtenus ont tous été
négatifs elPCR2b(résultats concordants avec la bactériologieysalae 4/5 échantillons ont
éte trouvés négatifs @MCR1(Ctiss110> 40 & Clipcendo< 40) et 1 seul a été de nouveau rendu
invalide enPCR1(Ctiss110> 40 & Clpcendo> 40).
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Enfin, les 6 échantillons restant (6/14), invalidesilement ePCR1, ont été dilués au 1/10
puis ré-analysés paPCR1 Cependant, seulement un échantillon, négatifP&@R2b et
bactériologie, a été retrouvé négatif a la secd@R1 Les 5 autres échantillons ont été de
nouveau considérés invalidesGR1 Or, parmi ces 5 échantillons invalidesR@R1 2 ont
éte détectés comme positifs BER2b(méme si inhibition partielle de I'Pe (Ctsgr10< 40

et 30 < Chcexo < 40) et en bactériologie (Tableau 11.2.9) et, 3 ét# détectés négatifs en
PCR2balors que 1/3 a été identifié positif en bactégi (Tableau 11.2.9).

En conclusion, par contraste avecF&R] trés peu de résultaBCR2bont été reconnus

invalides avant dilution et aucun apres dilution.

» Etude comparative 2 entRCR1et PCR2b

Les deux versions de RCR,PCR2bet PCR1 ont été comparées a partir de 23 échantillons

supplémentaires sélectionnés suivant une gammesd#ats variés (Tableau 11.2.3).

Dans le cas C (1 échantillorBact. positive etPCR1 négative), nous avons obtenu des
résultats négatifs a la fois ®&CR1let enPCR2b Les deux types deCR n’ont donc pas pu

approuver le résultat bactériologique.

Dans le cas D (1 échantillorBact. positive etPCR1invalide), I'échantillon a été trouvé
positif enPCR2b(Ct de 37,6) mais encore invalide BAR1 Seule |laPCR2ba alors pu
confirmer le résultat de la bactériologie.

Au contraire, dans le cas F (2 échantillolact. négative ePCR1positive), un échantillon
sur deux a été trouvé positif &CR2b(Ct de 36,1) tandis que ces deux échantillonsant
détectés positifs a la second€R1(Ct de 38,5 & 38,0). LRCR1a donc permis de rendre un

diagnostic positif sur un échantillon non confirper les autres test@ CR2bet Bact).

Cependant, IRCR2h en accord avec RCR1a permis de déceler un échantillon positif alors

gu’il était négatif en bactériologie.

Enfin, dans les autres cas étudiés (A, B et E)ctasparaisons entre les valeurs dgsGb
des 19 échantillons testés BE@R2bet PCR1 montrent toutes des différences significatives
comme précédemment constatés dans I'étude comyafatEn effet, la valeur du 10 de

la PCR2bétait inférieure a celle de RCR1pour un méme échantillon (différence d'un Ct).
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[.3. Etude de la sensibilité diagnostique dEGR2b

Les résultats bruts indiquent davantage d’animasitifs en histologie (88 + 8 %) XCR2b
(87 £ 8 %) qu’en bactériologie (82 + 10 %) (Tabléa2.10).

La combinaison des résultats des difféerentes tgaesi (par animal) montre des
concordances de 90 + 7 % (60/67), 90 £ 7 % (60/85)x 9 % (57/67) et 82 £ 10 % (55/67)
respectivement entre RCR2b& I'histologie, laPCR2b& la bactériologie, la bactériologie
& I'histologie, laPCR2h la bactériologie & I'histologie (Tableau 11.2.10)

Tableau 11.2.10. Résultats de IRCR2bicupule(PCR2b, de I'histologie Hist.) et de la bactériologie
(Bact) obtenus dans I'étude de la sensibilité diagnastide 1aPCR2b(n=67).

Hist. + Hist. — Total Hist.
0, 0,
PCR2b Bact. + 50 (75 +£ 11 %) 3 53 (79 £ 10 %)
I Bact.— 5 0 5
Total Bact. 55 (82 £ 10 %) 3 58 (87 £ 8 %)
Bact. + 2 0 2
PC_RZb Bact.— 2 5 (8 £ 6%) 7
Total Bact. 4 5 9
Bact. + 52 (78 £ 10 %) 3 55 (82 £ 10 %)
Bact. — 7 5 12
Total Bact. 59 (88 + 8 %) 8 67 (100 %)

Remarque : Aucun résult®CR2binvalide aprés ré-analyse des échantillons ineali(B animaux) dilués au
1/10.

Concernant les résultats discordants entre legrdiffs tests, 2 animaux ont été détectés
positifs en bactériologie et histologie (1/3 ave®AR) mais négatifs ePCR2b A l'inverse,

5 animaux ont eu des résultats positifs BER2b mais négatifs en bactériologie
(Tableau 11.2.10). De plus, 8 animaux positifs BCR2b ont présenté des résultats
bactériologiques et histologiques discordants inBnaux Bact.+ & Hist.— (1/3 avec des
Iésions non tuberculeuses et 2/3 sans lésion)agtiriauxBact.— & Hist. + dont 2/5 avec
BAAR. Par conséquent, la bactériologie seule niapas permis la détection de deux
animaux infectés a partir d’échantillons trouvésitits en PCR2b et ayant présenté des
lésions évocatrices de Tbh avec des BAAR.

Par contraste, aucun animal n'a été détecté positifPCR2b lorsque les résultats
bactériologique & histologique étaient simultanémeggatifs. De méme, aucun animal n'a
éte identifie comme positif en bactériologie alqusil était simultanément négatif ##CR2b

& histologie. La PCR2b a donc permis de détecter autant d'animaux indecpée la

bactériologie.
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Par ailleurs, 5 animaux ont obtenu des résultatmtifé aux trois testsPCR2h Bact. et
Hist.). On peut également remarquer que I'histologiecangs de détecter 2 animaux alors
que les autres tests étaient négaRiSR2bet bactériologie). Au total 60 animaux (90 + 7 %)
ont eu des résultats positifs a au moins deuxrdestests.

Enfin, aucun résultat de RCR2bn’a été reconnu invalide (aprés ré-analyse deanditions

invalides dilués au 1/10, si nécessaire).

Il. Etudes de la spécificité diagnostique de IRCR

[I.1. Etude de la spécificité diagnostique opératiglle de I&PCR

L’analyse des résultats bruts (Tableau 11.2.11)n@#rde vérifier que tous les animaux ont été
retrouvés négatifs en bactériologie (100 %), (negatde la bactériologie directement liée au
statut indemne des cheptels).

La PCR a détecté davantage d’animaux négatifs (97 + 5@ I'histologie (76 + 13 %)
(Tableau 11.2.11).

La combinaison des résultats des différentes tgalesi (par animal) indiqgue des
concordances de 97 = 5% (37/38), 79 £ 13 % (30/38)+ 13 % (29/38) et 76 +13 %
(29/38) respectivement entre RRCR & la bactériologie, laPCR & [Ihistologie, la
bactériologie & I'histologie et IRCR la bactériologie & I'histologie (Tableau 11.2.11)

Tableau 11.2.11. Résultats de IRCR(PCR1ou PCR2b, de I'histologie Hist.) et de la bactériologie
(Bact) obtenus dans I'étude de la spécificité diagnastigpérationnelle de RCR (n=38).

Hist. + Hist. — Total Hist.
Bact.+ 0 0 0
PER Bact. — 1! 0 1
Total Bact. 1 0 1
Bact. + 0 0 0
PER Bact.— 8 (21 + 13 %) 29 37
Total Bact. 8 29 37 (97 £5 %)
Bact. + 0 0 0
Bact. — 9 29 38 (100 %)
Total Bact. 9 29 (76 + 13 %) 38

!/ Animal initialement analysé éPCR1eta posterioriégalement trouvé positif éCR2b;

% 5 et 3 animaux analysés respectivemerR@R1et PCR2b(+ isolement d&. aviumsur un animal) ;

%/ 14 et 15 animaux analysésR8R1etPCR2brespectivement :

Remarque : 2/38 animaux ont eu des résultats teskerPCR (PCRY) puis ont été retrouvés négatifs aprées ré-
analyse (apres dilution) éiCR1etPCR2b Ces 2 animaux correspondent a 2 échantillongtqignt également
négatifs erHist. (Iésions non tuberculeuses)Bact.
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Concernant les résultats discordants entre legrdiffs tests, 8 animaux ont été retrouvés
négatifs en bactériologie &CR mais positifs en histologie (2/3 avec BAAR). Entrey
1 seul animal a été détecté positif BBR et histologie. Par ailleurs, aucun animal n'a été

trouvé positif elPCRalors que négatif en bactériologie et histologig{eau 11.2.11).

II.2. Etude de la spécificité de RCR2bconditionnelle a l'identification de bactéries

n'appartenant pas au MTBC

Les résultats des 68 échantillons (sélectionnés péwde de la spécificité de IRCR2b
conditionnelle a I'identification de bactéries npgptenant pas au MTBC) analysésR&R2b
sont présentés dans le Tableau 11.2.12, en fona& résultats bactériologiques détaillés
obtenus. Ainsi, 100 % des résultats des échargilbam I'étude ont été rendus négatifs en
PCR2b(Tableau 11.2.12). L&#CR2bn’a donc pas détecté directement a partir de gargyl
infectés, de mycobactéries du MARL.(aviumaviumou M. intracellulare), de mycobactéries
atypiques telles quél. intermedium M. nonchromogenicumM. szulgai et M. xenopj des
bactéries n'appartenant pas au gdvigeobacterium commeStreptomycealbus Au regard
de ces 68 resultats négatifs, la spécificité d@dd2bconditionnelle a I'identification de

bactéries n'appartenant pas au MTBC semble extellen

Tableau 11.2.12. Résultats des échantillons analysésRfaR2ben fonction des différents résultats
bactériologiques (janvier 2007-mai 2010) pour kiewde la spécificité de RCR2bconditionnelle &
l'identification de bactéries n'appartenant pasviitBC (n=68).

Années Nombre de
Résultats
2007 | 2008| 2004 2010fTotal | PCR2b
Négatifs
Mycobactéries du 0 1 8 > 172 11
47 complexeM. avium (MAC)
Mycobactéries | Mycobactéries atypiques
n‘appartenant nia MTBC nj 0 3 23 12 | 38 38
a MAC
Bactéries n’appartenant pas au genre 0 0 10 9 168 19
Mycobacterium
Total 0 4 41 23 | 68 68

1/ 1 M. szulgaiet 1 M. xenopi (isolés de blaireaux) ; M. intermediumet 13 M. nonchromogenicum
%/ 1 M. intracellulare(isolé d’un rat-kangourou) etM. avium avium ¥ 1 Streptomyces albys‘ : au 25/05/10.
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Discussion

|. La sensibilité diagnostique de I&PCR

I.1. Etude de la sensibilité dePLR1

La combinaison des différents résultats obtenus gmamal montre que les meilleures
concordances étaient constatées entfedR1 et I'histologie (84 = 8 %). De plus, I'analyse
des résultats indigue quePELLR1permet une amélioration (de 33 * 14 %) de la didece

la Th, par comparaison a la bactériologie.

De méme, le niveau observé de sensibilité d&dR1permet de disposer d’une bonne valeur
prédictive négative (VPN) de la combinaisB€R1 & histologie car aucun animal n’est
positif en Bact. et négatif enPCR1 & Hist.; comme d’'une bonne VPN de RCR1 car
seulement 1/77 animal positif @act. & Hist. est négatif elPCR1 (également négatif en

PCR-Afssa, résultat non présente)).

En outre, 1 animal a été détecté positifREDR1 mais n'a pas été confirmé positif par la
bactériologie et I'histologie. Toutefois, I'échdhth provenant de cet animal a été analysé
avec le test PCR 810 de I'Afssa-Lerpaz (résultats non présentés) etéaé@alement
identifié comme positif. Au regard de ces résultitsvaleur prédictive positive (VPP) de la

PCR1semble satisfaisante.

Comme 60/77 animaux (78 £ 9 %) ont été retrouvéstifa au moins deux des trois tests
(PCR1, Hist. et Bact), ce constat laisse présager qu€(@R1 pourrait dans des conditions

particuliéres, participer aisément au processugride de décisions reglementaires. En effet,
son utilisation conjointe a I'histologie présenteeuexcellente VPN ce qui permettrait une

requalification sous huit jours des cheptels suspadte a la découverte d’'une Iésion.

Concernant les 9 animaux restants, 4 d’entre etnét@npositifs en histologie et négatifs en
PCR1(également négatifs en PCR-Afssa, résultats néseptés) et bactériologie. Ceci peut
s’expliquer soit par un manque de spécificité @xdmen histologique ou soit par un effet
échantillon. En effet, quand un échantillon avee lésion tres petite (miliaire) est coupé en
deux morceaux (I'un pour I'analyse histologiqud'@&itre pour les analyses bactériologiques
& PCR), il arrive que la Iésion n'ait pas été divisée @aux parties similaires et que

subséquemment, I'un des morceaux de tissus ne npeégas bactérie détectable. Par

conséquent, il est concevable de supposer (poudceass) que le morceau d'échantillon
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portant la Iésion ait été analysé par histologieqet I'autre morceau sans lésion ait été

analysé paPCR1et bactériologie.

Enfin, les 4 animaux avec des résult®SR1 invalides sont restés invalides apres une
dilution au 1/10. Celui qui était positif en baoddvgie et histologie a été également trouvé
négatif par PCR-Afssa (résultat non présenté).nllest de méme pour celui qui était
seulement positif en histologie (mais sans BAAREMBque ces échantillons aux résultats
invalides aient été retrouvés négatifs par PCR&Afses inhibitions de IRCR1demeurent

un probleme a résoudre.

[.2. Etude comparative entRCR1etPCR2

Afin de résoudre les problémes liés aux invaliditdsertaines de I&@CR1 une nouvelle
version de l[aPCR utilisant un IPC exogéne, BCR2 basée sur deux systemes différents
d’amplification I'un en monocupulePCR2n) et I'autre bicupule RCR2h), a été développée,

puis comparée a RCR1(monocupule) a partir de deux études successives.

L’étude comparative 1 (entre RCR1et laPCR2 a montré que IRCR2mengendrait plus de
résultats invalides que RCR1 De plus, elleapparait beaucoup moins sensible que@&Rl

De ce fait et comme, de surcroit, elle n'amélicas [a sensibilité de détection du MTBC, elle
ne peut pas étre utilisée comme test de diagnostic.

Par contre, les résultats combinés de I'étude coatipa 1 ont montré que la meilleure
concordance était constatée entrd’faR2bet la bactériologie (88 + 10 %). De méme, la
PCR2b permet d’améliorer la sensibilité de détection MUIBC puisqu’elle a permis de
détecter deux échantillons supplémentaires, égatenpesitifs en bactériologie, par
comparaison avec IRCR1 De plus, pour un échantillon positif &#CR1let enPCR2h le
Ctiss110 Obtenu avec |&#CR2best inférieur d’'une unité a celui obtenu aved®{aR1 dans
15/16 cas. L&#CR2bsemble donc plus sensible quePl@dR1 De plus, il apparait moins de
résultats invalides eRCR2bqu’en PCR1 Ces résultats montrent que I'lPC est plus robuste
s’il est exogene (par rapport a I'endogéne). EAfiIRC exogene permet la mise en évidence

des inhibitions partielles grace au contréle dealaur attendue.

Par consequent, RCR2bpourrait donc remplacer RCR1afin d’améliorer la sensibilité de
'analyse PCR et permettre de réduire le pourcentage d'inhibgiovoire de les éliminer
totalement (dans le cadre de mon étude) apresaailut
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Par ailleurs, les résultats de I'étude comparaflveermettent de confirmer ceux de la
premiere étude. En effet, I'analyse des 23 écHansil supplémentaires a montré que le
Ctiss1100btenu avec laPCR2bétait inférieur d’une unité pour les 20 échantiiositifs aux
deux testsRCRetBact).

En conclusion, [#CR2bnécessitait d’étre retenue et utilisée a la ptecaPCR1 En outre,
'étude comparative entre RCR2bet la PCR-Afssa présentée en Annexe XV, a égalemen
montré que ces tests PCR519.0étaient tous deux aussi sensibles que la baaigrl

Toutefois, ces résultats (entre PILR2bet la bactériologie) obtenus a partir d'un nombre
réduit d’échantillons devaient étre confirmés pae &tude plus compléte de sensibilité
diagnostique de cetieCR2b

|.3. Etude de la sensibilité deP&LR2b

La combinaison des différents résultats obtenusapéamaux a montré que les meilleures
concordances sont retrouvées entrePlaR2b (version retenue) et, la bactériologie ou
I'histologie (90 + 7 % dans les deux cas).

De plus, les résultats indiquent que R&ER2b détecte autant d’animaux infectés que la
bactériologie. De méme, la sensibilité ddPl@aR2best élevée (5 animaux positifs BCR2b
mais négatifs eBact) et permet une bonne VPN de la combinaiB@R2b& histologie car
aucun animal n’est positif d@dact. et négatif elPCR2b& Hist. ; comme une bonne VPN de
la PCR2bcar seulement 2 animaux positBact. & Hist. sont négatifs e®CR2b(et PCR-
Afssa, résultats non présentés).

En outre, comme les résulta®CR2b positifs, obtenus dans cette étude, ont toujotgs é
confirmés par I'un et/ou l'autre des tests offisigBact ou Hist) — aucun animal négatif en

Bact & Hist. et positif enPCR2b—, alors la VPP de IRCR2best excellente. Par ailleurs, la
combinaison des trois tests semble excellente pogliorer le diagnostic de la Th car

90 £ 7 % des animaux (60 animaux) ont été détguigifs a au moins deux des trois tests.

Concernant, les 10 + 9 % d’animaux restants (s@itatiimaux), deux d’entre eux ont été
positifs uniqguement en histologie (présence deot&siévocatrices de Tb sans BAAR et
négatifs erPCR2b& Bact.et PCR-Afssa (résultats non présentés)). @eait s’expliquer par

un effet échantillon ou un manque de spécificitéhistologie.
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En conclusion, I&#CR2bsemble étre une bonne méthode complémentaire deadiic de la
Th. Son utilisation en tant que troisieme test ptrait de confirmer les résultats
histologigues dans le cas de résultats concordantsd’inciter d’autres processus
d’investigations (Cf. 8 Ill. relatif aux avantagemgnostiques de IRCR2baprés évaluation
de ses performances (ci-apres, page 208)) samsliatie résultat bactériologique, dans le cas

de résultats discordants.

I.4. Evaluation des études de sensibilités diagmeoss des*CR1let PCR2b

Les deux études de sensibilité diagnostigue ded& ont montré que sa sensibilité était
bonne puisque comprise entre celles de I'histoldigiplus sensible) et de la bactériologie.
Par ailleurs, les concordances entre les troisntgabsont été significativement meilleures
avec laPCR2b(81 % 10 %)plutdt qu'avec I&PCR1(66 + 11 %). De méme, les pourcentages
d’animaux positifs elPCR dans chacune des études respectives ont été esi®® £ 9 %
pour laPCR2bet seulement a 77 + 10% pourR&LR1 De plus, 73 £ 11 % des animaux
(49/67) de I'étude de la sensibilité de PECR2b ont été reconnus positifs par les trois
techniques par comparaison avec I'étude de lalsétésde laPCR1ou seulement 55 + 11 %
des animaux (42/77) avaient été découverts pdrdestechniques.

L'utilisation de la PCR2 comme troisieme tespermet donc de découvrir davantage

d’animaux infectés.

L’ensemble de ces résultats permet de confirmelagBER2best plus sensible que RCR1
De plus, aucun résultat n‘ayant été rendu invakitePCR2h celle-ci engendre moins
d’inhibition de I'analyse PCR.

Il. La spécificité diagnostique de l[aPCR

[I.1. Etude de la spécificité opérationnelle d®@R

Dans cette étude de la spécificité diagnostiqueatipéinelle de I&#CR la combinaison des
différents résultats obtenus par animal montre ¢pge meilleures concordances sont
retrouvées entre I®CR et la bactériologie (97 £3 % (37/38)). En eff, PCR et la
bactériologie ont présenté largement plus de m@Esutioncordants que les tests officiélsst.

& Bact, 79 £ 13 % (30/38)).

En outre, comme seulement un animal a été trousiifpen PCR et que de surcroit, il a été

confirmé en histologi¢aucun animal positif eRCRet négatif erBact etHist.), cela signifie
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gue la spécificité de IRCR ainsi que sa VPP sont excellentes par rapportdeux tests
officiels combinés.

De plus, cet animal positif eACR et histologie mais non confirmé par la bactéri@ogn
2006), a été egalement détecté positif par PCRaA{ss£me valeur de Ct, résultat non
présente). Toutefois, aucune autre recherche é’afédctuée posterioridans ce cheptel et,
de plus, ce cheptel n’existe plus depuis 2008. NMausrons alors suspecter une déficience de
détection de la bactériologie. En conséquenceanihal devrait étre 6té de l'effectif de
I'étude et la spécificité du teBCCR2bserait parfaite, de 100 % (37/37).

Enfin, concernant les 8 animaux négatifsRR et bactériologie mais présentant pourtant
des Iésions évocatrices de Tb, ces divergenceésudtats pourraient s’expliquer soit par un
effet échantillon ou soit par un manque de spétfide I'histologie puisque ces 8 animaux
ont été également détectés négatifs par PCR-Aigsl{ats non présentés) et que, de

surcroit,M. aviuma éte isolé sur un de ces animaux (Tableau I)2.10

En conclusion, [aPCR (PCR1 ou PCR2b pourrait d’'un point de vue diagnostique, étre

considérée comme tres spécifique.

[1.2. Etude de la spécificité de RCR2bconditionnelle a l'identification de bactéries

n'appartenant pas au MTBC et comparaison aveadkgtle sa spécificité analytique

Les résultats de cette étude montrent que tousckeantillons trouvés négatifs pour le MTBC
apres identifications bactériologiques, entre jan008 et mai 2010 en Dordogne, ont été

€galement retrouvés négatifsRGR2b

La spécificité de l&CR2bconditionnelle a I'identification de bactéries ppartenant pas au
MTBC (telles que des mycobactéries du MAN. (ntracellulare, M. avium aviulp des
mycobactéries atypiqueM( nonchromogenicum, M. szulgai, Mtermedium, M. xenopi et
des bactéries n'appartenant pas au gbtyeobacterium(Streptomycesalbug) semble donc

excellente.

De méme, I'étude de spécificité analytique du meshtre que certaines de ces mycobactéries
testées comm@. intracellulare, M. avium avium M. nonchromogenicumM. intermedium

ne sont pas non plus détectées Pa@rR2ba partir de souches isolées. Sdulexenopia été
détectée a partir d'une souche isolée d'un blaifB&R « sur souche »).

Concernant les 5 mycobactéries atypiquds. flavescens M. gastri M. gordonae

M. paraffinicumet M. xenop) issues d’isolements qui ont été détecteesRizR2l) elles
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n'ont encore jamais été isolées de tissus bovinsrance. De plus, si cela était le cas, leur
quantité limite détectable devrait étre forte aitiérence deM. bovis En effet, pour une
méme valeur de Ct, la concentration de génomesésiliétait beaucoup plus forte (100 fois
plus) que celle d&. bovismonocopigpar ex., pour un Ct d’environ 35, 1@g/pl (16 fg/pl)

de M. bovis monocopie et I&ng/ul de mycobactéries atypiques (sadf xenopj non
guantifiée)). Or, comme la quantité de bacille dasgissus bovins est largement moins forte
gu’'apres isolement, il est donc improbable que wBgobactéries soient détectées par
PCR2b Cette forte présomption est en partie appuyéedepiait queM. xenopia été détectée
par PCR2b(et PCR-Afssa) a partir d’'une souche isolée d’'angljon de blaireau mais pas

directement a partir du ganglion.

Par conséquent, nous pouvons attester que cette IBER.O présente une excellente
spécificité puisqu’elle ne détecte pas les mycabas du MAC. Néanmoins, sa spécificité
est moins bonne concernant I'absence de détecésmtcobactéries atypiques lorsqu’elle
est utilisée pour la détection de souche isolée.

Sa spécificité terrain, pour le diagnostic des Bésisemble donc excellente.

lll. Les avantages diagnostigues de |aPCR2b aprés évaluation de ses

performances

Le jugement ne vise pas a compareP{@R a la bactériologie dans le but de la remplacer
purement et simplement dans le cadre de la luttéreda tuberculose bovine, mais de voir
guel gain on peut obtenir en y ayant recours taut@nbinant judicieusement les méthodes
déja disponibles.

La sensibilité de [#CR2best excellente puisqu’elle est au moins aussi @gue celle de la
bactériologie. De méme, sa spécificité est tresfagante (pour une utilisation chez les
bovins) puisque ce travail a montré I'absence driltdét « faussement positif » dans un
contexte réellement « indemne ». Enfin, les résutle nos études ont montré que la VPP de
la PCR2bétait trés satisfaisante vis-a-vis des testsieffiqtoutes les PCR+ confirmées par
Hist. et/ouBact).

Ainsi, dans le cas d'un résultat positif BCR2h en accord avec le résultat histologique,
I'utilisation de laPCR2bcomme test de diagnostic complémentaire permietti@celérer la
notification d’infection de Tb et par conséquent,gain de temps d’au moins 2,5 mois par

rapport a la bactériologie sur les prises de daisi
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De méme, un animal non-négatif en IDS et/ou en @D&ans Iésion histologique évocatrice
de Th mais positif au teBfCR2h pourrait étre déclaré infecté avant méme la é'ahalyse

bactériologique.

Par conséquent, l'inclusion de la méthdeR2bpour la gestion des suspicions a I'abattoir
ou dans le cadre d’abattage diagnostique, perntettearaccourcir considérablement les

délais de confirmation ce qui constitue un avantgg@ationnel crucial.

En outre, dans le cas d’'un animal, suspecté att@banais négatif en histologie, issu d’'un
cheptel qualifié indemne de Tb et en I'absence idianx complémentaires positifs en IDT
dans ce cheptel, la méthoB€R2bserait fortement utile afin d’éviter d’attendrerksultat
bactériologique pour prendre une décision surtl'sémitaire du cheptel au regard de la Tb
(restitution de sa qualification ou déclarationnéction). Toutefois, la VPN de la méthode
PCRn’est pas suffisante pour qu’un résultat négatiPE€R2bsoit utilisable seul quel que

soit le contexte épidémiologique : nécessité inguése d’un contexte trés favordble

De plus, ce résultat négatif énCR2b devrait obligatoirement concorder avec celui de
I'histologie puisqueM. bovisn’a jamais été mise en évidence dans cette éhaleun animal
négatif en histologie ®CR (PCR2lmu PCR1) Ainsi, la combinaison de résultats négatifs en
PCR2b& histologie pourrait, seulement dans un contesée favorable rendre possible la

requalification du cheptel sans attendre le résbHatériologique.

Par conséquent, IRCR2bpermettrait en complément de I'histologie et déddatériologie,
d’améliorer le diagnostic reglementaire actuelal@&th (AM du 15 septembre 2003 modifié* ;
(Cf. Figures 11.1.3 et 1I.1.4, arbres décisionnkgls)

Cependant, la bactériologie reste un outil indispete en épidémiologie moléculaire (typage
des souches isolées) ainsi qu’un outil de confilmnatiéfinitive de I'infection paM. bovis

irréfutable en cas de litige.

" Contexte trés favorable : soit un cheptel indemne de Tb depuis plusieumséas (aucun animal déclaré infecté
(bactériologie positive) depuis 2001), provenantné' zone indemne de Tb et ne présentant aucurépigi®miologique
(voisinage, introduction) avec un cheptel infecté.
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Conclusion

L’objectif du travail exposé dans ce sous-chapatest d’évaluer sur le terrain la sensibilité et
la spécificité opérationnelle de la méthode PC&LI® de LS| par comparaison avec la
bactériologie et I'histologie.

La version finale de cetteCR fondée sur l'utilisation d’'un IPC exogene et d'systeme
d’amplification en bicupuleRCR2b a été démontrée comme la plus sensible et cealle g
permet d’éviter des résultats invalidesRdRen I'absence d’inhibition de I'analyse.

En outre, laPCR2bpermet de détecter autant d’animaux infectés gueattériologie et sa

VPP est excellente. De méme, elle présente undl@xigespécificité diagnostique.

En conclusion, au regard de ces résultats, cetteau€PCR apparait étre un outil rapide et
fiable de diagnostic de la Tb qui, utilisée en ct@ment des tests officiels, pourrait améliorer
considérablement le diagnostic reglementaire (AM.8Bwseptembre 2003 modifié*). Ainsi, la
méthodePCR permettrait des prises de décisions plus précatass des cas particuliers
définis. Néanmoins, la bactériologie reste essémtpour les enquétes épidémiologiques et
en cas de litige.
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Bilan de I'intégration des deux tests dans le dispdif

de lutte contre la Tuberculose bovine
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l. Bilan de lintégration des tests IFNy (Bovigam®) modifié et PCR 156110 en
temps réel (TagVe®f MTBC) dans le dispositif de lutte contre la Tb erDordogne
(2007-2010)

Le bilan de l'intégration des tests IFNBovigant) modifié et PCR 18110 en temps réel
(TagVef MTBC) dans le dispositif de lutte contre la Tb Bardogne entre 2007 et 2010

(mai) peut étre décrit a partir du tableau Il.3résentant I'évolution de la Tb (suspensions,

requalifications et foyers déclarés) en Dordogne.

Tableau I1.3.1. Données chiffrées de I'évolution de Th en Dordode€005 a mai 2010*
(document DDCSPP 24 (ex DDSV24)).

2005 2006 2007 2008 2009 2010*
Nombre de cheptels 60 87 215 169 136 149
suspendusx) (5,1 %) (7.5 %) (5,5 %) (5,6 %)
_Nomb,re de cheptels 13 29 24 13 13 15
infectés
Nombre de cheptels abatts 12 29 24 12 13 14
Nombre de bovins abattus|] 1322 2506 2225 1253 1580 1457
Nombre de bovins a lésions 96 140 50 42 48 —
Taux d'infection apparent | 4.2 % 56% | 22% 3,5% 30% -
Nombre de cheptels
dépistés :
-en prophy|axie 4 12 18 11 10 10
- par liens épidémiologiques 3 8 1 0 0 4
- en abattoirs 6 8 5 2 3 1
- par rédhibitions 0 1 0 0 0 0
Montant de 'indemnisation| 1727069 | 2517 71] 3714 223| 2108114] 3100000 -
(€) (estimation)

[.1. Evaluation de la situation en Dordogne suitau@lisation du test IFN aprés une
IDS non-négative (2007-2009)

[.1.1. Amélioration de la prophylaxie et de la a¢iten des foyers

Bien que le nombre de foyers ait diminué a padi2@08 (foyers : 29 en 2006, 24 en 2007 et
13 en 2008), il est resté élevé et stagne a ce(foyers : 13 en 2009 et 15 en 2010 (mai)).

Comme le pic des foyers était antérieur a la mmsplace du protocole basé sur le testyFN
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ce test n'était donc pas a l'origine de I'augmdatatdu nombre de foyers détectés en
Dordogne.

En effet, comme nous l'avons précisé précédemmend,adaptation locale du rythme des
prophylaxies dans les communes des cheptels isfésa@s arrété préfectoral, mais avec une
adhésion des éleveurs) avait contribué a la déctmudaun grand nombre de foyers en 2006
(12/29 en prophylaxie). Cet accroissement étaicdarrésultante d’'une meilleure efficacité
de la prophylaxie et non d’'une progression dedatibn. La preuve objective provient de la
comparaison du nombre d’élevages suspects (chepisizendus) suite a une IDS non-
négative, avant et a partir de 2006 (en 2005 sugléfages suspendus, 4 détectés en
prophylaxie et 6 en abattoir alors qu'en 2006 stréfvages suspendus, 12 détectés en
prophylaxie et 8 en abattoir, tableaux 11.3.1 €8.R) (Cf. Figure 11.3.2). Ceci montre aussi
gue le protocole basé sur le test JHNa donc pas été a l'origine de 'augmentationtalux

de déclaration des cheptels a IDS non-négative.

Tableau 11.3.2. Cheptels suspendus (nombre) détectés en propéyaxabattoir puis requalifiés ou
déclarés infectés de Tb entre 2005 et 2(jdrivier a mai 201Q)en Dordogne

2007-
2010*

aprestests IFN | \p | NR | 122| 110| 76| 104 412
négatifs (1)

2005| 2006| 2007| 2008| 20092010

?2;2?&25 @) ? | ? | 18| 30| 48| 13| 109
Nombre de
Cheptels aprés abattages
Requalifiés | diagnostiques ? ? 5 18 23 10| 56
suspendus 4 Ot
lors de (pas lésion) (3)

. apres résultats
%éuth bactériologiques| ? ? ? ? ? 2 2
E]égativc()er;) negatits (4)

total (1+2+3+4) ? ? | 145 | 158| 147| 129 | 579
Infectés (dépistés en prophylaxie) 4 12 18 11 10 10 65
Total 4 12 | 163 | 169 | 157 | 139 ?
Nombre de e 2
Cheptels Requalifiés ? ? 0 1 2 0 ?
suspendus a
la suite d'une | |fectés gepistés a rabatior) 6 | 8| 5| 2| 3| 1| 11
suspicion a
I'abattoir Total 6 | 8| 5| 3|5 |11

(Tableau réalisé a partir de données de la DDC3R# @u GDS 24données directes et celles de Ripoche M., 2009)
NR/ non réalisé ; ?/ donnée non disponible ; lamdes en italiques sont approximatives car ellés on
été calculées sans tenir compte des données rmoniites.
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Par ailleurs, les tableaux 11.3.1 et 11.3.2 montrg@ue depuis 2006, le dépistage des foyers est
principalement réalisé en prophylaxie (4 en 20@5ei 2006, 18 en 2007, 11 en 2008, 10 en
2009, tableau 11.3.2), comme en témoigne le mainpieis la baisse de détection des foyers
dépistés a I'abattoir (6 en 2005, 8 en 2006, 5@V 22 en 2008, 3 en 2009, tableau 11.3.2) ;
par comparaison, entre 2002 et 2005 la détecti@nfalgers était quasi-exclusivement en
abattoir, tableau 1.2.4). On peut observer surigaré 11.3.1, un pic correspondant aux
cheptels détectés en prophylaxie en 2007 (18/Bfeda 11.3.1).

Ceci est la conséquence du renforcement des medeigephylaxie (Arrété préfectoral (AP)
du 19 décembre 2006) appliqué depuis 2007 poulealépartement et sur tous les bovins de
plus de 18 mois (campagne 2006-2007 : 95 % destalbelpovins tuberculinés alors que
50 % pour les années précédentes). De plus, laitit@dii en 2008 d’'une « zone a risque » ou
la prophylaxie est obligatoire chaque année (AR@4embre 2007) a renforcé le systeme de

surveillance.

20

. /\
y 7\
N / —

(Dordogne)

Nombre de foyers de Tl

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Années

Prophylaxie Liens épidémiologiques Abattoirs Achats (introduction)

Figure 11.3.1. Evolution des modes de détection (prophylaxie sliépidémiologiques, abattoirs et

achats (introduction)) des cheptels infectés del®gme entre janvier 2002 et mai 2010
(Document DDCSPP 24).
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|+ Suspicions Infectés Abattus |

Figure 11.3.2. Evolution du nombre de cheptels suspectés, infettabattus
en Dordogne entre janvier 2002 et mai 2010
(Document DDCSPP 24).

[.1.2. Roéle clé du protocole IFRNdans le maintien des déclarations des

cheptels IDS non-négatifs

La mise en place du test II8’est avérée indispensable pour éviter une bdisseotivation
des acteurs, engagés antérieurement dans un eesdenbésolutions visant a une meilleure
détection des élevages infectés, grace a un ragssement trés important des délais. Ainsi,
le nombre de cheptels déclarés a IDS non-négatiest maintenu depuis 2006 ce qui
n'aurait peut-étre pas été le cas sans le protdEde permettant une requalification rapide
des cheptels négatifs au test.

En effet, entre 2007 et 2010, environ 71 % (413, %a@bleau 11.3.2) des cheptels requalifiés
'ont été grace au test IRINsoit directement apres une IDS non-négative, dandélai de
guelques jours suivant I'IDS (délai moyen en 20@71d jours), contre 6 semaines minimum
dans la procédure réglementaire basée sur I'IDCpihotocole IFN a donc répondu aux
attentes des éleveurs : réduire le temps de suepedss cheptels car les conséquences
economiques (et psychologiques) subies par legg@iswsont proportionnelles a ce délai, et
sont d’autant plus importantes si le cheptel @setaou bien labellisé. Avec un délai moyen

actuel de suspension de moins d’'une semaine, fEFcgssions sont donc minimes pour
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l'éleveur et par conséquent, la déclaration d'urvitbonon-négatif en IDS n’est plus

pénalisante pour un cheptel indemne.

[.1.3. Réduction du nombre d’abattages diagnossique

En raison du renforcement des mesures de détextpantir de 2006, le nombre de cheptels
suspendus a augmenté de facon importante. Subsgwuentre 2005 et 2006, le nombre
d’abattages diagnostiques (bovins) a égalemerdrfmnt augmenté (Tableau 11.3.2). Avec la
mise en place du protocole IFNen 2007 (campagne prophylactique 2006-2007) et le
dépistage par IDS généralisé sur I'ensemble durtipant, le taux de déclaration des IDS
non-négatives a continué a augmenter (Tablea2)l.Foutefois, de 2007 a 2009 comme
63 % (308 cheptels requalifiés apres testyliRgatif / [(450 requalifieés + 39 infectés) =489
cheptels suspendus par IDS], tableau 11.3.2) decheptels ont été retrouvés négatifs au test
IFNy et requalifiés directement, seuls les cheptelsy Ipbsitifs (et les susceptibles avec un
résultat divergent) ont été soumis a I'lDC, soitiezn 37 % (100 % — 63 %) des IDS au lieu
de 100 %.

Le taux de cheptels infectés parmi les non-regaalifpar le test IF{y soumis a I'IDC a
donc augmenté en 2007 (données non présentéag)i permettait de rentabiliser la suite de
la procédure mais entrainait une diminution destages diagnostiques (Tableau 11.3.2). Ceci
explique pourquoi le nombre d’abattages diagnosscuchuté (84 bovins en 20@&sus40

et 37 en 2007 et 2008, [données GDS 24 extrait&meche M., 2009]) alors que le nombre
de cheptels déclarés a IDS non-négatives a augr{iE2iéen 200&/s 172 en 2008, données
GDS 24 extraites de Ripoche M., 2009).

[.2. Evaluation de l'utilisation du test PCR6EIELO en temps réeén Dordogne (2006-
2009)

Depuis la fin d’année 2006 au milieu d’année 20@9néthode PCR était systématiquement
utilisée en Dordogne alors que son résultat n’'@@it employé pour confirmer ou infirmer le
diagnostic de Tb. Toutefois, il permettait le plsguvent de conforter le diagnostic de
tuberculose, et ses conséquences (abattage totddeghtel), qui reposait a I'époque sur une
IDC non-négative associée a l'observation de Iésituiberculeuses sur un méme animal
confirmées par un résultat positif en histologee diagnostic étant fréquemment contesté par

I'éleveur. De méme, dans le cas de découverte titahaun résultat positif concordant avec
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I'histologie permettait d’apporter une garantie @émentaire dans la qualité du diagnostic et
par conséquent, I'attente du résultat bactériologiétait mieux supportée.

Certaines décisions (abattage diagnostique, aleattagal) ou lattente du résultat
bactériologique étaient donc mieux acceptées gaatassociation bénéfique de la PCR a
I'histologie, dont cette méthode compense le mandgespécificité, tout en donnant un
résultat aussi sensible que la bactériologie meis din délai largement plus rapide.

Dans le cas de résultats positifs en PCR mais ifegatt histologie alors, la PCR permettait
d’orienter le diagnostic et d’inciter a la réalisat d'IDC sur le cheptel, en attendant la

confirmation bactériologique.

[I. Evolution 2007-2010 de la réglementation relatie a la lutte contre Tb en

France

> Intégration des tests IRNet PCR dans le dispositif reglementaire de luttgre la Th

L'arrété du 15 septembre 2003 modifi€*en vigueur en 2007, autorisait le recours audest
dosage d’IFN pour le diagnostic de la Tb (dans les troupeawspetts ou infectés) mais
aucun texte décrivant son cadre d'utilisation écétait diffusé. La méthode PCR n’était,

guant a elle, pas mentionnée.

Bien que des modalités de mise en ceuvre du dod&deydaient été précisées parriate de
service du 30 juillet 2007 pour les cheptels de races d'intérét locales Gamargue),
infectés, suspects ou susceptibles d’étre infestés®, dans le cadre d'abattage sélectif ou
diagnostique, I'application du test IFNen Dordogne n’était encore qu’expérimentale mais

avec l'accord des autorités locales et la partimpainanciere de la DGAI.

Dansun rapport d’appui scientifique et technique de I'Afssg transmis par la DGAI 1&0
juillet 2008, relatif & I'évaluation du « protocole IFN appliqué en Dordogne pour la
gestion des suspicions lors des prophylaxies, elssntmandations de mise en ceuvre de ce
test avaient été formulées. En effet, il y étaitanument précisé d’appliquer le test N
modifié (basé systématiquement sur les PPD et Imngé d’antigénes spécifiques (les
protéines recombinantes, ESAT6 & CFP10)), sur demaux réagissants a I'IDS (non-
négatifs) mais aussi, d’effectuer la prise de gamg le test IFN lors de la lecture de I'IDS

(soit a 3 jours au lieu de 10) et d’inclure un témdiimmunocompétence (PWM).
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Tous ces conseils avaient été néanmoins pris empteopour la campagne de prophylaxie
2007-2008 (décrit précédemment dans ce manusksdt).ailleurs, cet avis soulignait qu'il

était tout a fait justifié de réaliser des etudesplécificité et de sensibilité de ce test.

Puis,le 14 janvier 2009 I'’Afssa a rendu soavis sur le projet d’arrété modifiant I'arrété du

15 septembre 2003 (Avis Afssa 2008-SA-0263). Lesgs pimportantes modifications
présentées étaient des propositions d’adaptationtedte en fonction de la situation
épidémiologique actuelle de la maladie et des nauxeutils disponibles, les tests K-t
PCR. Ainsi, ces nouveaux tests ont été ajoutés tasts classiques de dépistage et de

diagnostic de la tuberculose bovine.

Suite a cet avis)arrété ministériel modifiant l'arrété du 15 septembre 2003 est
finalement parde 19 aolt 2009t a été suivle 12 octobre 2009d’une note de service

faisant état des principales dispositions appogée$arrété du 19 aolt 2009.

L'utilisation du test IFN modifié est donc désormais prévue lors des prepiss, des
contrbles d’introduction et également en cas deghiion a I'abattage total. Cependant, « le
recours au test IFNest seulement réservé aux départements de la Qedet de la Cote

d’'Or et, en Camargue (pour certains troupeaux desrparticuliéres) ».

En outre, la méthode PCR a été ajoutée comme neétlediagnostic autorisée.

Ainsi, un bovin est considéré comme suspect diéfecté « apres constatation d’'un résultat
positif a une analyse par la méthode PCR réalisgéeup laboratoire agréé » ou, « apres
constatation de réactions tuberculiniques non-imégegaet/ou de résultats non-négatifs au test
de dosage de l'interféron gamma lors d'une opératie prophylaxie ou lors d'un autre
contrble quelle que soit la circonstance qui Hadtivé » (Tableau 11.3.3).

En outre, un bovin chez lequel sont observés «R@G& positive ainsi que des lésions
histologiques évocatrices de Tb ou une IDT positiest considéré comme infecté »
(Tableau 11.3.3).

Toutefois, les résultats positifs en PCR « ne secttnnus comme tels qu’apres confirmation
par le LNR (Afssa-Lerpaz) ».
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Tableau 11.3.3. Catégories d’animaux redéfinies par les nouveaxtes reglementaires

de la lutte contre la Tb chez les bovinés

(AM du 19/08/2009 modifiant ’'AM du 15/09/2003 mdié (article 12) et NS du 12/10/09)

Statut de I'animal

Caractéristiques

« indemne de Tb »

- Appartient a un troupeau officiellement indemmeTdb.

« contaminé de Tb »

- Appartient & un troupeau déclaré infecté de Tls mast pas « infecte
de Th ».

« suspect d’étre
infecté de Tb »

- Présente des lésions évocatrices de Th a I'abatid’autopsie ou

- Présente des lésions histologiques évocatric@bdians un
laboratoire agréé ou

- Présente un résultat positif a une analyse par od#HPCR réalisée
par un laboratoire agréé ou

- Présente une IDT non-négatieou un résultat non-négatif au test
IFNy lors d’une opération de prophylaxie ou d'un autantréle.

« infecté de Th »

- Présente des signes cliniques de Tb et une IBifiy®ou

- A permis l'isolement et I'identification del. tuberculosiu M. bovis
dans un laboratoire agréé ou

- Présente une IDC positive et des lésions histoplesg évocatrices de
Thb ou

- Présente des Iésions histologiques évocatricedbdes3ociées a un
résultat positif a une analyse par méthode PCR ou

- Présente une IDS ou d’'une IDC positive associéeedamalyse PCR
positive.

N.B. : Les nouveaux critéres sont décrits erjted

> Dérogation a I'abattage total : conditions tregtds et utilisation des nouveaux outils

En 2007, l'assainissement d’'un troupeau infectétudeerculose régi par larrété du 15

septembre 2003 modifié prévoyait ahattage total systématique de tout foyer confirmé de
Tb (quelle que soit I'étendue de l'infection aursdu troupeau considéré). Cette politique
d’abattage total restait la mieux adaptée, dansolgexte épidémiologique de tres faible
incidence, pour préserver le statut officiellemamemne du pays (Avis Afssa 2008-SA-
0084). En effet, cette pratiqgue se justifiait afle favoriser I'éradication la plus rapide
possible de l'infection sur le territoire franca&iséviter sa réémergence a partir de quelques

foyers résiduels.

Un groupe de travail (formé des DDSV, laboratoivéserinaires départementaux et GDS

concernés et, de la DGAI, 'ENVA, la FNGDS, la SNGEt I'Afssa) a été constitué en

novembre 2007 pour conduire une réflexion sur paaiton des mesures de dépistage et de
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gestion des foyers de Th. L'objectif fixé était «lproposer des mesures de lutte appropriées
et harmonisées, permettant d’aboutir a I'éradicatie la maladie ».

Ainsi, dans un rapport d2008 (a la DGAI), ce groupe de travail faisait édts difficultés
rencontrées sur le terrain en matiéral’application du dispositif d’abattage total, a cause
de la rémanence de la tuberculose dans les zomeemuwre assainies malgré les efforts
entreprisll soulignait un certain découragement des actieaeaux, relatif notamment au fait
gue, depuis ces dernieres années, de nombreuxs fayemtifiés en Dordogne comme en
Cote-d’Or ne comprenaient qu’un nombre tres lirdignimaux tuberculeux (75 % des foyers
avec un ou deux animaux infectés) alors que ledtaajes totaux avaient été suivis
d’inspections systématiques a 'abattoir et de neukes investigations de laboratoire (tests

IFNy et PCR et tests conventionnels).

Apres évaluation des colts/bénéfices de I'abatiaigd dans de telles situations, ce groupe a
élaboré urprotocole d’abattage partielqui a été ensuiteoumis pour avis au LNR(Th) de
I’Afssa en septembre 2008.

En parallélele 4 septembre 2008paraissait uarrété ministériel relatif a la « possibilité de
déroger a l'obligation d’assainissement par abattdmal du troupeau infecté de Ten
dehors des situations concernant les races d'initécéles), accordée dans les départements
de la Dordogne et de la Cote d’'Or, dans le cadrdadmise en ceuvre d’'un protocole
expérimental et selon les modalités fixées parrusibn du ministre chargé de
l'agriculture ».

Cependant, cet arrété a rapidement été suivdi®leoctobre 2008d’'une note de service,
précisant que l'abattage partiel a titre expérimernh cas de Tb était réservé a « certains
cheptels éligibles des départements 21 et 24 suetl’'grrété ne pouvait « pas étre mis en
ceuvre immediatement » étant donné que ses modaitéson application éventuelles

n’étaient pas encore précisees.

En novembre 2008 I'Afssa a rendu somvis sur « les conditions de suivi des cheptels
abattus partiellement dans le cadre de la tubercuke en vue de leur requalification
compte tenu des qualités intrinseques des testests( IFN et PCR et tests
conventionnels) (Avis Afssa 2008-SA-0167). AinsiGES SA (comité d’experts scientifique
en santé animale) « réaffirmait I'intérét du recoar I'abattage total précoce des cheptels
reconnus infectés des lors qu'un risque de diffusie la maladie ne peut étre écarté ».

Néanmoins, il « admettait 'opportunité d’envisadgeipossibilité d’assainir certains cheptels
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reconnus infectés de tuberculose bovine en protélam abattage partiel des animaux,
sachant que la prise en compte des testy IBINPCR, grace a leurs qualités spécifiques
respectives, était de nature a améliorer le suieis dcheptels durant la phase
d’assainissement ». Toutefois, il insistait suné&cessité de prendre certaines « dispositions
jugées de nature a limiter le risque de diffusi@nla tuberculose bovine (tout en évitant
d’éliminer la totalité des animaux) » ainsi quea«écessité de prévoir un véritable retour
d’expérience correspondant a un suivi scientifiguecis de la mise en place du protocole,
des résultats et notamment une évaluation de ltapleo’emploi de I'lFN dans le protocole
d’assainissement afin que des enseignements puiertirés et des ajustements effectués,
le cas échéant ».

Suite a cet avis, urlettre a diffusion limitée du 19 février 2009relative a la « dérogation a
'abattage total a titre expérimental de certanosipeaux de bovins infectés de tuberculose
dans les départements 21 et 24 », a permis d'ifori®s acteurs concernés par cette
dérogation, des critéres d’éligibilité et du pratiecapplicable.

Toutefois, ce document a été annulé et rempla®® lmai 2010 par une nouvelle lettre a
diffusion limitée, précisant lesnodalités d'application de la dérogation a l'abattge total

a titre expérimental (décrits ci-apres) : critéres d'éligibilité, protde applicable et modalité
du retour d'expérience a communiquer a la DGAI tleaB1 janvier de chaque année pour ce

qui concerne l'année n-1.

B Criteres d'éligibilité:
Cette dérogation a titre exceptionnel, est réseavdeexploitations de Dordogne et Cote d’Or
infectées de Tb mais présentant un risque faibldiffiesion de I'infection, évalug@ar étude
de I'historique de I'élevage et d’'une enquéte épidéogique objective (maitrise du risque de
diffusion dans la zone (gestion adaptée de l'octopales patures, animal index porteur de
Iésions ganglionnaires stabilisées, % cumulé dénsaawec IDS + ou test IRN+ ou PCR +
(ou culture +), inférieur a 5 %). Aprés évaluataml’éligibilité a la dérogation, la décision de

la dérogation est prise par le Préfet apres aastoedgagement de I'éleveur.

B Modalités d’application

« Le protocole de dérogation comprend une phaassdinissement suivie d’une phase de

requalification avec un minimum de 4 contrdles bi@gns de I'exploitation infectée ».
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= Phase 1 : Assainissement

L’assainissement est réalisé a partir de deux gl@asticonsécutifs par IDS et test f-Milisés
systématiguement en série (espacés de 2 moisrgaliee minimum) sur tous les bovins de
plus de six semaines du cheptel concerné.

La proportion de tous les animaux avec « une I0Ofiun test IFM + » doit étre inférieure
ou égale a 5% sinon ce protocole est obligatointnm@errompu au profit d'un abattage
total. De plus, un abattage diagnostique est galis tous les animaux réagissants (positifs et
douteux) ainsi que les animaux a risque identgeasl’'enquéte épidémiologique initiale.

Par ailleurs, la culture, la PCR et éventuellent@igtologie (si Iésion) sont réalisées sur les
tous abattages diagnostiques. Cependant, si urabpigsente des lésions ganglionnaires non
stabilisées a I'abattoir (Iésions ouvertes, sigmal infection évolutive et donc risque accru
de diffusion), alors I'assainissement par abattipgeiel est stoppé au profit d’'un abattage
total. Il en est de méme si le pourcentage cumealéaVins avec « une IDS + et/ou un test
IFNy + et/ou des Iésions évocatrices de Tb a I'abattmifirmées par histologie, test PCR ou
culture et/ou un test PCR + sans lésion associée ehe culture + sans test PCR +, ni Iésion
associee » dépasse 5% de leffectif du cheptekésapun ou plusieurs contrbles

d’assainissement.

La phase d’assainissement par abattage partieddait étre obtenue en moins de 12 mois.
Elle est réalisée a condition d’obtenir des réssiltggatifs aux deux contréles sur I'ensemble
du cheptel.

= Phase 2 : Requalification

Avant de procéder aux contréles de requalificapanIDT, le nettoyage et la désinfection de

I'exploitation sont mis en ceuvre.

Ensuite, le I controle par IDT (et test IFNéventuellement) est réalisé 2 mois au moins
apres le dernier contréle d’assainissement faverabi au moins un animal présente un
résultat défavorable en IDT alors «le protocole repris a zéro (retour a urf' kontrble

d’assainissement) ».

« La requalification est obtenue aprés 2 contrgbes IDT favorables (négatifs) sur
'ensemble des bovins de plus de 6 semaines, é8adis2-4 mois d’intervalle ». Toutefois,
elle « doit étre obtenue en moins de 2 ans » a t@nde la mise en place du protocole. Au-
dela de ces périodes, il est considéré que le goteale dérogation a échoué », (il s’en suit

un assainissement par abattage total du cheptel).
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Il faut noter qu’afin d’écarter un risque de résmrge (malgré la rigueur avec laquelle les
opérations de nettoyage et désinfection doivert ébnduites), les experts scientifiques du
CES SA recommandaient (dans des avis de 2009 (&f388-SA-0263 et 2009-SA-0109)
portant sur le projet d’AM modifiant 'AM du 15/083) « un vide sanitaire aprés abattage
total compris entre 15 jours et deux mois avant rdetroduire les animaux de
remplacement » et un délai d’attente « de 30 jouirsmum a 2 mois avant de réintroduire
ces animaux sur des patures considérées contansirfgestrise du risque de voisinage). Par
contre, dans le cas d’abattage partiel, les exgeotst admis qu’une souplesse concernant ce
vide sanitaire était acceptable, car n‘augmentast ¢g¢ maniére significative le risque de
résurgence de la maladie ».

Cette souplesse est applicable dans le cas demyékeallaitants ou il est possible de vider un
local pour en assurer une désinfection efficaceq(desuppose la succession des étapes de
nettoyage, séchage, désinfection et a nouveau g&chee qui n'est pas le cas pour un
élevage laitier, qui est soumis au rythme biquetidde la traite, incompatible avec une

réalisation satisfaisante de la désinfection.

» Revalorisation des mesures financieres

Jusqu’en 2009, le montant de I'indemnité verséel'gaat concernant les animaux abattus
dans le cadre des abattages diagnostiques (oubdésges partiels), étaient seulement de

229 euros en supplément de la valeur boucherenilesax abattus.

La revalorisation de ces indemnités par armété ministériel en date du 17 juin 2009
permet désormais une indemnisation correcte, aleur moyenne de la catégorie (900 euros
par vache éliminée, 500 euros pour un broutard)sugrplément de la valeur bouchére,
permettant ainsi de se rapprocher de la valeulerdek animaux abattus. Par ailleurs, lorsque
« l'infection est découverte a I'abattoir, la pestghie par I'animal, résultant de la différence
entre sa valeur estimée et sa valeur de bouclestiéndemnisée dans la proportion de 75 %

avec un plafond de 229 euros ».

Par ailleurs,adaptation de la réglementation nationale au extet local, c’'est a dire la
reconnaissance reglementaire des testg BiINPCR (AM 19 aodt 2009) permet désormais un
meilleur soutien financier du programme appliqu#iamment par la participation financiere

de I'Etat a ces opérations de prophylaxie.
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lll. La situation épidémiologique en France 2007-209

La situation de la Tb en France reste favorable avetaux d’incidence de cheptels infectés
de 0,035 % en 2009 (Tableau 11.3.4), en légere amimtion par rapport aux années
précédentes, sans toutefois remettre en questiomailetien du statut officiellement indemne

du pays par la Commission européenne. Cette stagrest le reflet de la recrudescence de
foyers dans certains départements comme la DordetgiaeCote d’Or, qui ont fait I'objet de

mesures de surveillance renforcée ayant conduit @ite en évidence d’'un nombre non
négligeable de nouveaux foyers (77 en 2009 - Tablea.4), certes en nombre relativement
constant depuis plusieurs années, mais qui coaduit taux en augmentation du fait de la

diminution constante du nombre total d’élevages.

Tableau I1.3.4. Evolution du nombre de foyers, des taux d’incideetde prévalence
de la Tb en France de 2006 a 2009
(NS 25 février 2009 et données DDCSPP 24 et DGAI).

Année

2006 2007 2008 2009
Nombre de
nouveaux 83 76 83 77
foyers de Tb
Taux 0,032% | 0,031% | 0,037% | 0,035%
d’incidence
Taux de
prévalence 0,040 % 0,042 % 0,048 % ND

ND : non déterminé.

Pour le seul premier semestre 2010, la Céte d’'@isaen évidence 45 nouveaux foyers de
tuberculose et 5 autres (données DDCSPP 21), @m®sigour I'instant comme suspects,
vont trés vraisemblablement étre confirmés. Cetigneentation résulte, la encore, du
renforcement des mesures de détection, utilisatejuent la combinaison IDS (ou IDC selon

les cas) et test IFNassociée a la PCR pour les abattages diagnostiques

Pour l'instant, ces mesures renforcées n’ont étiséds que dans ces départements. Dans
guelques autres départements, le simple constaé giarsistance, depuis le début des années
2000, de quelques foyers découverts uniqguemeritgiattoir, a I'image de ce qu’ont connu
ces deux départements, la Dordogne et la Cote (@@ I'on peut considérer comme pilotes,
du fait de la mise en place de ces procédures etod renforcée), laissent a craindre une

probabilité élevée de répétition de ce type d'oksesn dans ces autres départements,
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conduisant a y mettre en évidence un certain nordbréoyers, ce qui pourrait, a terme,

remettre en question le statut indemne de la France

Ces résultats montrent qu'il faut rester vigilangintenir les efforts dans les départements les
plus infectés (Dordogne et Cote d’Or) en utilisdésormais le test IFNet la méthode PCR
comme le mentionne la nouvelle reglementation, eillev les élevages a risque et faire le
point des départements a risque, reconnus comsiedielfait, soit d’échanges commerciaux
avec ces deux départements, soit de la persistdacEapparition de quelques foyers
découverts chaque année par l'abattoir uniquemdne entente interdépartementale et
interrégionale réunissant la Dordogne et les dépaants limitrophes a été créée en mai 2010

dans cet esprit.

IV. Test IFNy modifié : Résultats de nos études et évolutions slenodalités

d’interprétation

IV.1. Modalités d'interprétation des résultats induels des PPD et des R

Depuis le milieu de campagne de prophylaxie 200820e mode de calcul normalisé
prenant en compte les variations d’absorbances &é& conditions de I'analyse (comme le
recommande la norme NF-U 47 019) est utilisé erdBgme ; la formule “normalisée” pour

calculer les résultats des PPD est [(BDO,)/(DOtp—DOm)] et celle pour calculer les

résultats des R est [(RODON)/(DOtp—DOW)].

Par contre, un seul seuil décisionnel est applmguele que soit l'utilisation du test IRIN
c'est-a-dire le seuil haut de 0,04 qui correspangauil de 0,10 recommandé par Bovi§am

pour une utilisation du mode de calcul préconigésda kit («calcul initial »).

Les valeurs de sensibilité des PPD et R correspariae critére ont été estimées a 83 %
[72-92] et 80 % [68-89] respectivement.

Les valeurs de spécificité des PPD et R correspuralae critere ont été estimées, pour une
utilisation du test seul, a 99,4 % [98,2-99,9] plas deux et, pour une utilisation du test sur
des animaux avec une IDS non-négative, a 73,3 9{BB0] et 93,1 % [90,6-95,0]

respectivement.

Cependant, comme suggéré dans nos conclusionsaghitrehl, relatives a la détermination
des seuils dans un contexte de faible prévalenceelen différentes utilisations du test
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IFNy (en paralléle ou en série avec I'IDS), il seraitilsaitable d’utiliser différentes valeurs-

seuils pour les PPD et les R selon les conditicaygptication du test.

Ainsi, les valeurs-seuils de 0,02 et 0,01 pourHE® et les R respectivement pourraient étre
employées, en milieu sans réaction non-spécifidars le cas d’une application du test dans
la population générale (en paralléle avec I'IDSsta-dire dans le cas de dépistage ou I'on
souhaite maximiser la sensibilité du controle, (8D de 93 % [84-98] et SR de 97 % [89-
100]) tout en disposant d’'une spécificité tres lo(Bp PPD de 98,0 % [96,3-99,0] etRSde
95,9 % [93,8-97,5]) ; tels est le cas pour le prote d’assainissement par abattage partiel,

pour certains contréles a I'introduction et darssdaquétes épidémiologiques.

Les valeurs-seuils de 0,05 et 0,03 pour les PPIkstR respectivement pourraient étre
employées, en milieu ou des réactions non-spéeifiggont possibles, dans le cas d'une
application du test dans une population d'IDS négative c'est-a-dire dans le cas de
diagnostic ou I'on souhaite optimiser la spécificip PPD de 75,5 % [71,7-79,0] et . $p

de 90,7 % [87,9-93,0]) apres un dépistage tresildenst peu spécifique tout en disposant
d’'une sensibilité satisfaisante (F°D de 83 % [72-92] et SR de 87 % [75-94]); tel est le

cas du protocole de gestion des suspicions lopajghylaxie.

IV.2. Modalités d'interprétation du résultat firdhh test IFN

Durant la période 2007 a 2009, les résultats dersyétaient analysés difféeremment selon le
contexte épidémiologique rencontré (favorable otaw#able). En effet, dans le cas de
cheptel n’ayant aucun risque connu (situation fabla), le cheptel était requalifié et les
animaux avec un résultat divergent étaient rectagr® semaines apres. A l'inverse, dans le
cas de cheptel susceptible (situation défavoralds),animaux avec un résultat divergent

étaient traités comme ceux avec un résultat positif

Comme nous l'avons conclu dans le chapitre |, lahode d'interprétation des résultats
finaux (méthodes PROR ou PPIR) était donc sélectionnée selon le contexte
épidémiologique. Or comme la valeur du seuil déaisel appliquée pour les PPD et les R
était de 0,04, quelles que soient les conditiorepmlication du test, alors la valeur de
sensibilité du test était estimée a 90 % [82-98jsdan contexte épidémiologique défavorable
(en suivant la méthode PBR) et a 73 % [60-84] dans un contexte épidémiolagiq

favorable (en suivant la méthode RFR).
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Par contre, les valeurs de spécificité du testegtadifférentes selon les conditions
d’utilisation du test. Pour des applications enapj@le avec I'IDS et aprés une IDS non-
négative, les valeurs de spécificité du test étagstimées respectivement a 98,8 % [97,4-
99,6] et 70,9 % [66,9-74,7] dans un contexte épidigique défavorable (en suivant la
méthode PPDR) et a 100% [99,2-100] et 95,4 % [93,3-97,0] dams contexte
épidémiologique favorable (en suivant la méthodBPR).

Concernant les nouvelles valeurs-seuils détermi(@e2 pour les PPD et 0,01 pour les R)
pour une utilisation du test en parallele a I''D&9q de contrdle a lintroduction ou de
dérogation a I'abattage total), en milieu sanstiéaamon-spécifique, les valeurs de sensibilité
et de spécificité (Sp) du test ont été estiméegemsement a 100 % [95-100] et 93,9 %
[91,4-95,8] dans un contexte défavorable et, a 9B298] et 100 % [99,2-100] dans un
contexte favorable (Tableau 11.1.17).

Concernant les nouvelles valeurs-seuils détermi(@e% pour les PPD et 0,03 pour les R)
pour une utilisation du test dans une populatiorca¥DS non-négative (protocole
prophylaxie), en milieu ou des réactions non-sjopoifs sont possibles, les valeurs de
sensibilité et de spécificité opérationnelle* dgttéSp) ont été estimées respectivement a
93 % [84-98] et 71,8 % [67,9-75,6] dans un contefavorable et, a 77 % [64-87] et 94,3 %
[92,0-96,1] dans un contexte favorable (Tabledull’).

Néanmoins, les critéeres d’analyse (seuil) et ldsura de sensibilité et spécificité obtenus
sont caractéristiques du département étudié, ladmre. Il n'est donc pas envisageable pour
les autres régions utilisatrices d’employer dira@at ces critéres, a I'exception d’'un statut
infectieux et de conditions d’'application du tedéntiques a la région étudiée (c'est-a-dire
avec une faible prévalence de Th, des réactionsspéaifiques rares et une application du
test pour un dépistage dans la population généaleparallele a I'DS ou pour une
confirmation de résultats non-négatifs en IDS). haves régions doivent donc réaliser une
étude préalable afin d’adapter leurs seuils a Iptopres conditions.

Cependant, ces résultats de spécificité opératilen(®p) du test IFN seraient en realité
meilleurs. En effet, étant donné que le testyiffhbdifié est un test précoce, certains vrais
infectés avec un résultat IFNpositif et sans lésion sont au final classés & «diaux
positifs ». Il en est de méme pour d’autres vrafedtés avec un résultat IFNbositif qui

n’ont pas eu d’abattage diagnostique car ils ant&qualifiés suite a une IDC négative.
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Par conséquent, les faux positifs réels seraiesdgzasares, tout au moins en Dordogne (ce
n'est pas le cas en Coéte d’'Or, dont les problérés dux mycobactéries atypiques sont
récurrents et interferent avec le dépistage dé)a T

Dans notre étude de spécificité opérationnellg)(8p test IFN modifie, 25/547 animaux
(soit 21/172 cheptels) ont eu un résultat positif tast IFNy modifié (mode de calcul
normalisé et seuil de 0,04). Toutefois, 16 parnsi 22 animaux testés en IDC ont été
requalifiés suite a un résultat négatif et donamnjeas été abattus en vue d’'un diagnostic. De
plus, les cheptels respectifs de 8 de ces 16 amiroatété suspendus puis requalifiés les
années suivantes.

Concernant les 9 animaux abattus (7 avec une ID€négative), un seul a présenté des
lésions et a été trouvé positif seulement en PCRlogic le cheptel a été requalifié
(vraisemblablement a tort).

Cependant, le cheptel d’'un animal sans lésion, ipi@s25 animaux positifs au test lfFNa

été déclaré infecté en 2010. De plus, 9 autres anindle ce cheptel avaient été testés en
2008 : 6 animaux DIV et 3 NEG. Par ailleurs, deukes cheptels de I'étude de,$parmi

les 151 restants) dont les animaux testés étaigutifis ou divergents au test H-Nnt été
déclarés infectés en 2010 (en 2008 : un chept@lamimaux DIV et 1 NEG et I'autre cheptel
ou 1 animal DIV et 2 NEG). Il faudrait donc 6tessc®cheptels de I'étude de S test IFN

et par conséquent, les 16 animaux (1 POS, 9 DI8 ®IEG). Toutefois, les valeurs de

spécificité ne changeraient pas.

L’ensemble de ces résultats semble donc montrerlguspécificité opérationnelle (gp
évaluée dans ce manuscrit serait en réalité nonifisggivement différente de celle décrite
préecédemment dans ce paragraphe (81V.2), mengonp& un astérisque (valeurs
Sp individuelles et finale, Tableaux 11.1.16 et ILT).

En outre, comme les seules mycobactéries atypidiidsansasii M. szulgaj M. marinumet

M. riyadhensgrésentant les génes qui codent pour les protéamesnbinantes utilisées dans
le test IFN modifié (CFP10 et ESAT6) n'ont pas été isoléesbdeins en Dordogne, la
spécificité du test appliqué sur les bovins de Dgned serait donc trés satisfaisante et les
animaux avec un résultat divergent, seulementipesitR pourraient étre vraisemblablement
considérés comme positifs.

Les résultats divergents, positifs seulement en RBDX souvent liés a la présence de

mycobactéries atypiques mais aussMileavium Pour informationM. nonchromogenicura
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été identifiée dans plusieurs élevages de Dordgdaet un cheptel également infecté par
M. bovig. Toutefois, les animaux avec un résultat divetgsaulement positif en PPD, ne

doivent pas étre considérés comme neégatifs. I\sedbiétre étudiés au cas par cas.

En conclusion, la VPP du test IFNMnodifié semble étre largement satisfaisante polum
abattage diagnostique soit décidé, quel que saibigexte épidémiologique (favorable ou
non), directement apres un résultat positif ouasuitat divergent seulement positif en R sur
un animal. Ceci apporterait un gain de temps cénalide dans la procédure de diagnostic
(puisque la réalisation d’'une IDC requiert un terdjagtente de 42 jours entre I'IDS et I'IDC)
et permettrait d’éviter que des vrais-infectésaierst pas abattus (car IDC négative).

V. Nouveaux schémas décisionnels appliqués en Dogh® suite aux

modifications reglementaires de 2009

Les tests IFNM modifié et PCR ont été officiellement reconnus lpareglementation, comme
outils de diagnostic (en prophylaxie) et de dépistdors d’enquétes épidémiologiques et de
contrdles a l'introduction) et, de confirmationrd&ction respectivement. lls permettent donc
en complément des autres tests officiels convendilsndes prises de décision plus rapides et
fiables (Cf. Tableau 11.3.3).

Ainsi, I'arbre décisionnel concernant la gestiors daspicions lors de prophylaxie qui avait
été élaboré et était employé a titre expérimemtadyolué en 2010 (campagne 2009-2010)
(Figure 11.3.3). De méme, un nouvel arbre décisamoncernant la gestion des suspicions en

abattoir a été établi (Figure 11.3.4).

En outre, un schéma décisionnel utilisé en casodsilpilité de déroger a I'assainissement par
abattage total (selon la lettre a diffusion limitke 19 février 2009) est également appliqué.
Enfin, le test IFN est encore utilisé lors d’enquétes épidémiologqgat de contrdles a
l'introduction.

V.1. Nouvelles gestions des suspicions de Tb

V.1.1. Lors de prophylaxie
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La reconnaissance reglementaire du testyllENmme outil de diagnostic en prophylaxie
(Figure 11.3.3)

Le dépistage en prophylaxie est effectué par ID$.c& de résultat(s) non-négatif(s), la
gualification du cheptel est suspendue uniqguemaefdar(natiquement dans la base SIGAL)
pour le ou les animaux en cours de déterminatiostaleit, le temps que le résultat du test
IFNy soit disponible (une semaine maximum). En effetfecprocédure particuliere permet
de ne pas supprimer le statut indemne, ce qui siéeest un arrété préfectoral, et donc de ne
pas obliger a redonner la qualification par un ewuarrété ; les délais de traitement
administratif sont tels que le premier arrété $esgjiné au moment de disponibilité des
résultats. Cette mention sur SIGAL suffit a limites possibilités de commerce de I'élevage
avec les mémes garanties qu’un arrété. En cassdiattdéfavorable au test IFNpositif ou
divergent), I'arrété est pris car les procéduregasiies sont plus longues.

Le test IFN modifié est ensuite réalisé sur tous les animaaMves non-négatifs dans

I'élevage (prise de sang lors de la lecture deS)D

Il permet d’affiner ce dépistage tuberculinique vieotn 20 % de positifs et divergents)
rapidement, contrairement a I'IDC (moins d'une semacontre six) et ainsi de lever
rapidement les suspensions de qualification de &&8ocheptels (suspendus) ce qui permet
de réduire les pertes économiques liées a cesrmigps. De plus, le test IFNetant réalisé
dans un laboratoire, le vétérinaire praticien seimte d’'une certaine facon «libéré » de la
décision finale (objective) quant au devenir duptbkede son client. Il en résulte une
incitation aux déclarations des IDS non-négatives.

Grace a la revalorisation financiere des abattdgagostiques et dans la mesure ou les faux
positifs au test IFN (modifi€) sont assez rares (montré précédemmientgcours a I'IDC

apres un test IFNnon-négatif est désormais peu fréequent.

En effet, I'abattage diagnostique étant mieux indisd (sommes plus réalistes) et par
conséqguent, mieux accepté, il est réalisé direatemares un test IFNpositif ou divergent
c'est-a-dire positif en R (DR PPD- & R+), ce qui permet d’éviter d’attendredétai de six
semaines entre I'IDS et I'IDC. Ceci explique pouwgle nombre d’abattage diagnostique a
ré-augmenté en 2010 par rapport aux années préesdgius de 30 cheptels concernés en
mai 2010, données DDCSPP 24).

La qualification sanitaire est suspendue pour teutroupeau (APMS) avant l'abattage

diagnostique.
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Dans ce protocole appliqué en Dordogne, la diffégeantre les deux types de résultats
divergents (DIV} : PPD+ & R— et DIV : PPD— & R+) est désormais prise en compte.

Un animal avec un résultat négatif en PPD maistip@si R (DIV?) est considéré comme
positif (APMS) et est directement abattu sans ge/'DC ne soit réalisée quel que soit le

contexte (favorable ou pas).

Dans le cas d’'un animal avec un résultat positiP®D mais négatif en R (Diy(cas assez
rare (trés peu de cas dans nos études)), une isepeut cheptel concerné est réalisée par la
DDCSPP 24 (tests complémentaires et contexte (l&démiologiques, suivi sanitaire,

antécédents)).

Si les conclusions de cette expertise sont favesafdheptel non susceptible (avec aucun

risque connu)), le cheptel est requalifié (S1, Fegl13.3).

A linverse, si les conclusions sont défavorablgseptel susceptible) (S2, Figure 11.3.3), la
gualification sanitaire est alors suspendue pout te troupeau (APMS) et une IDC est
réalisée (6 semaines apres I'IDS) sur un lot d’@nixndont celui (ou ceux) avec un résultat
divergent au test IFN(DIVY). Le ou les animaux avec un résultat divergent également
recontrblés avec le test IFN

Si les résultats des tests sont favorables (IDGithégs et tests IFNnégatifs et/ou DIV),
'APMS est levé et le cheptel est requalifié (Sigjure 11.3.3).

Au contraire, si les résultats sont défavorablE3G(positives et/ou, tests IRN\hégatifs et/ou
DIVY), 'abattage diagnostique de ces animaux estsé&é84, Figure 11.3.3) un par un.

La reconnaissance réglementaire du test PCR comitie d& confirmation d’infection
(Cf. Figure 11.3.3)

L’'abattage diagnostigue d'un animal a pour but diceter la présence de lésions
macroscopiques évocatrices de tuberculose par diiepede la carcasse. Si plusieurs
animaux suspects d'un méme cheptel doivent étretusba des fins diagnostiques, cette
procédure d’abattage s’effectue animal par animal.

Dans le cas d'observation de Iésions suspectesirswanimal, des échantillons sont alors
prélevés en vue d’'une confirmation par examenslogigue, bactériologique (culture suivie

d’une identification si nécessaire) et PCR.
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Figure 11.3.3. Nouveau schéma décisionnel appliqué en Dordogr2® & suite a I'Arrété du 19/08/09, pour tout tgigecheptel (a risque ou pas)
avec une IDS non-négative (dépistage Tb en progi®yl&l’aprés DDCSPP 24).

1*: IDC sur lot = 25% du cheptel avec un minimdm25 animaux ou la totalité si < 25

2*: Suivi annuel des cheptels avec bovin(s) DIN+d : réalisation IDS dans le cheptel et {/\r bovin DIV.

3*-: Expertise DDSV : tests complémentaires + eat@/liens épidémiologique + suivi sanitaire + agtients.

4*- : Réalisation d’IDC sur lot d’animaux si norittaauparavant.

(Bactériologie): Culture également réalisée pour tous les édimrgtien I'absence ou en présence de Iésions ntpingies suspectes de Tb a I'abattoir.

Si PCR & Histologie négatives ou si PCR négativéarsence de Iésion, il faut attendre le résudtattériologiquéculture, si nécessaire identificatigndur confirmer ou infirmer le résultat.
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A linverse, en l'absence de Iésion, un test PCRret mise en culture sont nécessairement
mis en ceuvre sur les nceuds lymphatiques suivarashéobronchiques, rétropharyngiens et
médiastinaux. Le contrdle systématique de ces typiss de ganglions méme en I'absence de
lésion macroscopique contribue a sécuriser ce digpae surveillance idem pour le

protocole dérogatoire a I'abattage total). En eftetmme certains vrais infectés précoces,
positifs au test IFN et/ou non-négatifs a I'IDC, peuvent ne pas présete |ésion

macroscopique suspecte, il s'avére donc utile disser systématiquement une analyse PCR
et une mise en culture sur tous les abattages abtignes apres un résultat positif au test

IFNy ou non-négatif a I'IDC.

Comme cela était déja prévu dans l'arrété du 13essgre 2003 modifié*, si I'animal
présente un résultat non-négatif & I''DC et de®téshistologiques évocatrices de Th, il est
alors reconnu infecté et le cheptel est placé gdeBIl. Il en est de méme si le bacille

tuberculeux est mis en évidence.

Auparavant, dans le cas d'un résultat histologigégatif, il fallait attendre le résultat
bactériologique pour prendre une décision sur &ustde I'animal, ce qui entrainait une
suspension plus longue du cheptel. Toutefois,aitdes animaux étaient suspects, I'abattage
diagnostique de ces animaux était réalisé afiredt de confirmer rapidement I'infection du

cheptel (si IDC et histologie +).

L’inclusion du test PCR dans le dispositif regletane a donc permis d’ajouter d’autres

critéres réglementaires pour confirmer ou infirrplers rapidement I'infection d’'un animal.

Si les résultats de I'analyse PCR et de I'hista@ogpnt positifs, cette constatation est alors

suffisante pour considérer I'animal infecté et plale cheptel sous APDI.

De méme, (en l'absence de lésion a I'abattoir @ l@n présence de Iésions suspectes non
confirmées par histologie), la constatation d’'uauitat positif en PCR associé a une IDS

et/ou une IDC non-négative suffit pour garantinfidction et placer le cheptel sous APDI.

Il n’est donc plus nécessaire dans ces différessdéattendre le résultat de la culture pour
confirmer I'infection. Il en résulte un gain de tesnconsidérable (d’au moins 2,5 mois) qui

représente un avantage opérationnel déterminant.
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Cependant, si les résultats de I'analyse PCR &hidéologie sont négatifs, cette constatation
n'est alors pas suffisante pour considérer I'animdemne ; il est nécessaire que le résultat
bactériologique le soit aussi. Il en est de mémel'&msence de lésion suspecte (pas

d’histologie réalisée) lorsque le résultat du BSR est négatif.

Toutefois, comme dans I'étude de sensibilité diatjgae de |&PCR le bacille tuberculeux
n'a jamais été isolé chez un animal ayant foursir@sultats négatifs en PCR et histologie, on
pourrait alors proposer certaines exceptions, eticpher dans un contexte épidémiologique
tres favorable de considérer I'animal indemne d@®ent a partir de résultats négatifs en
PCR et histologie.

En outre, en I'absence ou présence de lésions espesi tous les résultats obtenus sont
également négatifs a l'issue des autres abattagemabtiques prévus dans le cheptel
(absence de lésion et PCR et bactériologie négabtive lésions suspectes et histologie et
PCR et bactériologie négatives), la qualificatianatheptel est alors restituée et TAPMS est

levé.

De plus, une confirmation bactériologique est égalet nécessaire en cas de lésions
histologiques évocatrices de Th associées a uttagsggatif en PCR et en I'absence d'IDC
ou si I'IDC est négative (S4, Figure 11.3.3). Dacss deux cas (absence d’'IDC ou IDC
négative), le résultat du test IfFMetait forcément positif ou divergent pour qu'ilayt eu

abattage diagnostique. Une question se pose darmntexte épidémiologique actuel de la
Dordogne ou la VPP du test IFMst trés satisfaisante : un animal positif a Ia & test

IFNy et en histologie ne pourrait-il pas étre considgnéme infecté ? Ceci apporterait alors

un gain de temps sur les prises de décisions gameant a cette situation.

Quoi qu’il en soit, comme nous l'avons deéja évoqule, bactériologie reste [I'outil
indispensable pour les besoins de caractérisatmamlaire des souches et ainsi permettre
d’affiner les enquétes épidémiologiques.

Cette nouvelle procédure de gestion des suspi@onr@ophylaxie incluant les tests K-t
PCR permet d’établir un diagnostic fiable, rapidaificilement contestable. De plus, si on
tient compte de la revalorisation financiere deattages diagnostiques, le colt d'un tel

protocole s’avere au final moins éleve pour leseailes.

Toutefois, la conditiorsine qua norde l'efficacité d’'un tel protocole est le «filti®S »,

c'est-a-dire qu’il est impératif que la totalitéscenimaux réagissants en IDS (non-négatifs =
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positifs et douteux) dans un cheptel soit déclagéajtant plus que I'IDC est de moins en

moins pratiquée en Dordogne (Figure 11.3.3).

En effet, une sous-déclaration des IDS non-négafwésenterait un risque de requalification
a tort d'élevages réellement infectés. Par exempla, cas de double infection
mycobactérienne, pa. boviset une mycobactérie atypique, a été découvert daméme
cheptel cette année en Dordogne (isolementide@onchromogenicunet M. bovissur des
animaux d’'un méme cheptel dépistés par IDS). Siesgnt une partie des animaux non-
négatifs en IDS avait été déclarée, alors l'infattpar M. bovis aurait pu ne pas étre

diagnostiquée.

V.1.2. En abattoir

Suite a la découverte de lésions suspectes delabaitoir, la qualification du cheptel est
suspendue (avec APMS) et des prélevements de té&stssont réalisés afin de confirmer ou
d’'infirmer la suspicion de Tb par examens histadog, bactériologique (culture et

identification si nécessaire) et PCR (Figure 1))3.4

Comme dans le cas d'un abattage diagnostique,ssiéisultats de lI'analyse PCR et de
I'histologie sont positifs, cette constatation edbdrs suffisante pour considérer I'animal

infecté et placer le cheptel sous APDI.

Il n’est donc plus nécessaire dans le cas de atsulbncordants entre la PCR et I'histologie
pour un méme animal d’attendre le résultat de Idu pour confirmer ou infirmer
l'infection. Il en résulte un important gain de t@snqui s’avere crucial d’'un point de vue

opérationnel (diagnostic établi en quelques jourbeas d’au moins 2,5 mois).

Cependant, si un animal est négatif en PCR etlbgty cette constatation doit alors étre
confirmée par la bactériologie pour que I'animat seconnu indemne de Th. Comme nous
'avons évoqué pour les abattages diagnostiqueserdit envisageable dans le cas d'une
suspicion a l'abattoir dans un contexte épidémiglog tres favorable, de pouvoir conclure
'absence d’infection chez un animal ayant obters tesultats négatifs au test PCR et en

histologie.
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Figure 11.3.4. Nouveau schéma décisionnel & partir d’'une suspa#ohb en abattoir,
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Dans le cas de résultats discordants entre la RCRistologie, des IDC sont pratiquées sur

un lot d’animaux du cheptel (minimum 30).

Si les résultats des IDC sont tous négatifs, il alets nécessaire d’attendre le résultat
bactériologique pour garantir I'absence d’infectetnainsi restituer la qualification sanitaire

au cheptel concerné ou bien confirmer linfectioibdarculeuse et donc déclarer le cheptel
infecté (APDI).

Par contre, un abattage diagnostique de tous lesaar réagissants a I'IDC est réalisé afin

de tenter de confirmer rapidement I'infection 30 non-négative et histologie et/ou PCR +).

Toutefois, le pourcentage de résultats discordantie la PCR et I'histologie, obtenus dans
I'étude de la sensibilité diagnostigue deR&R2b était relativement faible et en majorité
confirmé par la bactériologie (7/67 animaux donB&ct+), avec quasiment autant de
résultats seulement positifs en PCR (3 animauxgmgtiistologie (4 animaux). De plus, les
résultats de notre étude ont montré que la VPR BER2bétait excellente vis-a-vis des tests

officiels (toutes les PCR+ confirmées péist. et/ouBact).

Or, étant donné les performances du testyIEl des animaux non-négatifs en IDS, il serait
intéressant pour optimiser la sensibilité de d@recdans le cas de résultats positifs en PCR
et négatifs en histologie, de tester la totalite @@maux en IDS a la place d’'un lot en IDC, et
ensuite de réaliser une analyse fFdur tous les animaux non-négatifs en IDS (idem au
protocole de gestion des suspicions en prophylakigjn, seuls les animaux non-négatifs au

test IFNy seraient abattus a des fins diagnostiques.

V.2. Contréles a l'introduction et enquétes épiddogiques

bY

La question des contrbles a lintroduction est aidé. Indispensable en situation de
persistance de risque, en situation indemne, etenen seulement inutile, mais contre-
productive, car elle ne produit pratiguement ques désultats faussement positifs,
responsables de conséquences hautement dommagpabiees cheptels vendeurs. C’est
pourquoi il est réglementairement admis depuis 208ispenser les élevages, sous certaines

conditions, de ce controle.

Le contrbéle doit étre maintenu dans les situatidngsque, par exemple pour les échanges
entre élevages a lintérieur d’'un département o& fl®yers suffisamment nombreux

d’infection persistent. Il est trés contestable rptes échanges a partir de départements

indemnes.
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Lorsque les échanges doivent étre maintenus, bguaie risque maximal d’erreur par exces
est associé au stress du transport. Il conviendi@iic de réaliser les contrbles chez le
vendeur, ce qui n’est pas usuel en droit fran¢aisharge de la vérification de la qualité de la
chose achetée incombant traditionnellement a lacineDans la logique de I'évolution vers
un droit conforme aux pratiques communautaireseriit logique de faire procéder a ce
contrble chez le vendeur, ce qui résoudrait leblproes de réactions non spécifiques et des
conséguences éventuelles pour le statut du chdyptedndeur.

Lors de contrbles a lintroduction a lintérieur ut département infecté (comme la
Dordogne), il est nécessaire de maximiser la s#éitsildu dépistage et de disposer d’'une
meilleure spécificité. Suite a un commun accordeshacheteur et le vendeur, le test IFN
modifié pourrait donc désormais étre employé emlfgde avec I'IDS lors de ces contrdles
(test a la charge de l'acheteur). Si les résuttassdeux tests sont négatifs, I'animal peut alors
étre introduit dans le cheptel de destination. &mi$, si un lot d’animaux d’'un méme
cheptel doit étre introduit, il est impératif queus les animaux obtiennent des résultats
négatifs pour autoriser leur introduction. En effat résultat non-négatif a I'IDS ou au test
IFNy suffirait pour annuler l'introduction du bovin (gil y a lieu des autres bovins méme si

négatifs).

Lors d’enquétes épidémiologiques, des contrblesrtutiniques sont réalisés sur les animaux
issus de cheptels susceptibles (ou sur tout letehephe test IFN modifié peut donc
désormais étre employé en paralléle avec I'IDS (poeximiser le dépistage) ou en série
avec I'IDS (sur les animaux non-négatifs en IDS).

V.3. Assainissement par abattage partiel

Dans le cadre d’'un assainissement par abattagelpdrs’avere également fondamental de
maximiser la sensibilité du dépistage.

Le recours au test IRNmodifié, plus sensible que I'IDS, est donc indisgable selon le
protocole actuellement préconisé par les textepl@nen parallele a I'IDS), de maniere a
optimiser la sensibilité de détection des animanigctés avec une limite de 5 % maximum
d’animaux positifs (PCR positive ou culture postiou [IDS non-négative et test IfFN
positif]) au-dela duquel la diffusion de I'infecticest considérée comme telle qu'un abattage
total doit étre décidé.
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Cela permet de réduire au niveau minimum le risggidaux négatif, c'est-a-dire de ne pas
détecter un animal infecté. Ainsi, dans ce conteiéfavorable, les animaux avec un résultat
divergent sont considérés comme positifs et dont aloattus a des fins diagnostiques (mode
d’interprétation PPDR).

La méthode PCR est également nécessaire danstoegdeocar aussi sensible que la culture
et de spécificité largement satisfaisante chebdséns, elle permet de confirmer I'infection
rapidement. Elle permet notamment de détecter eamat des animaux infectés depuis
longtemps qui présenteraient une réponse anergigsea-vis de l'un des tests

immunologiques.

VI. Bilan et Travaux en perspectives

L’évaluation des tests IFNet PCR a donc été réalisée en fonction de la dibpité des
preléevements. En effet, le type d’échantillonsexits pour I'étude dépendait d’'une décision
respectant la réglementation. Nos échantillonnagéient donc pas totalement maitrisés
mais étaient représentatifs de la situation suteheain. Or, I'épidémiologie permet de
valoriser des situations d’observation (par modél®, veille sanitaire, sur le terrain) et y
compris des situations ou I'observateur ne maipase suffisamment la composition de ses
échantillons ; tel est le cas de I'approche stefin.

De plus, l'erreur de classement des élevages inderast faible car il est limité au taux
d’'incidence qui est faible. Ce risque n’est dons pga nature a remettre en question nos

conclusions.

Nous avons utilisé une démarche scientifique paemete réduire I'incertitude de décision,
tout en en appréciant les limites. En effet, comaet le test IFN, pour que le risque d’erreur
dans les prises de décision soit le plus faibleipts la portée de nos résultats est limitée au

milieu étudié. Afin de réduire ces limites, difféte travaux doivent donc étre entrepris.

L'évaluation des tests doit étre poursuivie en bgre. Il est indispensable d’assurer un
suivi des élevages indemnes inclus dans nos étedsgécificité du test IFNmodifié afin de
vérifier 'absence de changement de statut.

De plus, dans les études rétrospectives de sptEifipérationnelle et de sensibilité relative,
la totalité des animaux n’a pas pu étre testée demenjour par rapport a I'lDS. Dans ces

conditions, nous n'avons pas pris en compte cesahiités dans [I'évaluation des
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performances du test INbien que la littérature montre l'influence dei3 sur les résultats
du test. L'effet potentialisateur ou inhibiteur A®S devrait étre évalué. Cependant, cette
étude est-elle réalisable en conditions d’infectiaturelle ? En effet, les facteurs d’ordre
logistiques (prélevements multiples) et privé (aon bvouloir de I'éleveur si absence
d’obligation, nécessité de volontaires) sont destaides a la mise en place et au bon
déroulement de [I'étude. Par exemple, il n'est pasijours possible de retester
expérimentalement (sans obligation reglementaireanimal reconnu négatif en raison du

risque qu’il soit retrouvé positif et des conséquesnliées a cette découverte, pour le cheptel.

Il serait également utile de rechercher dans quaitgortion les cheptels étudiés sont-ils
atteints de paratuberculose ? En effet, la paratulmse est actuellement une des raisons
explicatives les plus importantes de résultats Sawrent positifs de tests indirects de
recherche de la Th, comme le test yHiWalravens Ket al, 2002 ; Aranaz Aet al, 2006 ;
Alvarez J.et al, 2009 ; Aagaard Gt al, 2010).

Pour compléter I'évaluation de la sensibilité dwsttd®CR par comparaison avec la
bactériologie, il serait envisageable de compagsr Maleurs de Ct en fonction du délai
d’apparition et du nombre de colonies. Cette épatenettrait d’estimer le gain de temps lié a
I'utilisation du test PCR par rapport a la bactiégie, mais aussi de déterminer, en fonction
du type de préléevements par exemple, combien sétects faiblement positifs par PCR

mais non confirmés par la bactériologie.

En outre, les échantillonnages de nos études debdeé des deux tests sont composés
d’animaux pour lesquels des lésions macroscopigquesatrices de Th ont été observées a
I'abattoir. Il existe donc un biais de sélectiom da nombreux animaux infectés peuvent ne
pas présenter de Iésion visible (Corner L.A., 19%¥erait donc utile d’étudier ce type

d’animaux puisque des données sont désormais didesen raison de I'usage systématique
du test PCR et de la bactériologie sur des gamngans Iésion depuis un peu moins d’un an
(campagne 2009-2010). Cependant, il est importaisodligner que sur un plan pragmatique,
nos conclusions restent valables puisque la plupest foyers, hormis la Dordogne et la

région Bourgogne, continue a étre découverts attals. Ceci pourrait néanmoins changer

étant donné les bons résultats obtenus en Dordzigbéte d’Or.

Concernant I'évaluation du test IFNmodifie, la validité des résultats est limitée au
département de la Dordogne. Afin de vérifier si ogmiations de composition des
échantillons ne sont pas de nature a contestarsalfats, il est donc nécessaire de prolonger
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ces travaux dans dautres deépartements qui aurest situations eépidémiologiques

différentes.

Par ailleurs, dans les départements de Francetédfear la tuberculose bovine, comme la
Cote d'Or, des foyers apparaissent dans la fauoeaga. Or, les enquétes réalisées en
Dordogne sur pres de 400 prélevements en 2005-2086r plus de 70 prélévements en
2006-2007 n’avaient mis en évidence aucun foyemnN®ins, en janvier 2010, un cerf

porteur de lésion a été reconnu infecté de Th. Bme) en mai 2010, deux blaireaux ont été
détectés positifs par PCR et histologie. Au regerda situation épidémiologique des bovins
en Dordogne en mai 2010, une enquéte sur la faanmeage (sangliers, cerfs et blaireaux)
s’imposait. Elle est programmé pour la saison dessé prochaine (2010-2011), notamment
par usage systématique du test PCR couplé ou lzobattériologie.

Enfin, pour que le test IFNsoit utilisé de facon reglementée dans toutesdgmns de
France, il est nécessaire que les Ag spécififieaT6 et CFP10 soient inclus au test {FN
Bovigant en raison d’'une faible prévalence nationale de fTéfune importante proportion
de réactions atypiques envisageable dans certadggsns. De plus, il est crucial que les
laboratoires réalisant les tests lFRodifié soient tous expérimentés et agréés eilsqu’
soient en particuliers localisés dans les réginfeciées. En effet, la proximité du laboratoire
est en faveur de bonnes conditions d’acheminemestpdélevements au laboratoire, une
étape critique a respecter pour que I'analyseréalisable.

Il en est de méme pour le test PCR qui est unentggé délicate nécessitant une formation et
de I'expérience. Un réseau de laboratoires agréas ge test comme pour la bactériologie
permettrait de disposer de résultats comparabkss @ve méthode validée.
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La Dordogne était un site expérimental intéressanmpte tenu de la situation

épidémiologique tres inquiétante de la tuberculmsgne en 2006 dans ce département.

La stratégie adoptée reposant sur le renforceneninésures de dépistage par prophylaxie et
I'utilisation & titre expérimental de deux outile diagnostic, un test IFNBovigan? modifié

et une méthode PCR6%10en temps réel, en complément des méthodes coamanties, a
permis d’obtenir des résultats encourageants etdéfenir des conditions et criteres
d’application et d’intégration de ces nouveauxsektns le plan de lutte contre la maladie.

Ces résultats satisfaisants ont conduit en 20@9radonnaissance réglementaire (AM du 19
aolt 2009, lettre a diffusion limitée du 06 mai @Ddu test PCR IBL10 comme outil de
confirmation de I'infection et du test IFNnodifié (basé sur les PPD et les R) comme outil de
diagnostic en prophylaxie et de dépistage en pgdealb I'IDS lors de contréle a
lintroduction, d’enquétes épidémiologiques ou dansas de dérogation a I'assainissement
par abattage total. Il en résulte une plus graagédité et une simplification des prises de

décision.

En effet, les études de l'intérét diagnostiqueséat suite a une approche analytique) de la
méthode PCR I&L100ont montré gu’elle est au moins aussi sensiblelgumctériologie et
gue sa spécificité opérationnelle est trés sasiafae (pour une utilisation chez les bovins).
De méme, sa VPP est excellente vis-a-vis des aigisés de confirmation directe, toutes les
PCR positives ayant été confirmées par I'histolagieu la bactériologie. Par contre, sa VPN
n'est pas suffisante pour qu’un résultat négatiP&R soit utilisable seul et ceci, quel que

soit le contexte épidémiologique.

Par conséquent, cette méthode PCR est un outderagiifiable de diagnostic de la Th qui,
utilisé en complément des tests officiels, améliaensidérablement le diagnostic
reglementaire. Ainsi, en cas de positivitt en P@Rptte a une IDS positive et/ou une
histologie positive, il n'est pas nécessaire diadte le résultat bactériologique pour déclarer
l'infection. Les délais de confirmation sont aldasgement raccourcis, ce qui constitue un

avantage opérationnel crucial.

Néanmoins, la bactériologie reste essentielle fEmienquétes épidémiologiques et en cas de
litige.
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Les résultats de nos études des performances tdifrigsmodifié ont montré qu’il n’est pas
parfait. Néanmoins, sa complémentarité vis-a-vi§IiS en fait un atout certain qui permet
son utilisation en complément des méthodes coraremtiles. En effet, I'utilisation du test
IFNy modifié comme outil de confirmation des IDS nomatives a permis d’obtenir les
effets escomptés, c'est-a-dire de réduire les tedsufaussement « non-négatifs » et de
raccourcir les délais de suspension de qualifinataxtuellement en moins d’'une semaine),
afin d’éviter une baisse de motivation des difféseacteurs du terrain (engagés pour une
meilleure détection des élevages infectés deputaitapagne prophylactique 2005-2006) et
un relachement consécutif dans I'application dpassif renforcé de lutte.

En outre, grace a la revalorisation financiére alemttages diagnostiques, le recours a I'IDC
comme test de confirmation des résultats non-riégati test IFN est désormais rare en

Dordogne ce qui permet de réduire encore les dééagaispension.

Néanmoins, la condition fondamentale de l'efficAde cette nouvelle gestion des suspicions
en prophylaxie repose sur la nécessité de dédktetalité des animaux réagissants a I'lDS

(positifs et douteux) dans un cheptel.

De plus, nos études ont permis de montrer qu'ilirdispensable d’employer un mode de

calcul normalisé intégrant les variations d’absaodealiées aux conditions de I'analyse, selon
les recommandations de la norme NF-U 47 019, afenlgs résultats des analyses soient plus
reproductibles et puissent étre plus comparablasten et inter-laboratoires.

Il est également nécessaire d'utiliser des seditistbnnels et des méthodes d’interprétation
du résultat final du test (PRIR ou PPIR) différents selon les zones ou les situations

épidémiologiques rencontrées.

En Dordogne, dans le cas d’'une application dudass la population générale, c’est a dire en
paralléle a I'IDS lors de contréle a I'introductioni d’enquéte épidémiologique et en milieu

sans réaction atypique, les valeurs préférentieléss seuils de positivité sont de 0,02 et de
0,01 pour les formules normalisées des PPD et despectivement. Par contre, dans le cas
d’'une application du test dans une population demix présentant des IDS non-négatives,
lors de prophylaxie ou de contréle a lintroductieh ou des réactions atypiques sont

possibles, les valeurs préférentielles des seeilpasitivité sont de 0,05 et de 0,03 pour les

formules normalisées des PPD et des R respectitemen

Ensuite, la méthode d’interprétation du résultaalfia partir des résultats individuels obtenus

dépend du contexte rencontré (favorable ou nonjtefois, les animaux « divergents » qui
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sont positifs au test IFNpour les R seulement, peuvent étre traités comrpeskifs »

(abattage diagnostique) quel que soit le contexte.

Parmi toutes ces recommandations, les modificatimmsortées a ce jour en Dordogne
concernent 'usage du mode de calcul normalisé ehéthode d’interprétation du résultat
final. En vue d’'une utilisation appropriée du tB#atly modifié, il serait souhaitable de tenir
compte également des valeurs-seuils définies $eloontexte d’application au lieu d’utiliser
une seule et méme valeur-seuil (0,04) pour les dtesnnormalisées des PPD et des R,

guelles que soient les conditions d’applicatioresi.

Par ailleurs, il n'est pas envisageable pour legeaurégions utilisatrices d’employer
directement ces criteres qui sont caractéristiqliesiépartement étudié, a I'exception de
régions avec un statut infectieux et des conditidizpplication du test identiques a la
Dordogne (c'est-a-dire avec une faible prévalerc@ln des réactions non-spécifiques rares
et une application du test pour un dépistage dapspulation générale (en parallele a I'IDS)
ou pour une confirmation de résultats non-négatifdDS). Les autres régions doivent donc
réaliser une étude préalable permettant d’adapseséuils a leurs propres conditions en vue

d’une utilisation appropriée du test.

Enfin, au plan scientifique, I'évaluation des teBidly modifié et PCR est perfectible. En
effet, les protocoles sont absolument conformes e uwlémarche scientifique
(échantillonnages non maitrisés) permettant deinedlincertitude tout en en appréciant les
limites. Comme nous les avons décrits a la fin Hapdre 3 « Discussion », des travaux
ultérieurs sont donc nécessaires. De plus, il sEvdement souhaitable que les laboratoires

réalisant les tests IRNmodifié et/ou PCR soient agréés pour ces analyses.

En outre, si la mise au point de ces tests coestiiie avancée certaine dans la lutte contre la
tuberculose bovine, elle ne résout pas totalementifficultés rencontrées sur le terrain. I
est primordial que le dépistage hors laboratoiratigues de tuberculination, pratique des
expertises aux abattoirs, ...) soit réalisé avecetigulans le respect de la réglementation et,
gue les compétences des vétérinaires en la matéret maintenues.

De plus, il ne faut pas oublier en effet qu’il Stag’'un renforcement du volet du dépistage
(dont I'effet est de réduire la prévalence), alguge I'éradication dépend aussi de la maitrise
du risque de propagation de linfection entre lésvages (seule méthode permettant de

réduire efficacement l'incidence).
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ANNEXE | : Les principaux agents chimiques utiliségpour la
décontamination des échantillons avant leur mise ezulture

Les principaux agents chimiquesutilisés pour la décontamination des échantillaaant
leur mise en culture (Langerova M. et Tacquet AG8L; Boschiroli M.L., 2008a ; Site Web
[9a]) sont les suivants :

- Lasoude a 4 %(selon la méthode de Pétroff de 19{tdrhnique la plus toxique pour
le bacille tuberculeux)pour les tissus (OIE, 2008) et le lait (Thorel M.R982), les
expectorations (Smithwick R.W., Stratigos C.B. evld H.L., 1975; David H., Levy-
Frebault V. et Thorel M.F., 1989) ;

- L’acide sulfurique a 4 %(selon Grumbach en 1965) pour les tissus (Thorél. Mt
Boisvert H., 1976 ; David H., Levy-Frebault V. didrel M.F., 1989) ;

- L’acide oxalique a 5 %(selon la méthode de Corper et Uyei de 1931) peaitissus
(OIE, 2008), les féces (Thorel M.F., 1982), leslg@réments environnementaux et les
expectorations (David H., Levy-Frebault V. et THdveF., 1989) ;

- Le phosphate trisodique a 10 %(selon la méthode de Corper et Stoner de 19484) pou
les expectorations ;

- Le lauryl-sulfate de sodium alcalin a 20 %(selon la méthode de Tacquet et Tison de
1961) pour les eaux et les expectorations (Davjd_elvy-Frebault V. et Thorel M.F., 1989),
(souvent utilisé en médecine humaine) ;

- Le N-acétylcystéine associé a la soude a 2 lALC-NaOH), (selon méthode de
Kubica de 1964),(technique la moins néfaste pour le bacille tubkxex) pour les
expectorations (souvent utilisé en médecine humaine

- Le chlorure cétylpyridinium ou CCP a 0,75 % pour les tissus (Corner L.A. et
Trajstman A.C., 1988 ; Corner L.A., 1994), fecesélgyements environnementaux, les
expectorations (Smithwick R.W., Stratigos C.B. ew[d H.L., 1975).
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ANNEXE Il : Les milieux pour la culture des bacilles tuberculeux

Le milieu solide le plus employé actuellement plauculture des bacilles tuberculeux est le
milieu & I'ceuf de Léwenstein-JenSe(Vincent Levy-Frébault V. et Portaels F., 1992) gu
été mis au point par Léwenstein en 1931 et mogiéie Jensen en 1932. Ce milieu contient
des sels minéraux, de l'asparagine, du glycérd, 78 % seulement car une concentration
supérieure inhibe la croissance dé. bovig, du vert Malachite (Tetramethyl-di-p-
aminotriphenylcarbinol) et de I'ceuf qui corrige kEfets nocifs des techniques (Site Web
[9D]).

Le glycérol et les ceufs fournissent des acides grasotéines exigés pour le métabolisme
des mycobactéries. L'asparagine et les féculesodenes de terre apportent également du
carbone mais elles sont surtout les sources d'agbtele vitamines. Le phosphate
monopotassique et le sulfate de magnésium favariaesroissance d'organismes et agissent
comme des tampons. Le citrate de magnésium etiévadachite (antiseptique et indicateur
de pH) sont des agents sélectifs empéchant lasartie de la plupart des contaminants et
permettant une croissance plus rapide des mycaohescté

Ses avantages sont multiples : grande sensitaligect caractéristique des colonies, prix de
revient relativement faible.

A la différence du milieu de Léwenstein-Jerf§ele milieu de Coletsds mis au point par
Coletsos en 1961, contient du pyruvate de sodiura,aoncentration plus faible en glycérol
(recommandée pour lisolement #& bovig et un mélange d’oligoéléments. Ce milieu
permet donc une croissance plus abondante et ghider des mycobactéries déficientes ou
microaérophiles NI. bovis M. africanum M. xenop) (Boschiroli M.L., 2008a, Site Web
[9D]).

Par ailleurs, la solidification de ce milieu, como®ui de Lowenstein-Jenserest due a la
coagulation, lors de leur stérilisation, de I'aldoeprésente dans les ceufs.

Il existe également d’autres milieux de cultureided plus spécifiques, utilisés aprés une
primo-culture sur milieu de Léwenstein-Jereau Coletso$, comme le milieu de
Léwenstein-Jenséncomplémenté en ThioCarbonylHydrazine (LJ+TCH) paemple. Ce
milieu permet de différencieM. bovis des autres espéces de mycobactéries puisque la
présence de TCH entraine l'inhibition de la crosadeM. bovis

De plus, des milieux de culture liquides, commenidieu de MiddlebrooR, permettent
d'obtenir des subcultures de Mycobactéries a pddif'isolement de colonies aprés une
primo-culture. Le milieu liquide 7H9 créé par DubeisMiddlebrook en 1947 contient de
'albumine et de I'acide oléique ce qui favorisect@issance des bacilles tuberculeux et les
protége de nombreux agents toxiques.
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ANNEXE Il : Méthode de recherche des bacilles tubeculeux par culture
sur milieu solide (selon la norme NF U 47-104, version en vigueur @903)

» Préparation de I'échantillon pour I'analyse : décoamination et broyage
Quelgues grammes (entre 2 et 5 g) de chaque élbbrasiont prélevés apres avoir éliminé le
caséum. lls sont coupés en petits morceaux a |diae scalpel et déposés dans un sachet
adapté au broyeur péristaltique. Puis, une soluli@cide sulfurique (b5O;) a 4 % est
ajoutée en quantité suffisante pour recouvrir lélguement. Deux a trois gouttes d'un
indicateur pH coloré, le Bleu de Bromothymol (BBY)sont également déposés. Ensuite, le
mélange est broyé 3 minutes a l'aide d’'un broyeémispaltique programmé a la vitesse
maximale. Afin que le temps de contact total avacide soit de 10 minutes, nous laissons
agir 7 minutes supplémentaires. Enfin, pour nesgala suspension, de la soude (NaOH) a
6 % est ajoutée en homogénéisant, jusqu’au viragauhe au vert stable. Puis, nous laissons
déposer les grosses particules. L'étape de nesdtiaihn est répétée si nécessaire, jusqu’a
I'obtention d’un vert stable.

> Isolement
L’ensemencement du surnageant obtenu est réalisesumilieux de culture solides et leurs
incubations s’effectuent a trois températures wbffées. Ainsi, trois milieux de Lowenstein-
Jensefi (LJ) sont incubés & 37°C + 2°C & raison d’'une p#égse goutte et trois gouttes de
surnageant. Puis, un milieu de Colefsest incubé & 37°C + 2°C & raison de 3 gouttes de
surnageant. Enfin, un milieu LJ est incubé a 30 & et un autre a 42°C = 2°C a raison de
3 gouttes de surnageant chacun. L'incubation desstde culture est effectuée en position
inclinée, sans visser les bouchons a fond.

> Lecture et Interprétation
Lors de la premiere lecture, a 8 jours les tubestarniné® sont éliminés et, les tubes
conservés sont revissés et remis a incuber enigrosibrizontale. Ensuite, les pentes sont
examinées, pour une croissance macroscopiqueeriaties réguliers de 15 jours jusqu’a la
fin de l'incubation, a 3 mois. ) )
Les colonies apparaissent en général entré'faetlla 2™ semaine d'incubation pour les
mycobactéries a croissance rapide et entré"ae3 la 4™ semaine pour les mycobactéries a
croissance lente.
Le profil de croissance caractéristique et I'aspeatroscopique des colonies peuvent fournir
un diagnostic de présomption d& bovis (sur LJ, colonies colorées « cire de bougie »,
dysgoniques et lisses, visibles a 28 jours ou ptusM. tuberculosis(sur LJ, colonies de
couleur beige, eugoniques et rugueuses, visiblee @A et 28 jours), (Bourgoin A. et Agius
G., 1995). Cependant, ce résultat partiel posiit étre obligatoirement confirmé par des
épreuves d’identification de I'agent pathogene.
A linverse, en I'absence de colonie ou en préselgceolonies non suspectes sur ce milieu de
primo-culture,— colonies a croissance rapide (en moins de 7 jogm)tamination ou
mycobactéries atypiques) ou dont I'aspect macrasg@ne permet pas de supposer une
mycobactérie tuberculeusele résultat bactériologique de I'échantillon anélgst considéré
comme négatif.

*Remarque concernant la proportion de tubes contaminés admigre lecture S'il ne reste qu'un seul tube
non contaminé a 37°C, a la lecture a 8 jours, llguat de broyat est réanalysé en suivant le pod¢oalternatif
de décontamination suivant.

Le reliquat du broyat est repris et le surnageah€bminé. Puis, un volume de NaOH & 4 %, égatelai du
culot, est ajouté en présence de deux a troisgpodit BBT. Aprés homogénéisation, le mélange esbi a
37°C £ 2°C pendant 1 heure. Ensuite, pour neugéralla suspension, du,80, a 10 % est ajouté en
homogénéisant, jusqu’au virage du bleu au vertlest&infin, aprés avoir laissé déposer les grosadscples,
'ensemencement du surnageant peut étre réalisé.
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ANNEXE 1V : Méthodes d’identification de I'agent pathogene a partir de
colonies sur milieu de primo-culture(selon Afssa-Lerpaz)

L’identification de I'agent pathogene a partir ddanies isolées s’effectue par un ensemble
de tests : la coloration de ZN pour I'aspect micopsque des BAAR a partir de la primo-
culture et, des épreuves biochimiques et/ou ddgssezade PCRRolymerase Chain Reaction
ou réaction de polymérisation en chaine) a paetisubcultures (Boschiroli M.L., 2008a).

La coloration de ZN est donc effectuée a partir ldeprimo-culture afin de vérifier
'appartenance au genhycobacteriunde I'agent pathogéne recherché (présence de BAAR
sur le frottis).De plus, I'aspect microscopique des BAAR apresradion permet d’orienter
l'identification de la mycobactérie (bacilles fies cordes M. tuberculosis bacilles courts
sans corde M. bovig (Bourgoin A. et Agius G., 1995).

Puis, pour réaliser les analyses biochimiquesgudifftes subcultures de I'agent pathogene
recherché sont nécessaires.

Cependant, afin de disposer d’'une quantité sufiisdlagent pathogéne pour la réalisation de
ces subcultures et des analyses de PCR, la soeohétpe, dans un premier temps, repiquée
en milieu liquide (Bourgoin A. et Agius G., 199%)ar exemple, elle peut étre remise en
culture sur du milieu de Middlebrook 7H9 avec onssenycobactine (selon I'enrichissement

en mycobactéries de la primo-culture) pendant U8sjo

Ensuite, selon le protocole suivi par le Lerpad’ Atssa-Alfort, différentes subcultures sont
réalisées a partir de la suspension bactérienrenobt(souche enrichie sur le milieu 7H9)
afin d’étudier les caracteres culturaux et enzygues.

D’une part, plusieurs tubes et une gélose, ensefsencaison d’une dese de cette suspension
bactérienne pure, sont incubés & des températiffésedtes : 1 Lowenstein-JenSe(lLJ) a
30°C, 1 LJ a 37°C, 3 Col a 37°C et 1 une gélosau@bia a 37°C. La gélose Columbia
permet de vérifier 'absence de contamination gttlibes LJ et ColetsdgCol) sont réalisés
notamment pour les tests enzymatiques (en padicilgis tubes Col ou la croissance de
M. bovisest meilleure).

D’autre part, plusieurs tubes, ensemencés a ralso gouttes de suspension bactérienne
diluée au 1/10, sont incubés a des températurigseafifes : 1 LJ a 30°C, 1 LJ a 42°C,1LJ a
37°C et 1 LJ+TCH (LJ complémenté en TCH) a 37°Cs Qabes sont réalisés pour
déterminer les températures de croissance (craiesae M. bovis a 30°C et 37°C
(température optimale)) et la pigmentation (abselecpigment poukl. bovis.

Outre Il'aspect macroscopique caractéristique detonims (taille, forme, couleur,
pigmentation) et leur vitesse de croissance sutuless LJ et Col, le résultat de la culture sur
milieu LJ+TCH permet d'orienter la recherche et digerminer les tests biochimiques a
effectuer

En effet, 'absence de colonie tend a confirideibovis Dans ce cas, trois tests enzymatiques
sont réalisés en vue d’'une confirmation. L'agerthpgene est identifi€ comndé. bovispour

les résultats suivants obtenus : résultat posiB02C et négatif a 68°C pour la recherche de
catalase, résultat négatif pour la recherche dateitéductase et résultat souvent positif mais
guelques fois négatif pour la recherche d’'uréasmsDe cas de résultats différents obtenus
(infirmation), des tests enzymatiques supplémesgasont réalisés : recherche de béta-
glucosidase et d’arylsulfatase et, test d’hydrosé'ween 80.
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Cependant, ces tests enzymatiques sont peu a pglacgs par un ensemble de tests plus
rapides, c’est a dire des analyses PCR spécifidegagents pathogenes recherchés.

Nous présenterons ici quelques cibles génétiquaarfment celles employées par I'Afssa-
Lerpaz) pour lidentification par PCR de I'agentipagene, apres isolement de colonies sur
milieux LJ ou Col (test de confirmation utilisé gaonzales Llamazares O.Radt, 1999a).

> Identification du genr&lycobacterium

Pour vérifier 'appartenance au gemdgcobacteriumla cible génétique largement employée
en PCR, et en particuliers a I'Afssa-Lerpaz, esgémerrs (ADNr 16S) codant pour
’ARNr 16S qui est identique chez toutes les espéeces mycolmuiés (Han X.Y. eal,
2002 ; Huard R.C. &tl., 2003a et 2006 ; Cattoir V., 2004).

En a parte une séquence codante pour 'ARNr 16S spécifiquddbovisa également été utilisée
comme cible pour la méthode PCR permettant la tiétemoléculaire déVl. bovisdans la terre par
Young J.S., Gormley E. et Wellington E.M.H., en 200

De maniéere analogue, les gempeB et gyrB (codant respectivement pour une sous-upité
de I'ARN polymérase et pour une sous-unité GyrBAIBN gyrase) qui sont des marqueurs
spécifiques de toutes les mycobactéries, peuveatuchétre utilisés comme cible pour la
détection des mycobactéries par PCR (Huard R.&l.,&2003a ; Cattoir V., 2004).

De méme, le fragment intergénique, séparant leseggasodant pour I'ARNr 16S et
ARNr 23S, qui est appelé séquence intergénique2B&Sou encore sequentES ADNr
16S-23S est une autre cible PCR couramment utilisée (Abedollet C. et De Micco P.,
1995 ; Roth A. eal., 1998 ; Cattoir V., 2004).

En a parte, en 2008, Parra A. et ses colleguegtitin€ une région de I'I'TS ADNr 16S-23S spécifique
du MTBC, comme cible pour développer un test PCRlidgnostic de la Tb, a appliquer pour une
surveillance d’abattoir.

Enfin, le genenspb5 codant pour une protéine de choc thermique deDgh &st présent dans
toutes les mycobactéries (Telenti A.akt 1993 ; Sechi L.A. etl., 1999). En 1993, Telenti
A. et ses associés ont développé une méthode rafidintification des mycobactéries,
basée sur ce geheos.

> Identification de I'espéce mycobactérienne

A [|'Afssa-Lerpaz, des protocoles différents sont smen place selon I'espéce
mycobactérienne.

Dans le cas des bovins, des cibles génétiques dBQViEElles que IS611Q I'1S108],
Rv0577 et/oumpb-70 (Huard R.C. etl., 2003a et 2006) sont testées en priorité, sauf si
M. aviumest suspecté. Les cibles pour détebteravium sppsont I'IS1245et I'IS1311et
pour détecteM. avium paratuberculosiBlS 900 (Sechi L.A. efal., 1999 ; Legrand E., Sola
C. et Rastogi N., 2000 ; Hugues M.Sakt 2005)

Deés que I'agent pathogene est identifié comme gpea appartenant au MTBC, d’autres
cibles telles que IS15610u MiD3, Rv1510 olRD4 (pour région de différence 4), Rv1970
ou RD7, Rv3877/8 ouRD1, Rv3120 ouRD12, Rv1257c ouRD13, sont utilisées pour
déterminer le nom de I'espéce (Brosch Ralet2002 ; Huard R.C. etl., 2003a et 2006). Les
différentes cibles génétiques a utiliser pour idiemtle nom de I'espece mycobactérienne,
sont décrites dans le tableau A (d’apres Huard 8t.&l., 2003a et 2006).
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Tableau A. Récapitulatif des différents résultats (positifr@zgatif) obtenus pour le typage des

espéces du MTBC (Huard R.C.adt, 2003a et 2006).

Locus des cibles génétiques du test PCR Cibles a utiliser
Especes du nécessairement pour
MTBC IS1561 | RD4 RD7 | RD1 | RD12 | RD13 I'identification de
I'espece
M. bovis + - - + — - RD4 et RD1
M. bovisBCG + - - - - - RD1
RD4 et RD13 ou
M. caprae + + - + - - RD7, RD1 et RD12 ou
RD4, RD7 et RD12
M. tuberculosis + + + + + + RD7 et RD12
M. microti et - + - + + + 1S1561
M. pinnipedii
M. canetti + + + + - + RD7 et RD12
M. africanum + + + + + + RD7 et RD12

Par ailleurs, I'analyse du polymorphisme nuclégtigi des séquencggrB des membres du

MTBC permet également de différencier et ainsi ehiifier différentes especes du MTBC.

Cinq régions du gengyrB sont discriminantes. En 2000, Kasai Haktet, Niemann S. edl.

ont décrits les séquences ADN de ces régions pesirespeces du MTBC suivantes :

M. microti, M. bovis M. caprae M. tuberculosiset M. africanum sous types | et Il
(tableau B).

Tableau B. Présentation des especes du MTBC (baufanettiet M. pinnipedi) différenciées par
I'analyse des différentes régionsglgB (Kasai H. etil., 2000 ;Niemann Setal., 2000).

Pour la recherche dd. nonchromogenicundans du mucus nasal de bovins provenant de
cheptels infectés de Th, McCorry T.P.aktont employé dans leur étude de 2004, une PCR

Régions degyrB
(position du nucléotide)

Espece(s) différenciée(s) des autres espéces du NCTB

1 (675) M. microti

2 (756) M. bovisetM. caprae

3 (1410) M. bovis

4 (1450) M. tuberculosiset M. africanum(sous type Il)
5 (1410) M. caprae

» Exemple d’identification de mycobactéries atypiques

ciblée ARNr 16S suivie d'une analyse de séquence.
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ANNEXE V : Les techniques moléculaires pour le typge des isolats de
M. bovis: Principe du spoligotypage et de la technique VNTR

» Le spoligotypage

Le spoligotypage sp pour "spacers" et oligo pour oligonucléotidel est une méthode qui
détecte la présence ou l'absence de séquencesuparéis situées dans des régions DR
(Direct Repeat ou séquences répétées directesifigpés au MTBC. Il existe plusieurs
régions DR par génome.

Chacune d’entre elles correspond a I'alternanceligrg de séquences identiques appelées
DR et de séquences différentes les unes des aapmsées "espaceurs” (spacers). Un
"espaceur" donné peut étre présent chez un isbéteeabsent chez un autre (Haddad N. et
al., 2004ab).

Le spoligotypage exploite donc le polymorphismd'dBN des "espaceurs” situés entre les
séquences DR. Il permet d’identifier au total 48paceurs” situés entre les séquences DR
pour un isolat (Haddad N. ak, 2004ab ; Site web[2€]).

De plus, pour une espéce donnée, I'absence dénsetégpaceurs” peut étre constante. Ainsi,
les souches del. bovisse caractérisent par I'absence des "espaceldsi18,et 39-43 (ce qui
correspond aussi au spoligotype BCG-likd).bovisa donc un polymorphisme potentiel de
2> spoligotypes différents (Haddad N.adt 2004ab ; Site web|[2e]).

> Letypage des VNTRs
La technique VNTR est dirigée contre les séquenépétitives dispersées dans le génome
des mycobactéries. Elle consiste donc a amplifiar PCR des locus génomiques

(minisatellites) qui contiennent des séquencestéépéen tandem en nombre variable selon
les souches (Walravens K.adt, 2006).
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ANNEXE VI : Présentation de la technique ELISA indirecte

La technique ELISA indirecte permet la détectionrdAc recherché (AcR), présent dans
I'échantillon & analyser par le biais d’'un Ag etia’Ac spécifiques. Elle comporte donc un
support solide (souvent une plaque de microtitndti;ecouvert avec un Ag spécifique,
reconnu par I’AcR (Burmester G.R., Pezzutto A. ettk\J., 2000).

L’échantillon de sang est donc déposé dans un guite plague de microtitration et, si les
AcCR sont présents, ils vont se fixer spécifiquenamnt Ag tapissant la plaque.

Puis, des Ac secondaires (Ac anti-AcR marquésyt-a@lire des Ac couplés a une enzyme et
capable de se fixer aux AcR liés aux Ag, sont adgosités dans le puits. Les Ac conjugués
non fixés sont éliminés par rincage.

Enfin, un substrat chromogéne non coloré est ajngté. Il est transformé par I'enzyme en
un produit coloré et par conséquent, détectablesften, la mesure du signal est alors réalisée
par colorimétrie et exprimée en densité optique D@ quantité d’AcR est proportionnelle a
la valeur de DO obtenue ce qui permet le dosageRI'A

A linverse, la technique ELISA en « sandwich »rpet la détection d'un Ag particulier
contenu dans I'échantillon de sang, par le biaisdelex Ac spécifiques (Burmester G.R.,
Pezzutto A. et Wirth J., 2000). Toutefois, cettehteque est utilisée pour 'immunodiagnostic
de la Th.
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ANNEXE VII : Mode Opératoire du test IFN y Bovigam®

» Etape 1 : Stimulation lymphocytairein vitro

Chaque échantillon sanguin hépariné de bovin (goivolume de 1 500ul) est stimulé avec
i/ 100 pl de tampon PBS (Phosphate Buffer Salisejyant de témoin négatif (N) de la
stimulation cellulaire(puits A1 par exemplg)i/ 100 pl de tuberculines bovines (de Csl),
PPDB (puits A2)et iii/ 100 pl de tuberculines aviaires (de CBIRDA (puits A3)(Cf. un
exemple de plan de plaque, figure A). Ainsi, I'arsal d’'un échantillon requiert 3 puits d’'une
plaque de culture.

Huit échantillons maximum peuvent donc étre répastir une plaque de 24 puits, selon le
plan de distribution représenté par la figure A.

1 2 3 4 5 6
A PBXEchl | PPDBEchl | PPDA&Echl | PB&Ech5 | PPDB&Ech5 | PPDA&Ech5
B PBSEch2 | PPDB&Ech2 | PPDA&Ech2 | PBSEch6 | PPDB&Ech6 | PPDA& Ech6
C PBSXEch3 | PPDB&Ech3 | PPDA&Ech3 | PB&Ech7 | PPDB&Ech7 | PPDA&Ech7
D PBSXEch4 | PPDB&Ech4 | PPDA&Ech4 | PBSEch8 | PPDB&Ech8 | PPDA& Ech8

Figure A. Exemple de plan de distribution, en plaque de @ilspa suivre pour le dépbt de huit
échantillons (Ech 1 a 8) pour I'étape de stimutatiellulaire

Ensuite, les mélanges réactionnels sont homogén@iaé agitation de la plague 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 l'incubatiarplaque est centrifugée a 59pendant
environ 10 min a température ambiante et les plassuenageant (soit environ 500 ul) sont
recueillis et déposés sur une autre plaque (pldgueansfert) en vue du dosage d'{EN

> Etape 2 : Dosage d'IFN par méthode ELISA en « sandwich XCf. figure B)

Le dosage d'IFN par la méthode ELISA en « sandwich » est réalsé phague échantillon
de plasma obtenu. Cette étape nécessite l'utdisatiune plague ELISA « pré-coatée Ac
anti-IFNy bovin», c'est-a-dire une plaque ou de&smonoclonaux de capture spécifiques de
'IFNy bovin ont été préalablement fixés au fond desspatr interaction électrostatique.

Ainsi, chaque plasma (50 pl) est dilué au demi dangampon de dilution et réparti sur une
plaque ELISA « pré-coatée Ac anti-IFNovin » de 96 puits (stade 1). Des témoins (50 pl)
positif (TP) et négatif (TN) de la méthode ELISAns@galement dilués au demi dans ce
tampon et distribués sur la plaque. Ces plasmasnatins sont déposés respectivement en
double @uplicat9 et en triple friplicats) sur la plaque.

La plague est ensuite placée 1 min sous agitatavant d'étre incubée 60 min +5 min a
température ambiante. A la fin de I'incubationctatenu liquide de la plague est éliminé et,
la plaque est lavée six fois puis séchée (rincage).

A ce stade 2, si des IFNetaient présents initialement dans le plasmaseilsetrouvent fixés
sur les Ac (anti-IFN bovin) « coatés » a la plaque.

Ensuite, un conjugué, composé d’Ac traceurs amiylbovin couplés a I'enzyme peroxydase
de raifort (HRP), est distribué a raison de 10@atl puits. Ces Ac anti-IFNbovin marqués
HRP sont capables de se lier spécifiquement aux apturés. La plaque est placée 1 min
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sous agitatioh avant d’étre incubée 60 min +5 min & températrdiante. A la fin de
l'incubation, le surplus de conjugué (Ac traceurs fixés) est éliminé par rincage.

A ce stade 3, si des IFNont été capturés par les Ac « coatés » au sufgtade 2), ils se
retrouvent également fixés aux Ac anti-fFKovin marqués HRP (IFNen « sandwich »
entre deux Ac anti-1Ffy.

Enfin, un substrat chromogéne est ajouté a raisat00 pl dans chaque puits et, la plaque est
mise sous agitation puis, incubée 30 min a l'akrilalumiére. Ce substrat est converti par
I'enzyme HRP en une forme détectable (plage descmyhune). Le taux de conversion de ce
substrat en produit coloré est donc proportionnial @uantité d’'IFN liés aux Ac anti-IFN
marqués HRP. A la fin de l'incubation, I'ajout dersolution d’arrét (50 pl) contenant de
I'acide sulfurique, permet de stopper I'action déHRP.

La concentration de produit formé est alors rapigenestimée par mesure de I'absorbance a
450 nanometres (dans un délai de 5 min apres t'aeula solution d’'arrét) a l'aide d'un
spectrophotometre (filtre de référence a 620-65(. iPette absorbance ou densité optique
(DO) mesurée est proportionnelle a la quantiteMdiiprésent dans le plasma.

L'interprétation des résultats de l'analyse s'difiec a partir des valeurs d’absorbance
obtenues.

Remarque
*/ l'agitation de la plaque permet une meilleure wismation entre les échantillons positifs et

négatifs : les valeurs de DO des échantillons i®sibnt plus élevées alors que I'absorbance dil bru
de fond n'augmente pas. De plus, I'agitation perdiiedmogénéiser et par conséquent, de réduire les
variations d’absorbance entre les puits identiqoesfficient de variation réduit et valeurs de DiGsp
stables).
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Aguut i plasina (prseics L1 ;| Ac anti-IFNy fixés au support

Plasma

o 3®

Ar antf IFNy fixés au fond de Ia cupuile

l @ Lavages ~5 Transformation du substrat (S) en

4 IFIy présents dans le plasma

B . . ;
I Ac anti-IFNy marqués HRF (conjugus)
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Figure B. Le principe de la méthode ELISA en « sandwich v pe dosage des IFNdans le
plasma.
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ANNEXE VIII : La technique PCR en temps réel

1. Définition de la Technique PCR

La réaction de polymérisation en chaine ou PCRuesttechnique de biologie moléculaire
mise au point en 1985, par Mullis K.. Elermet I'amplificationin vitro, exponentielle et
sélective de séquences d’ADN cible (Mullis K. a&t, 1986 et 1990). Cette méthode est
dérivée de la technique dite d’extension d’amoraas;ours de laquelle de courtes séquences
d’ADN (amorces) et des oligonucléotides libres sanitisés par une enzyme (ADN
polymérase) pour répliquer fidélement 'ADN cible€originalité de la PCR est d’effectuer
cette extension d’amorces simultanément sur les theins d’ADN (Blanchard B., 2002 ;
Site web [10a]).

Il existe deux types de technique PCR : la PCRsirjage et la PCR en temps réel.

Dans le cas de la PCR classique, la détectiometllyse des produits d’amplification ne sont
réalisées qu’en fin de réaction par électrophorakes que dans le cas de la PCR en temps
réel, 'accumulation des produits amplification estsurée par fluorescence tout au long de la
réaction (Salmon M., 2002 ; Site web [10Db]).

L’amplification d’acides nucléiques peut étre rééé par PCR a partir d’ADN ou d’ARN
extrait. Néanmoins, en ce qui concerne 'ARN, utapeé préalable impliquant une reverse
transcriptase est nécessaire afin d’obtenir de NA@mplémentaire a ce dernier qui sera
ensuite amplifié.

Notre étude portant sur les bactéries MTBC présedtns les tissus animaux, seule la
technique PCR a partir d’ADN extrait sera dévelappé

2. Les acteurs de la PCR en temps réel

Les acteurs de la PCR sont contenus dans le miiactionnel qui est composé d’ADN
double brin (ou bicaténaire) contenant le fragntéimtérét a amplifier et d’'un ensemble de
réactifs appelé « mix réactionnel ».

Comme pour la PCR classique, le « mix réactionrest»constitué de couple d’amorces (ou
primers : sens 5'- 3'forward et anti-sensreversg, d’'une enzyme, la Taq polymérase, de
dNTPs (Désoxyribo-Nucléotides-Tri-Phosphate) ettalmpon aqueux (Mggl KCI, Tris-
HCI,...).

Les amorces sont de petits brins d’ADN de 15-3@dappelés oligonucléotides. Elles sont
capables de s’hybrider spécifiquement sur le bikD#, grace a la complémentarité des
bases. Elles sont choisies de facon a encadr&yglzeace d’ADN a amplifier. Pour cela, il
faut prendre en compte la longueur de 'amorcéesgérature de fusion* notée Tmélting
temperaturg sa composition nucléotidique et sa structuresaaire (Bogard M., 1994)

La Tag polymérase est une ADN polymérase thermlestaxtraite d’'une bactérie
thermophile,Thermus aquaticuCette enzyme permet la polymérisation de 'ADMgide
sens 5'- 3’ et la dégradation des séquences nidigats (activité exonucléasique). De plus,
méme si sa température optimale d’action (Tm) est2fC, elle est capable de résister a des
passages successifs a 95°C (son utilisation ailboétra I'automatisation des analyses)
(Bogard M., 1994).

Des dNTPs sont présents en exces: dGTP (Désox@itamine-Tri-Phosphate), dATP
(Désoxyribo-Adénine-Tri-Phosphate), dTTP (Désoxysithymine-Tri-Phosphate) — ou
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souvent a la place des dUTP (Désoxyribo-UracilePhrosphate) — et dCTP (Désoxyribo-
Cytosine-Tri-Phosphate). Ce sont les composantsade nécessaires a la Taq polymérase
pour effectuer la synthése des brins d’ADN compldtaiees.

Cependant, la PCR en temps réel requiert ausdidaiion d'un réactif supplémentaire (a
ajouter dans le « mix réactionnel ») permettannbrquage moléculaire (Higuchi R. &,
1992 et 1993).

3. Principe de la PCR en temps réel

La technigue PCR en temps réel, basée sur les fmris de la technique PCR classique,
consiste en des répétitions (40-50) de trois étpamiques (cycle) réalisées successivement
dans un méme tube (ou puits si plague de 96 pdisgposé dans un thermocycleur afin
d’obtenir une accumulation exponentielle du fraghttADN cible (Blanchard B., 2002).

Néanmoins, d'autres étapes sont réalisées préalabte a ces répétitions de cycle
d’amplification d’ADN : I'étape de dénaturation initiale (obligatoire) et l'étape de
décontamination intégré@gecommandée).

3.1. Etapes préliminaires a I'amplification

Une étape ddénaturation initiale préalable a ces répétitions de cycle, est ololigahent
réalisée. Elle comporte une étape de chauffageéfglement de 10 a 15 minutes a 95°C)
permettant de dissocier 'ADN double brin.

En effet, les deux brins complémentaires de I’AQ¥tsmaintenus appariés par des liaisons
non covalentes établies entre les bases. Ce praeedBauffage a haute température permet
donc de rompre ces liaisons hydrogéne (trois lrsentre les bases=G et deux entre les
bases A=T) et donc de séparer les deux brins d’ABIanchard B., 2002).

De plus, cette étape permet d’homogénéiser le umikactionnel par agitation thermique, de
dénaturer d’autres enzymes qui pourraient étre denmilieu réactionnel (Transcriptase
Inverse, Uracil-N-Glycosylase) (Bogard M., 1994) ;

Par ailleurs, il est recommandé de réaliser unee atape avant la dénaturation initiale, afin
d’éliminer toute source de contamination, par degpleons issus d’'une amplification
précédente, qui viendraient fausser les résul@este étape deécontamination intégrée
nécessite d’ajouter une enzyme, I'Uracile N-Glytase (UNG) et de remplacer les dTTP
par des dUTP dans le « mix réactionnel ». L'étdpffextue selon les conditions d’action
optimale de 'UNG (généralement 2 min a 50°C).

3.2. L’amplification d’ADN par répétitions de cycle

Un cycle correspond a I'enchainement des troiseStapivantes, réalisées a des températures
différentes : ladénaturation des acides nucléigues,hybridation des amorces sur les
séquences cibles eektensiordes amorces par la Taq polymérase.

* Etape de dénaturation

Cette étape permet de déshybrider les ADN bicamnaiar procédé de chauffage a haute
température (généralement 1 minute a 95°C) mats das« décrocher » les polymérases qui
seraient encore liées a une matrice et d’homogéni@snilieu réactionnel.
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» Etape d’hybridation

En se placant dans des conditions de renaturaidiABN par diminution progressive de la
température, les amorces oligonucléotidiques vienrghybrider sur leurs séquences
complémentaires. Cette étape d’hybridation est iquaiment instantanée (quelques
secondes). La température d’hybridation est praleipent fonction du Tm de I'amorce
(théoriguement quelques degrés en dessous du Tm woel bonne reconnaissance)
(Blanchard B., 2002). En regle générale, la tentpéad’hybridation est se situe entre 50°C
et 65°C.

» Etape d’élongation ou extension

Cette phase d’élongation nécessite une températoehe de 72°C, température optimale
d’action de la Tag polymérase. Les oligonucléotidgsridés servent d’amorce a I'enzyme.
En effet, a partir de ces amorces, les dANTP présantarge exces dans le milieu réactionnel
sont ajoutés successivement (dans le sens 5'&’);ADN polymérase, au brin en extension.
Chaque base mise en place est complémentaire lmEséacorrespondante de la matrice. On
assiste donc a la synthese d'une séquence exadteomplémentaire du brin matrice
(Blanchard B., 2002 ; Site web [10b]).

Cette extension étant réalisée de facon simultanédes deux brins d’ADN, a la fin d'un
cycle de PCR le nombre de brins d’ADN a doublé.shien partant d'un double brin d’ADN
initial, nous obtenons deux doubles brins aprésyate, quatre aprés deux cycles gafrés

n cycles ce qui correspond a un rendement (R) o400 % pour chaque cycle.

En pratique, la formule mathématique est donc ieaste : N = No x (2 x R)avec N : le
nombre de molécules a la fin de I'expérience, Nombre de molécules d’ADN présentes au
départ et n: nombre de cycles PCR réalisés, Rerldement de la réaction (Blanchard B.,
2002).

3.3. Détection des séquences amplifiées pour les types de PCR

Dans le cas de la technique PCR classique, leeségs amplifiées sous forme de molécules
d’ADN double brin (ou amplicons) sont séparéesierdé réaction PCR, par électrophorese
sur gel d’agarose, en fonction de leurs poids nuidées respectifs. Ces amplicons sont
alors visualisables par révélation sous rayonnern#rdaviolet aprés imprégnation du gel
avec un agent intercalant de ’'ADN, le Bromure #ifiium (BEt) (Salmon M., 2002).

Dans le cas de la technique PCR en temps réeétéatibn et la quantification par marquage
fluorescent des séquences amplifiées s’effectualgnmément au processus d’amplification.
En effet, la quantité d’amplicons produits durantéaction est directement proportionnelle &
lintensité de fluorescence mesurée directements dantube PCR et ce a l'aide d'un
fluorimétre couplé a un thermocycleur (Poitras Hetide A., 2002 ; Salmon M., 2002).

3.4. Les systemeate détection de RCR en temps réel

Difféerents systémes de détection (types de marquagéculaire) sont utilisés pour la PCR
en temps réel. D’'une part, il existe des molécules-spécifiques, comme les agents
intercalants : le BEt (Higuchi R. at., 1992) et le SYBR Green | (Morrison T.B., Weis &1]
Wittwer C.T., 1998. lls sont capables d’émettre une fluorescencejloits sont liés a ’ADN
double brin. (Poitras E. et Houde A., 2002 ; Sitebw10b]). D’autre part, il existe des
molécules spécifigues comme les sondes d’hydrotysed’hybridation ou, les amorces
fluorescentes (Poitras E. et Houde A., 2002 ; SalMq 2002 ; Site web [10b).
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Etant donné que seules les sondes d’hydrolysetéremployées durant ce travail de these,
seul le fonctionnement détaillé de cette technelegra décrit dans ce manuscrit.

Les sondes de type TagMasont des oligonucléotides dont la longueur varie28e 35
nucléotides. Elles portent a leur extrémité 5’ fluorophore émetteur appelé reporter (R) et a
leur extrémité 3’, un fluorophore suppresseur appgliencher (Q). Lorsque les deux
fluorophores sont proches, le quencher inhibe l@réiscence émise par le reporter. La
séquence de la sonde choisie doit étre « encagvaeles deux amorces (Poitras E. et Houde
A., 2002).

Ainsi, lors de I'étape d’hybridation, ces sondestglge TagMaret les amorces s’accolent
spécifiguement a leur séquence complémentaire cigpgortée par le brin d’ADN modele.
La Tag polymérase procéde ensuite a I'extensiors darsens 5-3' de I'amorce jusqu’'a
atteindre la structure double brin constituée du imodele et de la sonde.

La réaction a la base de la fluorescence du repasade dans l'utilisation de I'activité 5’-3’
exonucléasique de la Taq polymérase. En effetgl@r$a Taq rencontre le duplex sonde-brin
d’ADN, elle ne peut pas continuer la synthese da tomplémentaire car la sonde possede a
son extrémité 3' un groupement phosphate qui 'ethpéde s’étendre. Néanmoins, elle
utilise son activité exonucléasique ou 5’-nucléaser cliver (hydrolyser) séquentiellement la
sonde. Par conséquent, le reporter s’éloigne dwifennement du quencher et peut alors
émettre de la fluorescence qui sera détectée pduammetre (via une fibre optique). Par
ailleurs, le brin modele étant également libérélTdg polymérase peut continuer la synthese
du nouveau brin d’ADN.

La mesure de la fluorescence au terme de chagpe @txtension de la PCR permet alors de
suivre I'évolution de la réaction au cours du terf@mon M., 2002 ; China B., Ghafir Y. et
Daube G., 2002 ; Site web [10b]).

3.5. Transcription des résultats PCR (systéme Taf)ma

Le thermocycleur dans lequel se déroule la réaatienPCR est directement relié a un
ordinateur qui a partir d'un logiciel (ABI PRISM @8, par exemple) transcrit en temps réel
les résultats de la PCR, en une courbe sigmoidale.

La courbe type représentant I'amplification d’unhaatillon d’ADN cible montre
'augmentation du signal fluorescent au fur et &une de I'évolution de la réaction (nombre
de cycles écoulés). Lintensité de fluorescencehaqae cycle est proportionnelle a la
concentration d’amplicons.

Durant les premiers cycles, la fluorescence resenaniveau de base c’est-a-dire au niveau
du bruit de fond qui correspond au signal de flaoeace initial émis par les sondes non
clivées (libres ou fixées a ’ADN). A partir d’'uredain cycle, la courbe de fluorescence
augmente de facon exponentielle. Il en résulteeuil ge détection correspondant & un signal
d’émission de fluorescence significativement pllsvé que la ligne de base. Ainsi, le
premier cycle a partir duquel la courbe de fluogese croise la droite correspondant au seuil
de détection, représente le Qy¢€le threshold Celui-ci est inversement proportionnel a la
quantité d’ADN cible présent dans I'échantillon avda PCR. Ainsi, un Ct précoce
correspond a une réaction positive (charge viraldactérienne élevée). A contrario, un Ct
plus tardif reflete une plus faible amplificationpar conséquent, la quantité d’ADN est plus
faible (Salmon M., 2002). Une phase plateau sughlase exponentielle. Elle correspond au
ralentissement de I'amplification qui peut étreadliépuisement des différents réactifs de la
PCR comme les amorces, les dNTPs, 'enzyme.
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ANNEXE IX : Mode Opératoire du test PCR 1S6110de LSI
(1°"®version)

Le mix réactionnel PCR du test PCR6120 de LSI (£ version), comprend du « Master
mix », pour PCR basée sur un systéme Tadniapplied Biosystem, EUAomposé de Taq
polymérase, de dNTPs et de tampons aqueuxinmélange de séquences spécifiques du
fragment d’l%$110 recherchgdes amorces (chacune & 600 pM) et une sonde T&qg@an
150 nM) marquée en FAM (reporter) / TAMRA (quenchetr)de séquences spécifiques de
I'lPC endogéngdes amorces (600 uM) et une sonde Tadhmaarquée en VIC/TAMRA (&
100 nM)

Ce mix réactionnel PCR, appelé « mix » est a rditaes suivant les indications du
fournisseur. Ainsi, pour un échantillon a analy®eul), le mix réactionnel (2@l) comprend :

- 12,5 pl de « Master mix »

- 2 ul du mélange de séquences spécifiques

- 5,5 pl d’eau ultra pure (« DNase/RNase free »)

Le volume final d’'une réaction PCR (par puits) @st25ul. Ainsi, 5 ul d’échantillon ou de
témoin sont distribués, selon un plan de distrdouijpréalablement déterminé) de la plaque
PCR de 96 puits (Cf. figure A, proposition de ptendistribution), dans les 20 de « mix »
préalablement déposés dans le puits (ou cupule).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11] 12

A NCS

B NC

C Ech 1

D| Ech2

E| Ech3

F| .../

G EPC

H

Figure A. Exemple de plan de distribution des échantill&chj et des témoins dans les puits d’'une
plague PCR de 96 puits, pour un systéme d’amptifineet de détection des cibles génétiques
('S6110et I'IPC endogéne) dans la méme cupule (monocyupule

Un témoin d’extraction négatif pour les deux ciljeémétiques, nommé NCHédgatif Control
Samplé est employé (Figure A). Il s’agit simplement dBSP qui est extrait comme un
eéchantillon. Les résultats permettent de vérifiabdence de contamination par BELO
(MTBC) et/ou I'lPGngolors de I'extraction.

Un témoin d’amplification négatif pour les deux lefb génétiques, appelé NGlggative
Control) est également utilisé (Figure A). Ce NC est coséponiquement de « mix ». Les
résultats permettent de vérifier 'absence de comation par I''$110 (MTBC) et/ou
I'IPCengolors de la préparation du Mix et du dépot des éiilians
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Enfin, un témoin d’amplification positif pour labte 1S5110,nommé EPCHExternal Positive
Control) est proposé dans le kit (Figure A). Cet EPC esfADN extrait deM. bovis Les
résultats permettent de vérifier I'efficacité dantiplification par PCR de I'i@L10Q

L’amplification et la détection des cibles6BL0 et IPGnqgo S'effectuent donc dans la méme
cupule (monocupule, deux cibles recherchées p#&s)ptilles sont réalisées avec un systeme
de détection de séquences (SDS p&aguence Detection Sysjente thermocycleur
ABIPRISM™ 7500.
Le programme nécessaire a cette réaction PCR coohpas étapes de chauffage :

Etape 1 : 2 minutes a 50°C,

Etape 2 : 10 minutes a 95°C,

Etape 3 : 15 secondes a 95°C puis 1 minute a 6®Ré€pétitions (ou cycles) : 45

A la fin de l'analyse PCR, la ligne de base coroesiant au seuil de fluorescence doit étre
établie. Les résultats de ce test PCR sont algmsre&s en valeur de cycle seuil, Ct.
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ANNEXE X : Validation de la qualité d’'un échantillon analysé
avec le test IFN Bovigam® modifié

Coad M. et ses collaborateurs (2008) ont considéaetla qualité d’'un échantillon peut étre
validée lorsque les valeurs de DO de I'échantiion stimulé, c’est-a-dire du témoin négatif
de la stimulation cellulaire (équivalent a I'échom stimulé par du PBS (N)), et de
I'échantillon stimulé avec un mitogene SEB, c’esti@ du témoin positif de la stimulation
cellulaire, sont respectivement de < 0,3 et > 8ciit OO\ <0,3 et DQgs>0,5).

De méme, selon Schiller I. et ses collegues (20aQualité d’'un échantillon est validée si
les valeurs de DO du témoin négatif (PBS) et desobés positifs (PWM et SEB) de la
stimulation cellulaire sont respectivement de <&3> 0,5 (soit DQ<0,3, DGes>0,5 et
DOpwm >0,5).

Nous avons donc définis les criteres des témoisgipechantillon stimulé avec le PWM) et
négatif (échantillon stimulé avec le PBS) a patts échantillons analysés pour I'étude de
spécificité absolue et en s’appuyant sur les dadéela littérature (Coad M. at., 2008 ;
Schiller I. etal., 2009).

» Critére de validité du témoin positif ou d'immunocanpétence (PWM) :

Le contrdle positif (PWM) doit étre retrouvé pdsipiour valider I'immunocompétence de
I'échantillon.

Selon Schiller l.et al. (2009) en dessous d’'une valeur dedafpde 0,5, les résultats du
témoin PWM sont considérés comme négatifs. Lesrgitloas pour lesquels le résultat de ce
calcul est situé en dessous du seuil sont alorsidé@es comme inhibés et par conséquent les
résultats de I'échantillon (PPD et R) sont inexjalolies.
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Figure A. Distribution par classes des valeurs de-{a@-DOy obtenues pour les 496 échantillons
sélectionnés et analysés pour étudier la spééifadisolue du test IRN

Toutefois, si ce seuil était redéfini pour une uvalde DQw\v—DOy alors, il serait de 0,4. En
effet, comme la valeur de la médiane des 496 valdarDQ est de 0,1, alors nous pouvons
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théoriguement déduire que selon Schiller l.akt le seuil des D@uw—DOy est de 0,4
(DOpwM—DO\ = 0,5-0,1=0,4).

Si ce seuil (DEwM—DON<0,4) est appliqué a la distribution des 496 val&igr®Q\ww—DOy
obtenues a partir de I'étude de spécificité absdimeest IFN (Figure A) alors, seulement
3/496 échantillons (0,6 %) stimulés par du PWM sw#gatifs (« inhibés ») ; ce qui signifie
gue seulement 0,6 % des résultats (PPD et R) tlmléésont inexploitables. Ce seuil a donc
été retenu.

Ainsi, la qualité de I'’échantillon ne peut pas étatidée si DEw\—DON <0,4.

» Critére de validité du témoin négatif (PBS) :
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Figure B. Distribution par classe des valeurs de DO du PBSj@btenues pour les 493 animaux
restants (apres élimination des 3 échantillonbigdhi{DQwy—DO\ <0,4)) de I'étude de spécificité
absolui du test IFN.

Le seuil du PBS, le témoin négatif (N) de la stiatian cellulaire a été fixé a partir de la
distribution des valeurs de RQbtenues pour les 493 animaux restants (apresnétion
des 3 échantillons inhibés (contréle PWM invalid#g)I’étude de spécificité absolue (Figure
B).

La figure B montre que 492/493 valeurs de DO du BPBSy) se trouvent dans l'intervalle
[0,05; 0,25] (une seule valeur de R@ 0,34). Soit une seule valeur de P€st supérieure a
0,25 sur un total de 493.

Afin de ne pas retrouver dans les résultats firaubruit de fond élevé (pouvant fausser les
résultats), la valeur de DO du seuil pour le PBrc été fixée a 0,3 (déja utilisée par Coad
M. etal. (2008)).

Ainsi, a partir de 0,3 unité de DO pour le témoiéagatif (DQy>0,3), la qualité de
I'échantillon ne peut pas étre validé®’apres la figure B, 1 seul échantillon présente témoin
négatif invalide et par conséquent, des résultatBRD et R ininterprétables]

Par conséquent, la qualité d'un échantillon est valée si DQ; <0,3 et DQwy—DO\ >0,4.
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ANNEXE XI : Examen des échantillons présentant dessultats invalides
pour les PPD en raison d’'une saturation d’absorbare
(concernant les études dg BeSp du test IFN)

|. Echantillons invalides de I'étude de la sensikité relative & la confirmation post
mortemde Tb du test IFNy

Parmi les 73 animaux sélectionnés initialement deiude de la sensibilité relative a la
confirmation post mortemde Tb (Sg du test IFN modifié, 13 animaux ont obtenu des
résultats individuels invalides pour les PPD afprs les résultats des R étaient valides.

En effet, la valeur de DO de PPDA (P£3,) était élevée en méme temps que celle de PPDB
(DOpppp) et était supérieure a 2,5 unités de DO, avecappart DQppgDOpppa COMPpIIs
entre 0,850 et 1,150. Or, au-dela de 2,5 unité®@dele graphique représentant la valeur de
DO en fonction de la concentration en §Fiest plus linéaire en raison d’'un phénomene de
saturation de I'absorbance (Cf. Figure A). Par égaent, ces échantillons ont dus étre
éliminés de I'étude la $du test.
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Figure A. Représentation graphique dealeurs de DO en fonction de la concentration ddyJF
réalisée a partir du dosage d’f¥FNpar ELISA d’'un échantillon de plasma pur (obterpréa
stimulation de I'échantillon sanguin par du PWM)spulilué plusieurs fois (13 points de dilution; 1
0,35, 0,30, 0,27, 0,25 0,23; 0,21 ; 0,1917G,0,15 ; 0,13 ; 0,06 ; 0,03),

Cette saturation des valeurs de DO des PPD contares 13 échantillons ne semble pas liée

aux types de méthode employée pour la stimulatelulaire, car ces échantillons ont été
analysés avec les deux méthodes (3 par macro-negidd par micro-meéthode)
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En outre, ces 13 animaux avaient tous une IDS @égative, un résultat positif en R
(1,072<DQ—-DO0O\<0,098, avec une valeur médiane a 1,026) et avatntconfirmésa
posteriori par une des trois méthodes de diagnostic direistolbgie, PCR MTBC et
bactériologie), (tableau A). De plus, 12/13 avame IDC non-négative (I'animal négatif a
I'IDC avait fourni des résultats positifs en PCRhisttologie).

Ces résultats laissaient penser que les animawieatirdus étre retrouvés positifs au test
IFNy.

La décision prise a donc été de diluer au 1/101@<stchantillons de plasmas et de les
réanalyser. lls ont été finalement trouvés posatifsc les PPD.

Tableau A. Résultats positifs (nombre d’animaux) en Bactégi, Histologie et PCR
obtenus pour les 13 animaux analysés et éliminéétdde de la Sedu test IFN modifié,
en raison de leurs valeurs de DO en PPDs invalides.

Résultats _ Histqlpgie PCR Histolog?e et PCR Total
(Nombre d’animaux) positive positive positives
Bactériologie positive| O 1 6 7
Exclusivement S) 0 1

Total 12 8 7

Il. Echantillons invalides de I'étude de la spécifiité relative & I'lDS non-négative du test

31 animaux parmi les 578 animaux sélectionnésaleitient pour I'étude de la spécificité
relative a I'IDS non-négative ou spécificité opémanelle (Sp du test IFN modifi€, ont
obtenu des résultats individuels invalides pourR&D alors que les résultats des R sont
valides.

En effet, comme pour I'étude de la, Skl test, ces échantillons présentaient des vabiirs
DOpppa €t DQbppp €leveées et supérieures a 2,5, avec un rappopeddDOpppa COMPpIis
entre 0,850 et 1,150. Par conséquent, ces écbastitint dus étre éliminés de I'étude de la

Sp du test.
Quelgues uns des ces 31 échantillons de plasmaséadilués au 1/10 et réanalyser. lls ont
ete finalement trouvés négatifs avec les PPD.
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ANNEXE XII : Méthode pour déterminer le nombre de copies d’'1S6110
présentes dans une solution de 0,01 ng/ul d’ADN pifié de M. bovis
(monocopie 15110

Méthode de calcul :

La concentration de la solution d’ADN purifié déd. bovis monocopie 18110 (souche
sauvage identifiée par la technigue RFLB1IS) est de 0,01 ng/ul. Comme la souche de
M. bovisétudiée présente une seule copie @8lIB] alors il suffit de connaitre la taille de son
génome pour calculer le nombre de génome (ou cppésent dans la solution a 0,01 ng/ul.

Or, Garnier T. etal. (2003) ont estimé la taille du génome MWk bovis (AF2122/97,
monocopie 18110 a 4 345 492 paires de base. De plus, le poidéaulaire d’une paire de
base (pb) est de 660 daltons et 1 dalton (da)svaent a 1,66x1¢" g. Donc, le poids
moléculaire du génome est de: 4,4pb x (660 da x (1,66x18 g)) = 4,76x10°g ou
4,76x10° ng.

Dans 0,01 ng/ul d’ADN d&/. bovismonocopie 18110 il y a donc environ 2 100 copies de
génome [0,01 / (4,76 xTY] et donc environ 2 100 copies dd$10Q

Par conséguent, environ 10 500 copies @llIB) sont présentes dans 5 ul d’'une solution
d’ADN de M. bovisa 0,01 ng/ul (0,05 ng/PCR).
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ANNEXE XIII : Etude de la limite de détection au sealil de confiance de
95 % du testPCR(PCR 195110en temps réel de LSI)

La limite de détection d’'un test PCR correspona &jliantité minimale de géne d’intérét
amplifiable (dans ce cas-ci, nombre de copies&lI$) et détectable ou encore au plus petit
nombre d’unité génome générant un résultat pdaitiplification) au seuil de 95 %.

Des essais ont donc été réalisés afin de déteraitienite de détection au seuil de confiance
de 95 % (Ld 95 %) du test PCR6IELO et déduire une méthode d’interprétation des résult
pour les études de sensibilité et spécificité aitplgs des amorces et sonde spécifiques de
r'se611Q

> Matériels et méthodes

La limite de détection de ce test a été évaluéartir ple dilutions sériées d’ADN quantifié de
M. bovisprésentant une seule copie @13.0(plusieurs essais successifs). Cet ADN purifié a
été extrait au phénol-chloroforme a partir d’'unecde terrain dél. bovismonocopie 18110
(identifiee par la technique RFLP @810 puis, quantifié a l'aide d’'un nanodrop™ par
I’Afssa-Lerpaz.

e 1° essai: Gamme A

Afin de cibler le nombre de dilutions nécessaingse premiere estimation du seuil de
positivité a été obtenue par un premier essai difiogtion d'une gamme A de cet ADN
quantifié, en 7 points de dilutions sériées deoral0 (répliquée 3 fois).

De plus, le premier point de cette gamme (A) adgterminé ema parte a partir d’'une
amplification d’une autre gamme ADN d&. bovis(monocopie 18110 ayant a la dilution
10“, une concentration estimée & 0,01 ng/pl avec s Gide 24,8. Ainsi, la concentration
du premier point de la gamme A, a été choisie & Agdul pour obtenir un (110 entre 24 et
25.

Pour la préparation de la gamme A, nous sommes ianis de 5 pl de cet ADN a 270 ng/ul
que nous avons dilués au 1727dans 130 pl d’eau DNase/RNase free, afin d’obtene&
concentration en ADN de 10 ng/ul (vérifiée par pecrométre Evolution 300 équipé de
I'accessoire nanocell). Puis, 5 ul d’ADN a 10 ngdpt été dilués au 1/100 dans 495 pl d'eau
DNase/RNase. La concentration en ADN obtenue &l@is de 0,1 ng/ul ce qui correspondait
a un Ciss110de 20,6, vérifieé deux fois par amplification. Eneu5 pl d’ADN a 0,1 ng/ul ont
éte dilués dans 45 pl d’eau DNase/RNase free datenw le premier point de la gamme A a
0,01 ng/ul (« pur A »), puis 6 dilutions successiae 1/18™ (10" & 10°) ont été réalisées de
maniére similaire.

Les résultats d’amplification par PCR de cette gamépliquée 3 fois devaient permettre de
cibler la zone du seuil de positivité.
2éme

essai : Gamme B

Trois autres gammes identiques (B1, B2 et B3) pnidts de dilutions, de raison déterminée
a partir des résultats obtenus pour la gamme Aj-@alire de raison 5, ont été préparées. La
concentration du premier point (pur B) des gammés B2 et B3 devait également étre
choisie a partir de résultats obtenus pour la garApsoit un pur B a 133,3 ng/pl. Chacune
des 3 gammes devait étre ensuite amplifiée 8 fois.
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La détermination de la Ld 95 était alors possilde I@nalyse des résultats obtenus pour les
gammes B.

Pour la préparation de la gamme B, nous sommess pdet 40 ul d’ADN concentré a
10 000 fg/ul (pur A) que nous avons dilués au timss 80 pl d’eau DNase/RNase free, afin
d’obtenir une concentration en ADN de 3333,3 fgRuis, 40 ul d’ADN a cette concentration
ont été dilués au 1/5 dans 160 ul d’eau DNase/RNase, 100 pl d’ADN a 666,7 fg/ul ont
été dilués au 1/5 dans 400 ul d’eau DNase/RNase.sdlation obtenue pour une
concentration en ADN de 133,3 fg/ul constituaiffepoint de la gamme B (pur B). Ensuite
trois dilutions successives au 1/5 ont été réais#e la maniere suivante : 30 pl d’ADN
concentré dans 120 pl d’eau DNase/RNase.

> Reésultats et Discussion

e Essail:

Les résultats d’analyse par PCR de la gamme Amririts de dilution de raison 10 (ayant au
premier point une concentration de 0,01 ng/pl)ligépe 3 fois (R1, R2 et R3) ont donc été
retranscrits dans le Tableau A.

Pour déterminer le nombre de copies 8130 présent dans les puits correspondants au
premier point (pur A) de la gamme A, nous avonsudélla quantité de génome Bk bovis
pour une concentration en ADN dd. bovis monocopie 18110 de 50 000 fg/5ul soit
50 000 fg/PCR (Cf. Annexe XVI).

Les résultats obtenus pour la gamme A montrentuxuteois premiers points de gamme, les
valeurs des Ggs110 pour les trois répliques sont quasi-identiqueg{zsau pur A : 24,3 pour
les 3 répliques / Gk110a 10': 27,7 pour R1 et 27,8 pour R2 et R3 g&toa 10°: 31,8 pour
R1 et 31,2 pour R2 et R3). De plus, nous obtenanécart de Gds110 €ntre les deux premiers
points de gamme, compris entre 3,4 et 3,5 (écaoritpue de 3,3 Ct entre 2 dilutions
successives de raison 10).

Tableau A. Résultats de I'analyse PCR (valeurs dgsG obtenues) des trois répliques (R1, R2 et
R3) de la gamme A en 7 points de dilution de raison
(ayant au premier point une concentration de Ogftih

7 points de dilution Concentration | Concentration Nombr'e Valeurs des Ciss110
de la gamme A de (ng/ul) (fg/PCR) de copies obtenues
raison 10 9 9 d1S6110 | R1 | R2 | R3
18=pur A 1x10° 50 000 10500 24,3 243| 243
10" 1x10° 5000 1090 27.7| 278| 278
102 1x10° so0| 105 31.8| 31,2 312
3 5 10
10 1x10 50 (10.50) 36,9| 35,7| 34,7
4 6 1
10 1x10 5 (1.05) >50| >50| 37,7
5 7 0
10 1x10 0,5 (0,10) >50| >50| >50
6 8 0
10 1x10 0,05 (0,01) >50| >50| >50
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Cependant, & partir de la dilution,0es valeurs de Gt110ne sont plus répétables ($gtioa
la dilution 10%: 36,9 pour R1; 35,7 pour R2 et 34,7 pour R3)ps, & la dilution 19, nous
obtenons seulement un signal d’amplification eteckn pour la répligue R3 (4110 @
37,7). Toutefois, pour cette réplique, I'écart dedzio entre les points de gamme &t 10°
est de 3,5 et celui entre les points de gamriel@0* est de 3,0.

Par conséquent, comme [I'écart entre deux dilutiGuecessives de raison 10 est
théoriquement de 3,3 Ct, alors cette réplique 3bserdtre convenable. L'ensemble de ces
résultats permet de cibler la zone du seuil detipiéi pour des concentrations d’ADN
comprises entre 10 et 1 fg/ul.

Néanmoins, il était nécessaire de vérifier cetfgpsaition pour définir la concentration du
premier point de la gamme B ainsi que la raisondilesons successives de cette gamme.

Afin s’assurer que le seuil de positivité se siardre 1 et 10 copies d'831Q un essai
supplémentaire (gamme A’) a été réalisé a partiadilution 10° de la gamme A. En effet,
une gamme A’ en 5 points de dilution de raison ipasant au premier point de dilution
(pur A") d'une concentration en ADN de 10 fg/plé@ préparée. Pour obtenir la dilutiofh 2
20 pl du pur A’ ont été ajoutés a 20 pl d’eau DN&¥dase free. Puis, 3 dilutions successives
au demi (Z & 2% ont réalisées de maniére analogue. Cette gamnae&é répliquée deux
fois (R1 et R2) puis analysée par PCR. Les résultatenus ont été retranscrits dans le
Tableau B.

Les résultats obtenus pour la gamme A’ montraiefdux trois premiers points de gamme,
des signaux d’amplification étaient visualisableaisnles valeurs des Ghio entre deux
mémes répliques n’étaient pas répétableggiegau pur A’ : 35,5 pour R1 et 34,4 pour R2).
Par ailleurs, & la derniére dilution, un seul sighamplification est apparu (a2 Ctss110> 50
pour R1 et Gés110 de 37,0 pour R2). Il en était de méme pour latidih précédente (3%
Ctiss110de 38,8 pour R1 et (g§110> 50 pour R2).

Tableau B.Résultats de I'analyse PCR (valeurs degsGg obtenues) des deux répliques (R1 et R2)
de la gamme A’ en 5 points de dilution de raison 2
(ayant au premier point une concentration de 10¥g/

5 points de dilution : : Nombre Valeurs des
\ Concentration | Concentration .
de la gamme A’ de (Fa/ul) (fg/PCR) de copies | Ctiss1100btenues
raison 2 gl 9 d1S6110 | R1 R2
N 10
2=pur A 10 50| ({os5) 355| 344
-1 5
2 5 25 (5.3) 37,9 36,2
-2 3
2 2,5 12,5 2.6) 37,8 36,3
-3 1
2 1,25 6,25 (1.3) 38,8 >50
M 1
2 0,625 3,125 ©0.7) > 50 37,0

Au regard de I'ensemble de ces résultats, noussaparsupposer que le seuil de détection
était de 3 copies d’'kEl1Q De plus, nous avons remarqué qu’il n’était pashadable
d’utiliser une raison de 2 (trop petite pour vigex les écarts de Ct).

Par conséquent, ces résultats ont permis de déigiamme B : en 4 points de dilutions de
raison 5, disposant d'une concentration pour le Bpute 133,3 fg/ul (correspondant a 140
copies d'I$110. Toutefois, il fallait ajouter un autre point cespondant a 3 copies

d’1S6110soit le points2dilué au demi.
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+ Essai 2;

Afin de déterminer si cette gamme B convenait gaudétermination précise du seuil, un
essai préliminaire d’amplification de cette gamréalisée en trois exemplaires (B1, B2, B3)
mais en une seule réplique a été effectué.

Les résultats de cet essai, notés dans le TableauntCpermis de déterminer la limite de
détection de la PCR 810 étudiée, a 3 copies d6310 (Ctss110 moyen de 37,6, sur trois
valeurs seulement). Toutefois, pour que ce réssglbit statistiquement fiable, il fallait a
nouveau effectuer cet essai mais en réalisantl8jués de chacune des trois gammes B (B1-
R1 a B1-R8 ; B2-R1 a B2-R8 ; B3-R1 a B3-R8).

Tableau C.Résultats de I'analyse PCR (valeurs dgs{z¢ obtenues) de la gamme B en trois
exemplaires (B1, B2, B3) mais une seule répligssdiepréliminaire)\Gamme B en 4 points de
dilution de raison 5 (ayant au premier point uneécentration de 133 fg/ul), avec un point

supplémentaire a 2,7 fg/pl t8lilué au demi).

4 points de dilution de la C . Nombre Valeurs des Clsgi10
. oncentration :
gamme B de raison 5 (Fa/ul) de copies obtenues
et 1 autre point 9’ d1S6110 | BL | B2 | B3
8=pur B 133,3 140 29,5/ 29,3| 30,1
5t 26,7 28 315( 31,2| 324
-2 6
5 53 (5.6) 35,8| 35,9| 34,6
-3 1
5 1,1 (1.1) >50| >50 >50
52dilué au 1/2 2,7 (238) 37,6 38,3| 37,0

Les résultats de cet essai final ont permis deiroaf que la limite de détection de la PCR
1S6110 étudiée était de 3 copies dd81lQ correspondant a une valeur médiane des{d
de 38.

» Conclusion

Les résultats de cette étude ont donc permis derdigter la limite de détection de la PCR
IS6110€étudiée a 3 copies d831Q correspondant a un &gti0de 38.

Ainsi, un nouveau mode d’interprétation des réssilRCR obtenus pour la cibledBl0a éte
proposé et utilisé pour les études de sensibiligpécificité analytiques des amorces et sonde
spécifiques de I'811Q Ce systéme d'interprétation des résultats essepté dans le
tableau D.

Tableau D.Systeme d'interprétation des résultats PCR, emtermanpte seulement des valeurs de Ct
obtenues pour la cible 8310(Ctss110, adopté pour les études de sensibilité et spédfanitalytiques
des amorces et sonde spécifiques de I''S6110edUPCR utilisé.

Résultats PCR 1$5110(Ct;se110 Interprétation des résultats

Ctiss110< 38 Positif MTBC

38 < Cliss110< 40 Positif MTBC en limite de détection / douteux
40 < Ctigsr10< 50 Négatif MTBC mais a retester
Ctise110 > 50 Négatif MTBC

- 303 -



ANNEXES

ANNEXE XIV : Etude comparative des résultats obtens avec les méthodes
histologiques employées par les deux laboratoireg@@és

Une étude comparative des méthodes employées paddex laboratoires (LDA22 et

ENV/Afssa-Lyon) a été réalisée a partir des étutiesensibilité et spécificité diagnostiques
de laPCR Nous avons donc scindé chaque étude en deuxésodss, en fonction de la

meéthode histologique employée.

> Etude de la sensibilité diagnostique de IRCR2b

Parmi les 67 bovins étudiés (126 échantillons mtase des lésions suspectes), 43 animaux
provenaient de 15 cheptels infectés de Cote d’@4eanimaux provenaient de 14 cheptels

infectés de Dordogne. Ainsi, les analyses histologs des 65 échantillons d’animaux de

Cote d’Or et des 31 échantillons d’animaux de Dgraoont été réalisées respectivement par
'ENV/Afssa-Lyon et le LDA22.

Les concordances obtenues entre les techniquesolgisjue, bactériologique &CR2bpour

les deux sous-études (sous-étude 1, 24 animauysasgbar examen histologique au LDA22

et sous-étude 2, 43 animaux analysés par exam@ahogisue a 'ENV/Afssa-Lyon), déduites

a partir du Tableau A, ont été décrites dans ld€EabB.

Tableau A. Résultats (hombre d’animaux) positifs (+) et ndgdt) de laPCR2h de I'histologie
(Hist.) réalisée au LDA22 ou a 'ENV/Afssa-Lyon (ENVL) @t la bactériologieBact) obtenus dans
I'étude de la sensibilité diagnostique dé’l@aR2b(n=67) scindée en deux sous-études en fonction des
laboratoires d’analyses histologiques (LDA22, n=ENV/Afssa-Lyon, n=43).

Hist. + Hist. — Total Hist.

LDA22 ENVL LDA22 ENVL LDA22 | ENVL

Bact. + 16 33 1 2 17 35

PCF 2 Bact.— 2 3 0 0 2 3
Total Bact. 18 36 1 2 19 38

PCR2b Bact. + 1 2 0 0 1 2

_ Bact. — 2 0 2 3 4 3
Total Bact. 3 2 2 3 5 5
Bact. + 17 35 1 2 18 37
Bact. — 4 3 2 3 6 6
Total Bact. 21 38 3 5 24 43

Les pourcentages de résultats concordants eniseldgie et la bactériologie et/ouPLR2b
semblaient plus élevés dans la sous-étude 2, &dise pour les cas ou la méthode
histologique réalisée, était celle de I'ENV/Afssgeh. En outre, indépendamment de
'examen histologique, les concordances obtenuge &PCR2bet la bactériologie pour les
deux sous-études étaient semblables. L’'ensemhieddeesultats laissait donc supposer que la
meéthode histologique de 'ENV/Afssa-Lyon était |émment plus sensible que celle du
LDA22.

Toutefois, comme les différences observées étglebalement faibles et les effectifs réduits,
il était difficile de conclure. La réalisation d'utest statistique, le Chi 2 a donc permis
d’infirmer ces suppositions et, de prouver queclascordances obtenues entre I'histologie et
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la bactériologie et/ou I&PCR2b pour la sous-étude 1 n’étaient pas significativemen
différentes de celles obtenues pour la sous-étude 2

Tableau B.Résultats (nombre d’animaux/total - % (IC 95% M aardants entrelist. & PCR2h Hist.
& Bact, Bact.& PCR2betPCR2b, Bact& Hist. obtenus dans I'étude de la sensibilité diagnostique
de laPCR2b(n=67) scindée en deux sous-études en fonctiotatlesatoires d’analyses histologiques
(Sous-étude 1 : LDA22, n=24 ; Sous-étude 2 : EN¥$AfLyon, n=43).

Concordance entre
les résultats des

Sous-étude I 24 animawdont
examen histologique des échantillo

Sous-étude 2 43 animawdont
examen histologique des échantillo

techniques réalisé par 1€ DA22 réalisé par ENV/Afssa-Lyon
Hist. & PCR2 20/24 — 83 % (= 16 %) 39/43 — 91 % (+ 8 %)
Hist. & Bact. 19/24 — 79 % (+ 16 %) 38/43 — 88 % (+ 10 %)
Bact.& PCR2 21/24 — 88 % (+ 14 %) 38/43— 88 % (+ 10 %)

PCR2 Bact. & Hist.

18/24 — 75 % (+ 18 %)

36/43 — 84 % (+ 12 %)

> Etude de la spécificité diagnostique de IRCR

Parmi les 38 bovins étudiés (47 échantillons préserdes Iésions suspectes), 25 animaux
provenaient de 25 cheptels indemnes de Cote d’@8 einimaux provenaient de 12 cheptels
indemnes de Dordogne. Par conséquent, les analystsogiques des 29 échantillons
d’animaux de Cote d’Or et des 18 échantillons daremix de Dordogne ont été realisées
respectivement par 'ENV/Afssa-Lyon et le LDA22.

Les concordances obtenues entre les techniquesogisfue, bactériologique &CRpour les
deux sous-études (sous-étude 1, 13 animaux anglgsésamen histologique au LDA22 et
sous-étude 2, 25 animaux analysés par examendggjok a 'ENV/Afssa-Lyon), déduites a
partir du Tableau C, ont été décrites dans le Babl2

Tableau C.Résultats (hombre d’animaux) positifs (+) et ndgét) de [aPCR de I'histologie Hist.)
réalisée au LDA22 ou a 'ENV/Afssa-Lyon (ENVL) et th bactériologieRact) obtenus dans I'étude
de la spécificité diagnostique deR&€R (n=38) scindée en deux sous-études en fonction des
laboratoires d’analyses histologiques (LDA22, n=ElNV/Afssa-Lyon, n=25).

Hist. + Hist. — Total Hist.
LDA22 ENVL LDA22 ENVL |LDA22 | ENVL
PCR+ Bact.—* 0 0 0 1 0
PCR- | Bact.—* |1 7 11 18 12 25
Bact. —* 2 7 11 18 13 25

* Comme tous les cheptels étaient indemnes car nawumal n’avait été trouvé positif en
bactériologie dans les cheptels, alors tous lasaunt sélectionnés pour I'étude étaient nécessairteme
négatifs en bactériologi€/; Isolement dévl. aviumsur un animal.

Les proportions de résultats concordants entrstblogie et la bactériologie et/ou RCR
semblaient plus élevées dans la sous-étude 1 @dfisipé), c'est-a-dire pour les cas ou la
meéthode histologique réalisée, était celle du LDA22 outre, indépendamment de I'examen
histologique, les concordances obtenues entRCR et la bactériologie pour les deux sous-
études étaient quasi-semblables. L’'ensemble deésefiats laissait donc supposer avec une
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grande réserve que la méthode histologique du LD&aR Iégerement plus spécifiqgue que
celle de 'ENV/Afssa-Lyon.

Toutefois, comme les différences observées étaglamialement tres faibles et les effectifs
extrémement réduits, pour étre exploitables, iit €i#ficile de conclure. La réalisation d’'un
Chi 2 a donc permis d’infirmer ces suppositiongletprouver que les concordances obtenues
entre I'histologie et la bactériologie et/ou RCR pour la sous-étude 1 n’étaient pas
significativement différentes de celles obtenuas p@ sous-étude 2.

Tableau D.Résultats (nombre d’animaux/total) concordanteedttist. & PCR Hist. & Bact, Bact.
& PCRetPCR, Bact& Hist. obtenus dans I'étude de la spécificité diagnostadpiaPCR (n=38)
scindée en deux sous-études en fonction des lalresat’analyses histologiques (Sous-étude 1 :
LDA22, n=13 ; Sous-étude 2 : ENV/Afssa-Lyon, n=25).

Concordance entre Sous-étude 1 13 animauxdont Sous-étude 2 25 animawdont
les résultats des | examen histologique des échantillo] examen histologique des échantillohs
techniques réalisé par I€ DA22 réalisé par ENV/Afssa-Lyon
Hist. & PCR 12/13 18/25
Hist. & Bact. 1113 18/25
Bact.& PCR 12/13 25/25
PCR Bact.& Hist. 11/13 18/25

» Conclusion

Par conséquent, comme il n'existait pas de diffégesignificative entre les deux méthodes,
nous avons pu réunir les sous-études afin d'augmdées effectifs des études de sensibilité
diagnostique de [aPCR2b (67 animaux) et de spécificité diagnostique de F&R
(38 animaux) et, obtenir subséquemment des résgliaistiguement fiables.
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ANNEXE XV : Etude comparative entre laPCR2bet la PCR 135110de
I'Afssa-Lerpaz

Parmi les 42 échantillons utilisés pour l'étude pamative 1 entrePCR1 et PCR2
31 échantillons ont été également analysés pass#l erpaz avec leur test PCR130en
temps réel (noté PCR-Afssa). Les résultats de éttide comparative entre RCR2bet la
PCR-Afssa ont été retranscrits dans le tableau A.

Les résultats obtenus indiquent des concordancedlentes entre IRCR2bet la PCR-Afssa
(30/31). En effet, I##CR2ba permis de détecter un échantillon supplémenfpaerapport a

la PCR-Afssa) qui de plus, était confirmé par latéaologie.

Par ailleurs, deux autres échantillons positifsbantériologie ont été retrouvés négatifs en
PCR2bet PCR-Afssa (2/2 positifs en histologie mais lalide enPCR1et I'autre négatif en
PCRL1 (résultats des échantillons dilués et ré-analysdsjutefois, les deux tests PCR ont
permis de découvrir deux échantillons positifs @lqu’ils étaient négatifs en bactériologie
(1/2 positif en histologie et 2/2 positifs BCR]). En outre, les concordances entr@@R2h

la PCR-Afssa et la bactériologie sont satisfaisa(26/31, soit 84 % + 13 %).

Tableau A. Résultats (nombre d’échantillons positifs (+), atéfg (—) (apres ré-analyse si nécessaire
des éluats dilués au 1/10)) BER2b& Bact.et PCR-Afssa &Bact, a partir de 31 échantillons de
I'étude comparative 1 entRCR1et PCR2(ou n=42).

PCR;Afssa PCR-_Afssa Total
Bact. + 14 1 15
PCR2b+ | Bact.— 2 0 2
Bact.+ & — 16 1 17
Bact. + 0 2 2
PCR2b- | Bact.— 0 12 12
Bact.+ & — 0 14 14
Bact. + 14 3 17
Bact.— 2 12 14
Bact+ & — 16 15 31

Par conséquent, IRCR2(17/31 échantillons positifs) et la PCR-Afssa (16&hantillons
positifs) semblent globalement étre aussi sensitplesla bactériologie (17/31 échantillons
positifs).
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Etudes de la spécificité et de la sensibilité relatives aux tests tuberculiniques de la
tecllll)nique de dosage d’Interféron gamma pour le diagnostic de la tuberculose bovine

en Dordogne

FAYE S. (1), BOSCHIROLIM. L. (2), MOYEN J. L. (1), BENET J .J. (3), GARIN-BASTUJI B. (2), GARES H. (1).

(1) Laboratoire départemental d’analyse et de recherche de la Dordogne (LDAR24) - 161 avenue Winston Churchill -
24660 Coulounieix-Chamiers

(2) Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA), LERPAZ - Unité des Zoonoses Bactériennes - 23 avenue du
Général De Gaulle - 94706 Maisons-Alfort

(3) Ecole nationale vétérinaire d’Alfort (ENVA) - Unité des Maladies Contagieuses - 7 avenue du Général De Gaulle -
94704 Maisons-Alfort

RESUME - Bien que la France ait été déclarée indemne de tuberculose bovine (TB) en 2001 (UE), le taux d’élevages infectés
de TB dans certains départements comme la Dordogne est remonté de fagon préoccupante au cours des dernieres années. Le
dépistage réglementaire actuel de la TB est encore basé sur une intradermotuberculination simple (IDS) et/ou une IDC
(comparative). Leurs principaux inconvénients sont la subjectivité dans l’interpretation des résultats, le manque de spécificité
de I'IDS, de sensibilité de 'IDC et un long délai (obligatoire entre deux tests) de suspension de la qualification du cheptel.

Un test de diagnostic alternatif, le dosage d’interféron gamma (IFNy) a donc été étudié selon les conditions de terrain de la
Dordogne. Ainsi, malgré 1’absence de gold standard, des études de sensibilité et spécificité comparées (aux tests
tuberculiniques) du test IFNy basé sur le kit Bovigam® avec les Dérivés Protéiques Purifiés Aviaires et Bovins (PPDA=A et
PPDB=B), et avec les peptides recombinants ESAT6 et CFP10 (R) ont été effectuées dans le but de déterminer un seuil de
décision pour lequel, la spécificité absolue et la sensibilité relative du test seront optimales.

Les résultats ont montré que pour la validation du mode opératoire, il serait intéressant d’utiliser différents seuils de positivité
et méthodes d’interprétation du résultat du test (interprétation positive : si résultats des PPD et R positifs; si résultats des PPD
ou R positifs), en fonction des zones ou des situations épidémiologiques rencontrées. Par ailleurs, dans certains cas particuliers,
il conviendrait de se baser sur les résultats obtenus avec les antigenes recombinants. La sensibilité relative a 'IDC non
négative du test étudié varie de 70 % a 72 % et sa spécificité absolue est estimée a 100 %. Cependant, il est nécessaire de
poursuivre ces études en prenant des plus grands effectifs afin de tirer de conclusions statistiquement fiables.

Studies of the specificity and the sensitivity relative to skin tests of the dosage of the

Interferon gamma technique for the diagnosis of the bovine tuberculosis in Dordogne
FAYE S. (1), BOSCHIROLI M. L. (2), MOYEN J. L. (1), BENET J .J. (3), GARIN-BASTUJI B. (2), GARES H. (1).
(1) LDAR24 - 161 avenue Winston Churchill - 24660 Coulounieix-Chamiers

SUMMARY - Even though France is considered bovine tuberculosis (BTB) free since 2001 (EU), BTB-infected cattle rates
increased in the last years in regions such as Dordogne. Official screening of BTB is still based on single intradermal skin test
(SIST) and/or the comparative version of the test (CIST). The main inconveniences of these tests are the subjectivity of
interpretation of the result, the lack of specificity of SIST and of sensitivity of CIST and, upon declaration of an SICT non
negative result, the long disqualification period imposed until CIST is carried out.

An alternative diagnostic test, interferon gamma (IFNy) dosage, has been studied according to the field conditions in
Dordogne. Thus, in spite of the lack of gold standard, studies of sensitivity and specificity compared to skin tests of the IFNy
test based on Bovigam® kit with Avian and Bovine Purified Protein Derivatives (PPDA=A and PPDB=B), and with
recombinant peptides ESAT6 and CFP10 (R), were undertaken in order to determine a decisional cut off value for which
absolute specificity and relative sensitivity of the test are optimal.

Ours results show that for validating the test procedure it would be interesting to use different cut off values and interpretation
methods of the test result (positive interpretation : if positive PPD and R results ; if positive PPD or R results), depending on
a given region or epidemiological situation. Besides, in particular cases, it would be convenient to consider the recombinant
peptide-values only. Sensitivity relative to no negative IDC of the test vary between 70% and 72% and its absolute specificity
is estimated to 100%. Nevertheless, it would be necessary to pursue these studies with a bigger number of animals in order to
obtain statistically reliable conclusions.

INTRODUCTION

La tuberculose bovine (TB) due a Mycobacterium bovis
est une maladie infectieuse contagieuse et chronique
largement répandue dans le monde. Bien que la France ait
été déclarée indemne de TB en 2001 par I’Union
Européenne, les taux d’incidence de certains départements
comme la Cote d’Or, les Pyrénées Atlantiques, la région
de la Camargue et la Dordogne continuent a étre élevés.
Ce dernier a subi une augmentation de foyers de TB depuis
2003 (3 foyers ; 0,5 p. mille), le rendant jusqu’en 2006 le
département le plus infecté de France (29 foyers ; 0,6 p.
cent). Le dépistage réglementaire historique de la TB,
encore utilisé a 1’heure actuelle chez les bovins est basé sur
des tests tuberculiniques dont 1’utilisation sur le terrain

rencontre des limites. En effet, I’intradermotuberculination
simple (IDS, tres sensible mais manquant de spécificité)
est réalisée pour le dépistage de premiere intention. Dans
le cas d’un résultat non négatif, la qualification du cheptel
est suspendue. Apres un délai obligatoire de 6 semaines,
une intradermotuberculination comparative (IDC, plus
spécifique) est effectuée afin de confirmer ou d’infirmer le
résultat et ainsi décider, en cas de résultat positif, de
I’abattage d’animaux afin de réaliser des prélevements en
vue de la mise en évidence du bacille tuberculeux,
condition qui permet de déclarer le cheptel infecté de TB.
Cette période de déqualification est par conséquent longue
et elle engendre des pertes économiques considérables ce
qui conduit a wune sous-déclaration des résultats
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non négatifs de 1I'IDS par certains vétérinaires traitants.
Durant ces dernieéres années, un test de diagnostic
alternpatif, le dosage d’interféron gamma (IFNy), a été
déveToppé afin de déceler l’infection a M. bovis. Ses
principaux avantages sont la détection précoce de
l“infection et la possibilité de 17utiliser a de multiples
reprises sans délai d attente entre deux examens. De plus,
sa réalisation et son interprétation par le laboratoire le
rendent indépendant des acteurs du terrain. Bien que ce
test figure dans la réglementation francaise, son cadre
d’utilisation précis n"a pas été défini en raison de I’absence
de son évaluation en France.

L’objectif de ce travail est d’estimer, malgré 1’absence de
gold standard, la sensibilité relative a 'IDC non négative
et la spécificité absolue du test de dosage d’IFNy selon les
conditions de terrain de la Dordogne. Le kit commercial
utilisé est Bovigam® (Prionics) avec lequel des peptides
recombinants, ESAT6 et CFP10 (Statens Serum Institut,
SSI) ont été ajoutés.

Le but final de ce travail est d’évaluer si 1 utilisation du
test IFNy conduit a une amélioration du programme de
prophylaxie de la TB. En concertation avec la D. G. Al.
(Ministere de 1’ Agriculture et de la Péche), les conditions
d’inclusion de ce test dans le cadre réglementaire de la
lutte contre cette maladie pourraient donc étre envisagées.

1. MATERIEL ET METHODES

L’étude de la sensibilité relative du test a été effectuée
rétrospectivement a partir des résultats des analyses
effectuées pendant les campagnes de prophylaxie 2006-
2007 et 2007-2008 en Dordogne.

L’étude de la spécificité absolue du test a été réalisée en
début d’année 2008.

L’ensemble des résultats obtenus pour ces deux études va
nous permettre de déterminer les seuils (« cut-off ») de
validation du test IFNy afin de définir des wvaleurs
optimales de spécificité absolue et sensibilité relative.

1.1. TEST IFNy
1.1.1. Stimulation cellulaire et dosage d’IFNy

1.1.1.1. Macro-méthode

La stimulation cellulaire constitue la premicre étape de
I’analyse. Pour la macro-méthode, le volume de sang
utilisé est de 1 500uL. Ainsi, chaque échantillon sanguin
est stimulé avec 1/ 100 pL de tuberculines aviaires
(PPDA=A) et bovines (PPDB=B) du kit Bovigam® (PPD
Csl), 2/ 100 pL de deux immunogenes spécifiques du
bacille, les peptides recombinants ESAT6 et CFP10 (en
individuel et/ou en mélange (Mix)), 3/ 100 pL d’un témoin
d’immunocompétence (témoin positif de la culture
cellulaire), le PWM (Pokeweed mitogen) (seulement pour
la campagne de prophylaxie 2007-2008) et 4/ 100 pL d’un
témoin négatif de la stimulation cellulaire (N), le tampon
PBS (Phosphate buffer saline).

Ensuite, le dosage d’IFNy par la méthode immuno-
enzymatique (EIA) en sandwich est réalisée pour chaque
plasma surnageant (Cf. notice du kit Bovigam®). Des
témoins négatifs (TN) et positifs (TP) de I’EIA ainsi qu’un
traceur (contrdle externe au kit de concentration et de
valeur connues) sont ajoutés.
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1.1.1.2. Micro-méthode

La différence entre macro- et micro-méthodes se situe au
niveau de la stimulation cellulaire qui pour la micro-
méthode, est réalisée en double et ses volumes sont
réduits. En effet, seuls 250 uL de sang sont incubés avec
25 pL de stimulant. Macro- et micro-méthodes donnent des
résultats similaires (Schiller I., com. personnelle).

Les peptides recombinants (R) sont systématiquement
employés en individuel et mélange.

1.1.2. Interprétation des résultats

La méthode de validation de 1’analyse par les différents
témoins (sauf le PWM) est indiquée dans la notice
Bovigam®. Pour I’interprétation des résultats, un mode de
calcul et un seuil de positivité sont également décrits par le
fabriquant:  DOg-D0O,>0,10. Pour les peptides
recombinants, la valeur est: DQOg-DOyx>0,10. Pour le
PWM, la valeur retenue est DOpwy-DOx>0,40 (seuil
défini suite a des essais réalisés préalablement).

Le mode de calcul décrit dans le kit Bovigam® ne prend
pas en compte les absorbances des témoins (TP et TN), et
donc les variations d'absorbance dues aux conditions
I'analyse (prévu dans la norme NF U 47-019).

Nous avons donc utilisé un calcul tenant compte des
valeurs de DO obtenues pour les TP et TN par plaque
d'analyse dans le résultat final (Cf. tableau 1). Les “cut
off” ont également été redéfinis afin d’obtenir des valeurs
correspondant aux seuils de 0,10 et de 0,04 (seuil étudié
par Buddle B. er al (2001)). En effet, nous savons que
théoriquement DOg-DOA=0,10 (seuil haut) ou DOg-
D0O4=0,04 (seuil bas) et la médiane DOp-DO1n=2,4 dans
nos deux études.

Ainsi,  (DOg-DO,)/(DO1p-DO1N)=0,10/2,4=0,04.  Les
seuils pour ce nouveau mode de calcul sont donc de 0,04
(seuil haut) et de 0,02 (seuil bas). Il est intéressant
d’étudier les résultats de l’utilisation de ce dernier en
parallcle avec les tests tuberculiniques pour les cheptels a
risque.

Tableau 1 représentant les différents types de résultats obtenus
avec les PPD et avec les R en utilisant le calcul normalisé au
seuil 0,04.

Résultat individuel Expression du résultat (DO)

PPD | Positif (DOg-DO ,)/(DO7p—DOry) >0,04
Négatif (DOE—DO ,)/(DO—DOy) <0,04
R Positif (DOg—DOy)/(DOp—DO7y) >0,04
Négatif (DOg—DOy)/(DOp—DO1y) <0,04

Le résultat final du test est exprimé en tenant compte des
résultats obtenus en PPD et en R (Cf. tableau 2).

Tableau 2 représentant les différents types de résultat final

(association des résultats des PPD et R (PPD&R)) du test IFNy.
) . Résultat final du test

Résultat PPD Résultat R (PPD&R)

Positif Positif POSITIF

Négatif Négatif NEGATIF

Positif Négatif

Négatif Positif DIVERGENT

1.2. CRITERES DE SENSIBILITE RELATIVE & DE
SPECIFICITE ABSOLUE DU TEST IFNy

1.2.1. Criteres de sensibilité relative
La population cible du test IFNy est constituée de bovins
provenant de cheptels confirmés infectés de TB d’une zone
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en Dordogne. Les 59 bovins (issus de 27 cheptels)
sélectionnés dans 1’étude ont eu un résultat non négatif
(non |nég) en IDC selon les criteres définis par Gormley E.
et all (2005). Notre étude concerne donc la sensibilité du
test IFNy conditionnelle & I'IDC non négative. Une IDS a
également été effectuée pour ces bovins. Pour cette étude,
nous avons utilisé la macro-méthode (Cf. 1.1.1.1.).

1.2.2. Criteres de spécificité absolue

Vingt cinq cheptels provenant d’une zone en Dordogne
indemne de TB a ce jour (toutes les prophylaxies négatives
(notamment I’'IDS) et aucun foyer déclaré depuis plusieurs
années) ont été sélectionnés, soit 500 bovins. Pour cette
étude, nous avons utilisé la micro-méthode (Cf. 1.1.1.2.).

2. RESULTATS

2.1. SENSIBILITE RELATIVE

Pour 9 animaux, la DO correspondant a la réponse a A
était élevée (>1,7 unité DO) en méme temps que celle de B
et avec une différence de DO entre B et A comprise entre
-0,50 et 0,1. Dans ce cas, I’application du calcul ((DOg-
DO,)/(DOp-DOry)) risque au final de rendre négatif ou
divergent un prélévement provenant d’un animal infecté.
En effet, 5/9 animaux ont été considérés infectés* apres
abattage (*au minimum des Iésions évocatrices de
tuberculose découvertes a I’abattoir ou un résultat positif
en culture ou en histologie ou en PCR). De plus, ils ont
tous une IDS non négative.

Il convient donc dans ce cas particulier de se baser sur la
seule valeur de DO obtenue avec les peptides
recombinants.

Ainsi, 50 bovins seulement, provenant de 25 cheptels, ont
pu étre retenus pour estimer la valeur de sensibilité relative
(a ’'IDC non nég) du test IFNy (Se finale 1 (sensibilité
finale ou pourcentage de résultats positifs en PPD et R,
PPDNR)) actuellement utilisé en Dordogne.

Parmi ces 50 animaux avec un résultat non négatif en IDC,
seuls 43 ont eu une réaction non négative a I'IDS (soit 86
%). De méme, 19/50 bovins (soit seulement 38 %) ont été
considérés infectés™ aprés abattage. 18/19 ont eu un
résultat positif en IFNy et un seul a eu un résultat
divergent. De plus, 17 animaux ont eu une réaction non
négative a I'IDS.

100%

86%
- 82% 82% e 2% 760, 2
70% 70% -

60% -

40% -

20% +

0%
seuil 0,04 seuil 0,02

Calcul Normalisé

O Se Finale 1 (Se PPDNR) 0SePPD HSeR B Se PPDUR

Figure 1: Histogramme représentatif en pourcentage des
sensibilités relatives individuelles des PPD (Se PPD) et R (Se R)
et des sensibilités relatives du test (Se PPDNR ou Se finale 1 et
Se PPDUR) pour le mode de calcul normalisé aux seuils 0,04 et
0,02 sur 50 animaux avec une IDC non négative.
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Les résultats obtenus (Cf. figure 1) montrent que la
sensibilité individuelle des PPD (Se PPD, pourcentage de
résultats positifs en PPD) est plus élevée que celle des
peptides recombinants (Se R, pourcentage de résultats
positifs en R) et que la sensibilité du test (Se finale 1).

De plus, si on tenait compte du pourcentage de résultats
positifs obtenus avec les PPD ou R (Se PPDUR), la
sensibilité relative du test augmenterait (ex, au seuil 0,02,
Se finale 1 de 72 % < Se PPDUR de 86 %, cf. figure 1).

Par ailleurs, les diverses sensibilités étudiées (Se PPDUR,
Se PPD, Se R, et Se finale 1) sont meilleures pour le seuil
bas (ex, Se finale 1 de 70 % a 0,04 et de 72 % a 0,02, cf.
figure 1).

2.2, SPECIFICITE ABSOLUE

En raison de résultats non validés lors de 1’analyse IFNy
(manque de plasma, PWM invalide, ...), le nombre total
d’animaux retenu a été réduit a 492 animaux.

100.0% 100,0%
07
100% - +11994% 99.4%
99% i 98,8% s E—
98,09
98% 1.
R e 96.5%
96% {1 e |
95%
seuil 0,04 seuil 0,02
Calcul Normalisé
O Sp Finale (Sp PPDNR) OSpPPD S SpR B Sp PPDUR

Figure 2: Histogramme représentatif en pourcentage des
spécificités absolues individuelles des PPD (Sp PPD) et R (Sp R)
et des spécificités absolues du test (Sp PPDNR ou Sp finale et
Sp PPDUR) pour le mode de calcul normalisé aux seuils 0,04 et
0,02 sur 492 animaux.

La figure 2 montre que la spécificit¢é des PPD (Sp PPD
(pourcentage de résultats négatifs en PPD)) est de 99.4 %
pour le seuil haut et de 98,0 % pour le seuil bas. Si I’on
compare les spécificités individuelles (Sp PPD et Sp R
(pourcentage de résultats négatifs en R)), la SpR est
identique a la Sp PPD au seuil haut mais elle est meilleure
que la Sp PPD au seuil bas (98,6 %) (Cf. figure 2).

Par ailleurs, le pourcentage de résultats négatifs en PPD et
R (Sp PPDUR) est de 98,8 % au seuil 0,04 et de 96,5 % au
seuil 0,02 et le pourcentage de résultats négatifs obtenu
avec les PPD ou R est plus élevé (Sp finale (Sp PPDNR),
de 100 % pour les deux seuils). Donc, comme il a été¢ déja
démontré dans des travaux antérieurs, 1’utilisation des
peptides recombinants améliore nettement la spécificité
finale du test Bovigam® (Van Pinxteren L. A. et al, 2000 ;
Vordermeier H. M. et Ewer K., 2006).

2.3. MISE EN COMMUN DES DEUX ETUDES

La spécificité absolue du test Bovigam® (PPD avec R
inclus) actuellement utilisé en Dordogne est estimée a
100 % (Sp finale) alors que sa sensibilité relative étudiée a
partir de 50 animaux avec une IDC non négative (Se
finale 1) est comprise entre 70 % et 72 % (Cf. tableau 3).
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Tableau 3 présentant les sensibilités relatives (Se finales :
Se PPDNR) et la spécificité absolue (Sp finale : Sp PPDNR) du
test IFNy obtenues dans nos études.

Seuil | 0,04 0,02

Se finale 1 (n= 50 animaux avec IDC non nég) | 70 % 72 %
Se finale 2 (n= 32 animaux avec IDC pos) 91 % 91 %
,S;nf:;zl)e 3 (n= 43 animaux avec IDC et IDS 77 % 79 %
Sp finale (n= 492 animaux) 100 % | 100 %

Néanmoins, parmi les 50 animaux de 1’étude de sensibilité
(Se finale 1), si seulement les 43 animaux avec des IDS et
IDC non négatives sont étudiés, la sensibilité du test IFNy
augmente (Se finale 3 : 77 % — 79 %, cf. tableau 3).

De plus, pour I’étude de la sensibilité, 32/50 animaux (soit
64 %) ont eu une IDC positive (réaction positive a la
tuberculine bovine supérieure de 4 mm a celle a la
tuberculine aviaire) (Gormley E. et al, 2005). Dans ce cas,
la sensibilité individuelle des PPD passe alors a 100 %,
celle des R a 91 % et la sensibilité du test IFNy augmente
nettement (Se finale 2 : 91 %, cf. tableau 3). Ainsi, tous les
animaux ayant des IDC positives sont également détectés
positifs avec le test IFNy utilisant les PPD seulement. Une
augmentation du pourcentage de bovins considérés
infectés* apres abattage (18/32 animaux soit 56 %) est
également remarquée.

3. DISCUSSION

Dans notre étude, la spécificité du test IFNy étudié (Sp
finale) est estimée a 100 % pour les deux seuils et la
Sp PPD est comprise entre 98,0 % et 99,4 % alors que la
Sp PPD publiée par Wood P. R. ef al (1991) est de 98,1 %
pour un seuil élevé et celle présentée par Lauzi S. et al
(2001) varie de 88,8 % a 93,5 %.

La sensibilité relative du test [FNy étudié (Se finale 1) est
comprise entre 70 % et 72 %.

Par ailleurs, les valeurs estimées de sensibilité et de
spécificité obtenues avec le mode de calcul du fabricant
aux deux seuils (résultats non présentés dans ce texte) sont
respectivement quasi identiques avec celles obtenues avec
le calcul normalisé. Cependant, comme ce dernier permet
d’intégrer une correction des fluctuations liées aux
conditions de I’analyse, il est donc le plus intéressant.

La comparaison des deux seuils montre que la spécificité
finale est excellente pour les deux seuils (Sp finale de
100 %) alors que la sensibilité finale est meilleure au seuil
0,02 (Se finale 1 de 72 %). Ainsi, au seuil bas (0,02), le
gain en sensibilité est de +2 % tandis que la spécificité
n’est pas affectée. Le seuil 0,02 pourrait donc étre le plus
adapté. Néanmoins, cette comparaison de variations n’est
pas significative car 1’étude de la spécificité concerne un
nombre d’échantillons (492 animaux) nettement plus
important (11 fois plus) que pour la sensibilité (43
animaux). De plus, il conviendrait d’établir la courbe ROC
pour déterminer les meilleures valeurs de sensibilité
relative et spécificité absolue.

L’interprétation du test pourrait, cependant, étre différente
selon le cas rencontré. D’une part, dans le cas d’un cheptel
susceptible d’étre infecté par M. bovis (introduction,
voisinage, résurgence), la sensibilité serait privilégiée par
rapport a la spécificité. Le seuil décisionnel bas et la
méthode d’interprétation PPDUR seraient les plus adaptés
pour interpréter le résultat final du test. En revanche, le
seuil décisionnel haut et la méthode d’interprétation
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PPDNR permettrait de privilégier la spécificité du test en
gardant une sensibilité satisfaisante.

Une étude antéricure de sensibilité conditionnelle du test,
réalisée par le LDAR24 a partir de la méme population
cible mais de 22 bovins choisis selon le critére, animaux
considérés infectés™* apres abattage, a donné une sensibilité
relative de 91 % a 95 % pour le calcul normalisé. 77 % des
animaux ont eu une réaction non négative a 'IDS et 91 %
a I'IDC (résultat idem a Costello E. et al, 1997). En 2001,
Wood P. R. et al ont obtenu une sensibilité du test IFNy a
88 % et de I'IDS a 75 % en Espagne. Au final, les
différentes sensibilités de I'TFNy obtenues par Wood P. R.
et al en 2001 varient de 81,8 % a 100 %. Bien que notre
étude soit basée sur un faible effectif (22 animaux), elle
montre que le test IFNYy est plus sensible que I'IDC avec le
calcul normalisé (Wood P. R. et al, 1991 et 2001; Coad M.
et al, 2008). Néanmoins, il conviendrait de confirmer ceci
par des observations complémentaires.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Pour la validation du mode opératoire du test IFNy, il
serait intéressant de retenir le mode de calcul normalisé et,
d’utiliser des seuils de positivité et des méthodes
d’interprétation du résultat final du test (PPDUR ou
PPDNR) différents en fonction des zones ou des situations
épidémiologiques rencontrées.

Ainsi, la sensibilité relative a I'IDC non négative du test
IFNy étudié est estimée entre 70 % et 72 % et la spécificité
absolue est évaluée a 100 %. Cependant, ces premiers
résultats sont simplement indicatifs. Il est nécessaire de
poursuivre ces études en prenant des effectifs plus grands
afin que les résultats soient statistiquement fiables.

Par ailleurs, certains cas particuliers peuvent nécessiter une
interprétation  différente. En effet, lorsque la DO
correspondant a la réponse a A est supérieure a 1,5 unité
de DO et avec une différence de DO entre B et A comprise
entre -0,5 et 0,1, il convient donc de se baser sur la seule
valeur de DO associée aux Ag recombinants. Ceci serait a
confirmer par 1’étude d’un échantillonnage plus grand.
Enfin, depuis 2006, I'utilisation du test IFNy en Dordogne
a permis de retrouver un taux satisfaisant de déclaration
des IDS non négatives et de participer a la détection de
nouveaux foyers en raison de la requalification rapide des
cheptels suspendus.

Les auteurs remercient les sociétés Prionics et Statens
Serum Institut pour leurs contributions.

Buddle B. M., Ryan T. J., Pollock J. M., Andersen P. and
Lisle G. W., 2001. Veterinary Microbiology, 80, 37-46.

Coad M., Downs S. H., Durr P. A., Clifton-Hadley R. S.,
Hewinson R. G., Vordermeier H. M. et Whelan A. O., 2008.
The Veterinary Record, 162, 382-384.

Costello E., Egan J. W. A., Quigley F.C. et O’Reilly P. F.,
1997. The Veterinary Record, 141, 222-224.

Gormley E., Doyle M. B., Fitzsimons T., McGill K. et Collins
J. D., 2005. Veterinary Microbiology, 112, 171-179.

Lauzi S., Pasotto D., Amadori M., Archetti 1. L., Poli G. et
Bonizzi L., 2000. The Veterinary Journal, 160, 17-24.

Van Pinxteren L. A. H., Ravn P., Agger E. M., Pollock J. and
Andersen P., 2000. Clinical and Diagnostic Laboratory
Immunology, 7, 155-160.

Vordermeier H. M. et Ewer K., 2006. Veterinary. Defra.
Wood P. R., Corner L. A., Rothel J. S., Baldock C., Jones S.
L., Cousins D. B., McCormick B. S., Francis B. R., Creeper J.
and Tweddle N. E.,1991. Aust Vet J, 68, 286-290.

Wood P. R. et Jones S. L., 2001. Tuberculosis, 81, 147-155.

Renc. Rech. Ruminants, 2008, 15 84

311



ANNEXE XVI-2 : Article Faye S. et al, sous presse Vet. Microbiol.

Determination of decisional cut-off values for the optimal diagnosis of bovine
tuberculosis with a modified IFNy assay (Bovigarfi) in a low prevalence area in France

Sandy FAYE"*®*% Jean-Louis MOYEN!, Héléne GARES, Jean-Jacques BENEY, Bruno
GARIN-BASTUJI %, Maria-Laura BOSCHIROLI #*

1. Regional Analysis and Research Laboratory ofddgne (LDAR24), 161 Av. Churchill, 24660 Couloumiei
Chamiers, France.

2. Bovine Tuberculosis Reference Laboratory, Baat@oonoses Unit, French Food Safety Agency (AFESA
23 Av. du Général De Gaulle, 94706 Maisons-Alférance.

3. National Veterinary School of Alfort, (ENVA), @tagious Diseases Unit, 7 Av. du Général De Gaulle,
94704 Maisons-Alfort, France.

4. ABIES Doctoral School, ED 0435, AgroParisTedbrde Claude Bernard, 75231, Paris Cedex 5, France.

#. Corresponding author: Bovine Tuberculosis Refezdraboratory, Bacterial Zoonoses Unit, AFSSA, 23 Av
du Général De Gaulle 94706 Maisons-Alfort, France.
Phone: +33 149 77 13 21; Fax: +33 1 49 77 13 4dhalt: ml.boschiroli@afssa.fr

Abstract
The Bovigar! gamma interferon (IFfy assay was used to complement official skin-testening in a low
bovine tuberculosis (bTB) prevalence region in Eean

The aim of our work was to determine decisionalaffitvalues for protein purified derivatives (PPBahd
ESAT6-CFP10 antigens (R) in order to optimize the effica¢ the modified Bovigafh test, in this low-
prevalence area, for optimal classification of aéel or non-infected herds following positive stasts.

The sensitivity of the IFN assay relative tpost-mortembTB-positive animals (Sewas studied in 60 cattle
from 20 bTB-infected herds. Its absolute specificity)(#@as studied in 492 cattle from 25 bTB-free hdrdsm

a bTB-free zone. Its operational specificity (refatto the positive skin test) (Jwas also studied in 547 skin-
test positive cattle from 172 bTB-free herds framirgected zone.

Using normalized interpretations for individual (®Br R) results, the cut-off values at 0.02 for P&t 0.01
for R were obtained with a view to employing themlaw prevalence areas with no previously observeuat
specific reactions to SITT.

Concerning its use after positive skin tests, dtitralues were set at 0.05 for PPD and at 0.03Rfofhe choice
of an interpretation method considering positiveutes with PPD and/or R (PPDUR), justified in ahigsk
context, provided a test Saf 93% [84-98] and Spf 71.8% [67.9-75.6]. Analysis of positive resulith PPD
and R (PPDR), ideal for low-risk contexts, provided a test 8f94.3% [92.0-96.1] and Sef 77% [64-87].

Thus, adapting the criteria to the region’s infectstatus and to the conditions for its applicat®assential for
the appropriate use of the IMssay.

Keywords: Bovigarfi IFNy assay, ESAT6-CFP10, Diagnosis, Cut-off, Sensjtipecificity

Introduction

Bovine tuberculosis (bTB) is an important zoondsisnd throughout the world which is particularly
difficult to control and eradicate. France has be#ficially bTB-free since 2001, however, the
number of infected herds in the south-west rosel®20 per year between 2003 and 2006
(Anonymous, 2009), despite strict bTB regulations.

BTB-infection status in a herd is officially estmbled if Mycobacterium bovids confirmed by
bacteriology from at least one animal, or if bTBelilesions are detected by histology from a pasitiv
single intradermal comparative cervical tuberctdiat (SICTT) from the animal. In France, official
screening of bTB is based on the skin test. Thguigacy of skin test controls depends on the area’s
bTB prevalence. Pre-movement controls have not beerdatory since 2005.

A single intradermal cervical tuberculin test (S)T(Bénet J.J., 2008) is carried out first, whidh, i
positive (.e. detecting an increase in skin thickness at theneawberculin injection site of more than
2 mm), leads to the herd being disqualified and/i#gtbeing suspended until a SICTT is carried out
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six weeks later. In the event of a negative SIC&3ult (.e. if the bovine reaction is less than or equal
to 2 mm or if the bovine reaction is greater thamr but the difference between bovine and avian
reactions is less than 1 mm), the herd is consildeseb TB-free; on the contrary, if the SICTT reslt
positive {.e. if the bovine reaction is greater than 2 mm anddifference between bovine and avian
reaction is greater or equal to 1 mm), diagnosilling of the affected animal is carried out. Howev
there are certain disadvantages to the skin tedt as subjectivity in result interpretation, ladk o
specificity for the SITT and lack of sensitivityrfthe SICTT.

Because until 2005 animals testing positive toSHET were under-declared, bTB surveillance in this
region was almost entirely based @ost-mortemexamination at the slaughterhouse. Indeed,
notification of a positive SITT reaction leads téoag suspension of the herd’s status at least anti
further SICTT is carried out. Besides, due to tkeyMow bTB prevalence in France, the positive
predictive value (PPV) of the SITT is consequetdly low and thus the test is considered unreliable
by veterinary practitioners.

An alternative diagnostic test, the gamma interfeftb-Ny) assay, allows early detection of bTB
(Buddle et al, 1995, 2009; Wooett al., 2001; Gormleyet al, 2005;De la Rua-Domenecht al,
2006a, 2006b; Vordermeiet al.,2006). In contrast to the skin test, the jF$say is a laboratory test
that can be standardized, whose results can beprieted objectively, independent of veterinary
practitioners. Moreover, it can be carried out withany delay between the two analyses.

Due to the rise in the incidence of bTB in the oegipreventive measures have been strengthened and
the Bovigani IFNy assay (Prionics), has been included as an adalititingnostic tool to reinforce

the skin test findings.

Since 2006, the Bovigdimassayhas been included in surveillance programs to altbes rapid
confirmation of positive SITTs (serial use) andoalfor simultaneous use with SITTs for
epidemiological studies (parallel use) in this Etemegion. ESAT6 and CFP16). tuberculosis
complex specific antigens (from the Statens Senstitut, SSI), have also been used to improveylFN
assay specificity (Aagaart al., 2006), especially in population groups testingitpasto the SITT.

In addition, several modifications to the origipabtocol (Fayeet al, 2008 and Schilleet al, 2009)

have been introduced to optimize the test in aecdrf low bTB prevalence.

The aim of our work was to determine decisionataffitvalues for the protein purified derivatives
(PPDs) and specific antigens (ESAT6 and CFP10)rderoto obtain optimal results in terms of
sensitivity and specificity from this modified uséthe Bovigarfi assay in a low-prevalence area, in
the region’s infected or non-infected cattle popataor after positive SITT responses.

Materials and methods

The IFNy assay sensitivity study, relative pmst-mortembTB positive confirmation (S was
conducted retrospectively using the results obththeing the 2006-2007, 2007-2008 and 2008-2009
bTB control programs in the affected French souéistwegion.

The IFNy assay absolute specificity (Sp) study was perfdrineearly 2008 in the same region (Faye
et al.,2008).

Cut-off values to determine optimal $&d Sp values were obtained by combining the esdlthe
two studies (S& Sp).

However, since the IFNassay was widely used as a routine SITT confirrgatmol, the operational
specificity of the IFN assayij.e. its relative specificity to positive SITTs ($pwas also studied. This
was carried out using the results of the 2007-208 control program.

I. Description of the IFNy method employed

I.1. Cellular stimulation and IFNy dosage: Micro-method

The guidelines for the use of the Bovidakit were those provided by the manufacturer, aitfrothe
initial volumes for cellular stimulation were redut (micro-method) as similar results are obtained
with either of these methods (Schilkdral, 2009).

- 313 -



ANNEXE XVI-2 : Article Faye S. et al, sous presse Vet. Microbiol.

Cellular stimulation was performed in duplicateail®6-well plate. The bloods were processed on the
day of collection (6-8 hours max delay). Each aigof blood (250 ul) was stimulated with either (i)
25 pl of avian tuberculin (PPD A = A) or bovine @&bulin (PPD B = B) at 20 pg/ml (Prionics PPDs),
(i) 25 pl of the recombinant peptides ESAT6 andPCE (R, from SSI) at 5 pg/ml of final blood
concentration for each, (iii) 25 ul of the Pokewedditogen (PWM, from Sigma), an
immunocompetence control at 5 pg/ml of final bl@odcentration, (iv) 25 pl of the Phosphate Buffer
Saline (PBS = N) as a negative control for cellstanulation.

After 16-24 h incubation at 37°C in a humidifiednatsphere, the plate was centrifuged for 10 minutes
at 500g to facilitate plasma collection.

IFNy concentrations were determined for each superng@lasma (tested in duplicate), using the
sandwich enzyme immunoassay (EIA) method (see Bavigdocumentation). Bovigafmegative
(NC) and positive (PC) controls were used. An aolditl external positive control, a homemade tracer
consisting of a pool of positive IRNcattle plasma with a constant and well known @btaensity
(OD) value, was also used in order to evaluatedses reproducibility.

|.2. Method of interpreting results

The different control values (NC and PC) used fdidating EIA were those of the manufacturer. The
control values (PWM and PBS) used for validating samples’ quality were the following: @k-
OD\>0.40 for PWM (Fayestal., 2008) and OR<0.30 for PBS (as previously described by Cead
al., 2008). The level of variation between duplicate glaswas below 10 %.

A new result interpretation calculation formula wesed. It takes into account the NC and PC results
per analysis plate, and thus absorbance variatloesto analytical conditions (recommended by the
French standard for EIA (NF U47-019)) and used Isefet al.,2005): (OR-OD,)/( ODpc-ODyc)

for PPD and (OR-ODy)/( ODpc-ODyc) for R. (Fayeet al.,2008).

Consequently, the 0.1 cut-off recommended for tbeigant kit has been adapted with a formula
including median OR-ODy\c at 2.40: (OR-ODa)/(ODpc-ODyc)= 0.10/2.40=0.04 (Fayet al,
2008). The PC and NC OD values (for each analyate)pare those obtained from our sensitivity and
specificity studies.

Thus, the individual positive results of the -Bssay were as follows:

Positive result in PPD if (O2OD,)/( ODpc-ODyc) > selected cut-off

Positive result in R if (OR-ODy)/( ODpc-ODyc) > selected cut-off

The final result of the IFiNassay is determined according to the combinediohal results of PPD
and R. It is divided into 3 categories: positiveO@ positive individual results), negative (NEG,
negative individual results) and divergent (DIVifelient individual results), (Fayet al., 2008).

Il. Specimen description and processing

[1.1. IENy assay sensitivity study in relation topost-mortembTB positive confirmation

(S&)

The IFNy assay sensitivity study in relation post-mortembTB confirmation (S¢ was carried out
retrospectively in 73 cattle fro28 recognized bTB-infected herdse(where at least one animal has
been found to be culture-positive fidr bovig from a high-prevalence zone in the studied regidh
these cattle presented bTB-like lesions at thegb@uhouse and were thus considered bTB-positive
(as described by Gormlest al.,2005). In addition, 40 of these 73 animals weréhkr analyzed and
confirmed as bTB-infected by different direct diagtic methods: 26 at least by culture and 14 atlea
by Mycobacterium tuberculosisomplex PCR and/or histology (Fageal., 2008).

Collection of these blood samples was carried etwéen 3 and 10 days after the SITT.

II.2. IEN y assay absolute specificity study (Sp)

IFNy assay absolute specificity (Sp) was studied in ¢iile from 25 bTB-free herds€. where no
cattle have been found to be cultpasitive since 2001) from a bTB-free zone (no pesianimal in
any of the screening tests (SITT and SICTT) andeognized outbreak for at least 10 yeaiiSaye
et al.,2008). These herds are still considered as bT8tralate.
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Collection of these blood samples was carried auhe same day as the SITT.

[.3. IEN y assay specificity study in relation to positive JIT (Sp;)

IFNy assay specificity relative to positive SITT (Bpas studied in 578 cattle testing positive toTSIT
from 176 bTB-free herds.€. where no cattle have been found to be culpasitive since 2001).
Unlike the above-mentioned absolute specificitydgiuhese herds were located in a bTB-infected
zone {.e. a zone where several bTB outbreaks had taken jphaoecent years). These herds were
subsequently monitored annually and to date thestili considered bTB-free.

Collection of these blood samples was carried aldy® after the SITT.

I1l. Statistical methods

Different cut-off values were evaluated in a sintiola to determine their effects on the sensitivity
(Se) and specificities (S& Sp) of the test (Lauzt al.,2000). The R statistical software (R version
2.9.2 (August 2009), R Foundation for Statisticabmputing, Vienna, Austria, http://www.R-
project.org) was used to estimate sensitivity gmekiicity values (with a 95% confidence interval,
95% ClI).

To establish a set of conditions (a cut-point) tove both the optimal test's sensitivity and
specificity, receiver-operator characteristic (R@@alyses of single variables were used (Rteat.,
2000).

Results

I. Individual Sensitivity relative to post-mortembTB positive confirmation (Se) & Absolute
Specificity (Sp) and final Se & Sp at selected cut-off values for optimal indivdual Se & Sp

In the Se study, 13/73 animals yielded invalid results WiRRD stimulation. The OD value for A
(OD,) was high, as was that of B (@D(each >2.5 OD units), with an QIDD, ratio ranging from
0.850 to 1.150. Indeed, beyond 2.5 OD units, ttaplyrepresenting OD as a function of the yFN
concentration was not linear (absorbance satufafidrerefore, only the remaining 60 cattle (from 20
herds) were used in our analysis.

Plasma from these invalid-result animals was diluenfold in PBS which allowed us to overcome
the OD saturation problem and assign them as @sitiye infected animals (data not shown). The
limited number of samples made it impossible tawdvalid statistical conclusion.

|.1. Combined results of individual Se & Sp studies of the IFN assay

I.1.1. PPD Seé& PPD Sp at different cut-off values

Table 1a shows the PPD,Sigures for different cut-off values obtained fratre Sestudy. PPD Sp
values are shown in Table 1la using different ctivafues obtained from the Sp study (Fayeal.,
2008).

The results presented in Table 1a show that PRibie specific than sensitive (cut-off at 0.04, 83%
[95% CI, 72-92%] for PPD $Sand 99.4% [95% CI, 98.2-99.9%] for PPD Sp).

A ROC curve of PPD [(OPOD,)/(ODpc-ODyc)] was plotted from these PPD Send Sp values
(Figure 1a). The optimal PPD ,S83% [84-98]) and PPD Sp (98.0% [96.3-99.0]) waltained when
the cut-off is about 0.02 (Figure 1a and Table 1a).

[.1.2. R Sg & R Sp at different cut-off values

ESAT6-CFP10 (R) Sevalues are shown in Table 1b using different dtitralues obtained from the
Se study. The R Sp figures, using different cut-adfues obtained from the Sp study, are shown in
Table 1b.

The results presented in Table 1b show that R isempecific than sensitive (cut-off at 0.04, 80%
[68-89] for R Seand 99.4% [98.2-99.9] for R Sp) as described énliterature.
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A ROC curve of R [(OR-ODy)/(ODpc-ODyc)] was plotted from these R Sand Sp values (Figure
1b). The optimal R $€97% [89-100]) and R Sp (95.9% [93.8-97.5]) webéatned when the cut-off
is about 0.01 (Figure 1b and Table 1b).

[.2. Final Se & Sp of the IFNy assay at selected cut-off values for optimal indidual Se

& Sp

I.2.1. Final Se at cut-off values 0.02 and 0.01 for PPD and R callation methods respectively

The final Seof the IFNy assay, at cut-off values 0.02 and 0.01 for PPD Rwwdlculation methods
respectively, are shown in Table 2. FF®results correspond to positive results while PROEsults

correspond to positive and divergent results.

The Se PPDNR [% (POS)] and the $®PDUR [% (POS + DIV)] obtained were estimated @G#9
[82-98] and 100% [95-100] respectively (Table 2).

I.2.2. Final Sp at cut-off values 0.02 and 0.01 f&?PD and R calculation methods respectively

The final Sp of the IFN assay, at cut-off values 0.02 and 0.01 for PPD Rrwdlculation methods
respectively, are shown in Table 2.

The Sp PPDR [1 - % (POS) = % (NEG + DIV)] and Sp PPDUR [1 -(PS + DIV) = % (NEG)]
obtained were estimated at 100% [99.2-100] and%939..4-95.8] respectively (Table 2).

II. Individual Sensitivity relative to post-mortembTB positive confirmation (Se) & Specificity
relative to positive SITT (Sp) and final Se & Sp, at selected cut-off values for optimal
individual Se; & Sp;,

In the Spstudy of the IFN test, 31/578 animals yielded invalid results irDPFherefore, only the
remaining 547 cattle (172 herds) were subsequ&aply for our study.

Plasma from these invalid-result animals was diluenfold in PBS which allowed us to overcome
the OD saturation problem and assign them as eggdtive infected animals (data not shown).

I1.1. Combined results of individual Se & Sp, studies of the IFNy assay

[1.1.1. PPD S¢ & PPD Sp at different cut-off values

For the different cut-off values obtained from ®e study, the PPD $éigures are given in Table 1a.
For the different cut-off values obtained from tBp study, the PPD $gdigures are also given in
Table 1a.

The results, presented in Table 1a, show that BRibre sensitive than specific (cut-off at 0.044683
[72-92] for PPD Seand 73.3% [69.4-77.0] for PPD $jn contrast to the results obtained in the
absolute specificity (Sp) study.

A second ROC curve of PPD [(@HEDDA)/(ODpc-ODyc)] was plotted from these PPD Send Sp
values (Figure 1c). The optimal PPD, $83% [72-92]) and PPD $(75.5% [71.7-79.0]) were
obtained when the cut-off is about 0.05 (Figureid Table 1a).

I1.1.2. R Se & R Sp; at different cut-off values

The R Sefigures, for different cut-off values obtainedrtdhe Sestudy, are given in Table 1b. The
R Sp figures, for different cut-off values obtainedrfiahe Spstudy, are also given in Table 1b.

The results, presented in Table 1b, show that iRaege specific than sensitive (cut-off at 0.04, 80%
[68-89] for R Seand 93.1% [90.6-95.0] for R §@s described in the literature.

A second ROC curve of R [(QBODy)/(ODpc-ODyc)] was plotted from these R S&nd Spvalues
(Figure 1d). The optimal R SE7% [75-94]) and R ${§90.7% [87.9-93.0]) were obtained when the
cut-off is about 0.03 (Figure 1d and Table 1b).

This cut-off corresponds to 0.07 (0.03 x 2.4) wtith following calculation method: QBODy
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I1.2. Final Se. & Sp, of the IFNy assay at selected cut-off values for optimal indigual
Se & Spr

[1.2.1. Final Se at cut-off values 0.05 and 0.03 for PPD and R callation methods respectively

The final Seof the IFNy assay, at cut-off values 0.05 and 0.03 for PPD Rwwdlculation methods
respectively, are shown in Table 3.

The Se PPDNR and Se PPDUR obtained were estimated at 77% [64-87] aBth 984-98]
respectively (Table 3).

11.2.2. Final Sp; at cut-off values 0.05 and 0.03 for PPD and R caillation methods respectively

The final Sp of the IFNy assay, at cut-off values 0.05 and 0.03 for PPDRumdlculation methods
respectively, are shown in Table 3.

The SpPPDNR and SpPPDUR obtained were estimated at 94.3% [92.0-%d]71.8% [67.9-75.6]
respectively(Table 3).

Discussion and Conclusion

In our study, a normalized interpretation formulasmused to improve the test's reproducibility.
Combining the individual results of the .Sgsensitivities relative tgpost-mortembTB positive
confirmation) of PPD and ESAT6-CFP10 (R) stimulatend the Sp (absolute specificities) of PPD
and R made it possible to determine the cut-offieslfor obtaining optimal values of individual, Se
and Sp.

The cut-off value of our PPD calculation metho@stimated at 0.02 for optimal PPD, $£93% [84-

98] and Sp of 98.0% [96.3-99.0] (Table 1a), whie tut-off value of our R calculation method is
estimated at 0.01 for optimal R,$# 97% [89-100] and Sp of 95.9% [93.8-97.5] (Tabitg.

However, Bovigarfis ODpc values are generally too high (average value aBdsjt and thus no
longer corresponding to the dose-response zoris.thus recommended for subsequent studies to
dilute the kit's positive control so as to obtaib£ values in the linear zone which are constant for
each batch.

The test’'s specificity and sensitivity were assdssensidering positive and divergent results
(PPDUR) or just positive results for each methdeIRR).

If we consider PPDR, the values of the relative sensitivity and absospecificity of the IFN assay
were finally estimated respectively at 90% [82-@8ld 100% [99.2-100] (Table 2) at previously
determined cut-off values (0.01 for R & 0.02 forlWfn a context of low prevalence with no previous
non-specific reactions to SITT. For PPDUR, relatisensitivity and absolute specificity were
estimated at 100% [95-100] for , Sad 93.9% [91.4-95.8] for Sp (Table 2).

We can then propose to interpret the test resuktsrding to different epidemiological contexts.
Indeed, in the case of animals from an unfavoraoletext,i.e. belonging to a previously bTB-
infected herd (risk of bTB resurgence) and/or as@mndly bTB-infected herd and/or a herd
epidemiologically linked to another recognized bihBected herd, sensitivity should be favored rather
than specificity. The PPDUR interpretation shotidrt be chosen. For this type of interpretation, we
obtained excellent test sensitivity (8& 100%) with good specificity values (Sp of 93)9%
Conversely, in a favorable contekg. a herd considered free of bTB for several yeadspmasenting
no other epidemiological link with other infectedrtls, or a herd from a bTB-free zone, specificity
should be favored rather than sensitivity. The PRDnterpretation would thus be more suitable.
Here, we obtain excellent test specificity (Sp @0%) with acceptable test sensitivity (5890%).

However, since the IFNassay was mostly used after a positive SITT, we siudied the operational
specificity of the test (Sp The results obtained show that R is more spetifin PPD at a selected
cut-off value of 0.04 (93.1% [90.6-95.0] for R,§pable 1b) & 73.3% [69.4-77.0] for PPD jpable
la)). The use of R clearly allows the specificifytiee IFNy assay to be improved (Van Pinxtern
al., 2000; Buddleet al, 2001, 2003, 2009; Vordermeiet al., 2001, 2006; Wooekt al., 2001 and
Aagaardet al.,2006; De la Rua-Domeneeh al, 2006a; Coaet al.,2008).
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Thus, as has already been described by othersdRathl. 1990; Woodet al., 1991, 2001; Ryast

al., 2000 and Gormlewgt al., 2005), the Bovigafhassay appears to be a useful additional diagnostic
tool for the detection of bTB in low-prevalenceasavhen used with specific peptides and an adapted
protocol.

The combination of results from the individual 8ad the individual Sgstudies (specificities, relative
to positive SITTs, of PPD and R) made it possiblelétermine cut-off values for obtaining optimal
individual values.

The cut-off value of our PPD calculation method watmated at 0.05 for optimal PPD, & 83%
[72-92] and Spof 75.5% [71.7-79.0] (Table 1a); the cut-off valoleour R calculation method was
estimated at 0.03 for optimal R, 87% [75-94] and Spf 90.7% [87.9-93.0] (Table 1b).

If we consider PPDR, the values of the relative sensitivity and sfigity of the IFNy assay were
finally estimated respectively at 77% [64-87] and.3%% [92.0-96.1] (Table 3) at previously
determined cut-offs (0.03 for R & 0.05 for PPD),alow prevalence context and in a positive SITT
population, while they were estimated at 93% [8#{68Sg and 71.8% [67.9-75.6] for SfTrable 3),
with regard to the PPDUR method. Then, in an uniavie context, the PPDUR interpretation would
provide good test sensitivity (Sebout 93%) with suitable test specificity (Spout 71.8%).
Conversely, in a favorable context, the PHDinterpretation would provide good test spec¥i¢bp
about 94.3%) with suitable test sensitivity (8bout 77%). In these population groups, the loss i
specificity led to a maodification of the employedt-o©ff values and thus, a decrease in the sengitivi
This effect is more noticeable for PPD than for R.

In retrospective studiese. Ser and Spr studies, the totality of the assay&lawot be carried out with
same delay after SITT. We did not take into accalist variability in performing the test (3-10 days
after SITT), even though the literature shows itynsametimes affect the results (Schiller et al.,
2010).

On the whole, the values for individual sensitivipd specificity depend on the specific field
conditions when applying the test (the total popoiaor just the positive SITT population). As a
result, their corresponding decisional cut-off®alary. Subsequent to the choice of decisionabfiut-
values, the result interpretation method (PPDor PPDUR method) is selected according to a
favorable or unfavorable epidemiological context.

To conclude, the present work made it possibleeterthine cut-off values of 0.02 and 0.01 for PPD
and R respectively for the use of the modifiedtFi$say in parallel to SITT, in a particular region
Dordogne,i.e. in a population without previous SITT’s non-specifeactions and with a low bTB
prevalence context. Concerning the use of thisylRldsay after positive SITTs and in a low
prevalence area, we obtained cut-off values of @b 0.03 for PPD and R respectively. These cut-
off values could also be suitable for other aredsere& cross reactions with environmental
mycobacteria might occur.

The different data obtained show that, accordinthéoregion’s infection status and the conditiohs o
the test’s application, it is necessary to studinvidual (PPD and R) sensitivities and specifigtso

as to define optimal decisional cut-off values R*D and R. Moreover, the PPDUR interpretation
method should be used when a bTB high-risk estinmtestablished (based on an unfavorable
epidemiological context) whereas a RM® interpretation method should be used for a I®k-ri
assessment (favorable epidemiological context).

Finally, adapting the analysis criteria (cut-offsr&erpretation method) to the region’s infectidatss
(for example low or high bTB prevalence, frequeméynon-specific reaction, etcgnd to the test
application conditions (for example confirmation @fevious SITT results, total or partial
depopulation, etc.), is essential for the apprognise of our modified IFNassay.
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Tables

Table 1. Results (% - 95% CI) of individual S&p and Spof the IFNy assay for different cut-off values,
obtained in Se(n=60), Sp (n=492) and SM=547) studies a. Results of PPD $ePPD Sp and PPD Sfresult
calculation: (OR-OD,)/( ODpc-ODy¢)); b. Results of R $SeR Sp and R Sifresult calculation: (OR ODy)/(ODpc-ODyc)).

Cut-off | 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08
a PPDSe| 93% | 93% 87% 83% 83% 75% 75% 75%
R.esults . 84-98 84-98 75-94 72-92 72-92 62-85 62-85 62-85
b @) (56) (56) (52) (50) (50) (45) (45) (45)
oo PPD | PPD Sp | 97:6% | 98.0% | 99.2% | 99.4% | 99.4% | 99.4% | 99.4% | 99.4%
€, m 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
Spand | (ii) (480) (482) (488) (489) (489) (489) (489) (489)
PPD Sp PPD 61.1% | 66.5% | 70.4% | 73.3% | 755% | 77.1% | 79.5% | 80.8%
% -95% ClI So (ii 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
(number) | SP (i) | “(334)" | 364y | (385) | (a01) | (413) | (422) | (435) (442)
R S 97% 88% 87% 80% 72% 68% 67% 62%
b. . 89-100 76-95 75-94 68-89 59-83 55-80 53-78 48-74
Results | V) 58) | (53) (52) (48) (43) (41) (40) (37)
ofRSe [Rsp 95.9% | 98.6% | 99.4% | 99.4% | 99.6% | 99.6% | 99.8% | 99.8%
R Sp and 93.897.5| 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
R Sp Y 472) | (485) (489) (489) (490) (490) (491) (491)
%-95%Cl [ R g 60.9% | 84.8% | 90.7% | 93.1% | 94.5% | 954% | 96.0% | 96.5%
(number) q 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
(vi) 333) | (464) | (496) | (509) | (517) | (522) | (525) (528)

i. Number of PPD positives in S¢udy;ii. Number of PPD negatives in Spdy;iii. Number of PPD negatives in Sgiudy;
iv. Number of R positives in S&udy;v. Number of R negatives in Spidy;vi. Number of R negatives in, Sgudy.
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Table 2. Final results (number of POS, DIV and NEG), at-affitvalues 0.02 and 0.01 for the PPD and R
calculation method respectively, in the Seidy (n=60) and the Sp study (n=492) of the{llRisay and then the
Sg (% - 95% CI) and the Sp (% - 95% CI) of the Fabsay from the PRTIR or PPIUR interpretation method.

Cut-offs: 0.02 PPD & 0.01 R
Number of Final results in Sp study Final results in Sg study
POS 0 54
DIV 30 6
NEG 462 0
Interpretation Final Sp % - 95% CI Final Se % - 95% CI
method (number of negative animals) (number of positive animals)
PPDNR 100% [99.2-100] (492) 90% [82-98] (54)
PPDUR 93.9% [91.4-95.8] (462) 100% [95-100] (60)

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

Table 3. Final results (number of POS, DIV and NEG), at-affitvalues 0.05 and 0.03 for the PPD and R
calculation method respectively, in the Study (n=60) and the Sptudy (n=547) of the IFNassay and then
the Se (% - 95% CI) and the $§% - 95% CI) of the IFM assay from the PRTIR or PPIJR interpretation
method

Cut-offs: 0.05 PPD & 0.03 R
Number of Final results in Sp study Final results in Se study
POS 31 46
DIV 123 10
NEG 393 4
Interpretation Final Sp. % - 95% CI Final Se % - 95% CI
method (number of negative animals) (number of positive animals)
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);Sg PPDUR: % (POS + DIV).
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Figure 1. (A): ROC curve of PPD [(O03-ODp)/ (ODp-ODp )] from PPD Sg & PPD Sp. The optimal
cut-point of this calculation method at 0.02, yietfla S¢ of 0.93 and a Sp of 0.98, is shown (arrp{ig): ROC
curve of R [(ODR-ODyp))/ (ODp-ODp )] from R Se & R Sp. The optimal cut-point of this calculation
method at 0.01, yielding a Sef 0.97 and a Sp of 0.96, is showW@): ROC curve of PPD [(ODg-ODp)/
(ODp-ODp )] from PPD Sg & PPD Spy,. The optimal cut-point of this calculation methoda?5, yielding
a Se of 0.83 and a §pof 0.76, is shown(D): ROC curve of R [(ODRr-ODy))/ (ODp-ODpc)] from R Se,

& R Sp,. The optimal cut-point of this calculation method0a@3, yielding a Seof 0.87 and a Spof 0.91, is
shown.
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