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Introduction

INTRODUCTION

La lutte contre les maladies animales et les ravages économiques et sanitaires causés par les
épizooties ne constituent pas une préoccupation récente pour les pouvoirs publics. En France, les
textes de lois se succeédent au cours des XVIII*™ et XIX*™ siécles pour tenter de remédier aux grands
fléaux de la santé animale tels que la peste bovine ou la morve des équidés. Le 21 juillet 1881, le
parlement vote la « loi sanitaire » qui accorde aux vétérinaires un réle important dans I'hygiene
publique en leur confiant une mission de surveillance des maladies contagieuses des animaux
Toutefois, ces textes comportent des lacunes et sont difficilement applicables. L'un des principaux
écueils est la difficulté d’établir avec certitude I’existence d’une maladie chez un individu. Un député
signale, lors d’un débat sur le projet de loi (le 8 mars 1881) : « Vous ne pouvez pas exiger que toutes
les fois qu’une béte tombe malade, qu’elle a une apparence de rhume, on appelle le vétérinaire, par
la raison qu’il est possible que ce ne soit pas un coryza mais une morve » (Propos rapportés par
Hubscher, 2002). Les limites d’un diagnostic basé sur un seul indicateur imparfait (qu’il s’agisse d’un
tableau clinique, comme ici, ou du résultat d’un test) sont mises en évidence sans qu’il ne soit
possible de les pallier a l'aide des moyens de I'époque. La nécessité de concevoir des outils
permettant d’évaluer le risque d’erreur lié au diagnostic et d’aider a la prise de décisions sanitaires
sur le terrain apparait. Cette problématique restera d’actualité jusqu’a aujourd’hui (Greiner et
Gardner, 2000), les solutions proposées évoluant au gré des besoins (mise en place de plans de lutte
contre les maladies animales, contrdles a I'export des animaux..) et du développement de
I’épidémiologie animale (naissance des systemes d’épidémiosurveillance, approfondissement des
connaissances sur les agents pathogénes et les infections dont ils sont responsables, découverte et
amélioration des tests de dépistage et de diagnostic, création de méthodes mathématiques
d’analyse et de modélisation des résultats obtenus...).

Notre travail est composé de cing chapitres. Nous verrons dans un premier temps quels sont
les enjeux et les modalités de la lutte contre les maladies animales, quels sont les outils
épidémiologiques disponibles pour I'élaboration de stratégies décisionnelles et quelles méthodes
peuvent permettre I'évaluation de ces outils et leur comparaison. Les trois chapitres suivants
constituent une application de ces méthodes, dans des contextes différents correspondant a trois
types de situations dans lesquelles il existe un besoin d’aide a la décision sanitaire en santé animale.
Le dernier chapitre de ce manuscrit consiste en une discussion générale sur les modalités de choix

d’un outil d’aide a la décision sanitaire.
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CHAPITRE | : EPIDEMIOLOGIE EN SANTE ANIMALE ET
LUTTE CONTRE LES MALADIES ANIMALES INFECTIEUSES
MAJEURES
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Chapitre I : Epidémiologie et lutte contre les maladies en santé animale

1 Approche épidémiologique de la santé animale et lutte contre les maladies
animales infectieuses

1.1 Crises sanitaires et essor de I'épidémiologie animale

L'épidémiologie des maladies animales est une discipline récente, considérée comme un
domaine « a part entiére » de la médecine vétérinaire depuis les années 1980 a 1990 (Morris, 1995 ;
Blajan, 2005). La survenue de crises sanitaires telles que celle de I'encéphalopathie spongiforme
bovine ou, plus récemment, I'influenza aviaire hautement pathogéne a virus H5N1 ont largement
contribué a son développement et a sa médiatisation. Le mot « épidémiologie » appliqué au domaine
de la santé animale fait sa premiere apparition dans une circulaire ministérielle du 21 mai 1946
intitulée  « Documentation épidémiologique » et  constituant un  guide  succinct
d’épidémiosurveillance destiné aux directeurs des services vétérinaires départementaux (Blajan,
2005).

Les conséquences des maladies animales peuvent étre multiples.

Leurs conséquences économiques concernent en premier lieu les élevages infectés : pertes directes
de productivité (mortalité, baisse de fertilité, diminution de la production laitiére, abattage et saisies
éventuelles sur les carcasses), pertes de revenus des activités utilisant les ressources animales,
nécessité d’'investissement dans des mesures de lutte (pasteurisation du lait, installation de barriéres
pour limiter les contacts avec la faune sauvage) et pertes indirectes liées au colt des mesures de
prévention, d’éventuels traitements et du surcroit de travail associé. Les filieres de production sont
également touchées en amont (mise en danger d’un patrimoine génétique) comme en aval
(commercialisation des denrées alimentaires d’origine animale). Ces conséquences s’étendent aux
échanges commerciaux nationaux, intracommunautaires ou internationaux.

D’autre part, 'abattage de cheptels infectés a des fins d’éradication, voire de cheptels non infectés
mais situés a proximité d’un foyer pose un probleme éthique.

Enfin, dans le cas de maladies zoonotiques, ces conséquences concernent aussi les populations
humaines. Certains programmes mis en ceuvre en santé animale répondent a une problématique
initialement considérée comme relevant de la santé publique « humaine » (par exemple, prévention
des toxi-infections alimentaires collectives dues a Escherichia coli ou Salmonella aux Etats-Unis)
(Salman, 2009). Cette proximité entre médecine humaine et vétérinaire est d’ailleurs I'objet du
projet « One World, One Health », initié en 2004. Ce projet reprend le concept « One medicine »

énoncé par Shwabe au XX*™ siécle et reconnait I'existence de concepts et d’objectifs identiques en
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santé humaine et en santé animale et le fait que I'association de ces deux disciplines permette de

contribuer a leurs développements respectifs (Zinsstag et al., 2011).

‘Malgré sa « jeunesse » relative, I'épidémiologie en médecine vétérinaire s’avere étre un outil
indispensable dans la lutte contre les maladies animales, a I'échelle individuelle comme a I'échelle
collective. Les répercussions des maladies animales réglementées peuvent étre d’ordre économique,
d’ordre éthique et/ou d’ordre sanitaire pour I'Etre humain, en raison de I'existence d’un grand
nombre de zoonoses plus ou moins séveres (brucellose, tuberculose, rage..). On estime, en
I'occurrence, que plus de 70% des maladies humaines émergentes sont d’origine zoonotique (OMS,
2006). La lutte contre les maladies animales constitue donc un enjeu pour la santé animale comme

pour la santé publique.

Au cours des dernieres décennies, les autorités sanitaires francaises ont mis en ceuvre un
certain nombre de programmes de lutte contre les maladies animales majeures. Entre 1990 et 2010,
la France a acquis le statut de « pays officiellement indemne » vis-a-vis de plusieurs maladies

animales réglementées (Tableau 1).

Tableau 1 : Principales maladies dont la France a été déclarée officiellement indemne au cours des
vingt derniéres années (1990 - 2010)

Date d’acquisition du statut

Maladie officiellement indemne
Fievre aphteuse 2001
Tuberculose bovine 2001
Brucellose bovine 2005
Rage des carnivores terrestres 2010

Malgré ce bilan tres positif, I'expérience montre que les risques de réapparition de foyers de
certaines de ces maladies « éradiquées » ne doivent pas étre négligés, tout comme le risque
d’introduction ou d’émergence de maladies exotiques sur notre territoire, comme l'illustre la récente
épizootie de fievre catarrhale ovine survenue en France.

Le risque d’introduction ou d’émergence de maladies exotiques a considérablement augmenté au
cours des derniéres années (King et Khabbaz, 2003), en raison d’évolutions sociétales (augmentation
des flux de personnes, d’animaux et de matériel sur de longues distances en un temps court,
importations d’animaux exotiques [Praud, 2009 ; Praud et Moutou, 2010], modification des pratiques
alimentaires) et environnementales (modification des aires d’activité des vecteurs liée aux variations

climatiques, déboisement et augmentation des interactions étre humain/animal).
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‘ Ce constat souligne I'importance de poursuivre la surveillance des maladies animales déja
éradiquées sur notre territoire, en améliorant les outils de dépistage et en adaptant les protocoles
d’aide a la prise de décisions sanitaires a un contexte de fin d’éradication.

Pour d’autres maladies en revanche, aucun plan de lutte n’a encore été organisé mais I’évolution
du contexte épidémiologique peut conduire les pouvoirs publics a initier une politique de
dépistage systématique, voire d’éradication. C'est par exemple le cas de maladies considérées
comme « émergentes » ou dont les conséquences économiques et/ou sanitaires deviennent

préoccupantes, telles que I'Influenza aviaire hautement pathogene a virus H5N1 (Desenclos et De

Valk, 2005).

1.2 Principes de lutte contre les maladies infectieuses animales et concept d’élevage
« officiellement indemne » d’'une maladie réglementée

On considére classiquement que la lutte contre les maladies animales recourt a deux types de
méthodes, dites « offensives » (i.e. visant a éradiquer la maladie dans les zones ou élevages infectés)
et « défensives » (i.e. visant a éviter l'introduction de la maladie dans les zones ou élevages

indemnes) (Toma et al., 2010).

1.2.1 Théorie de la lutte contre les maladies infectieuses animales ; concepts de luttes
offensive et défensive

1.2.1.1 Eradiquer les foyers en cours : organisation de la lutte offensive

La lutte offensive contre une maladie nécessite en premier lieu la détection du foyer. Cette
détection peut avoir lieu sur la base de signes cliniques observés par I'éleveur ou le vétérinaire, au
cours d’un dépistage systématique sur les animaux du cheptel, a I'abattoir par la mise en évidence de
Iésions, lors d’un controle a la vente ou suite a une enquéte mettant en évidence un lien avec un
autre cheptel foyer.

Des mesures de limitation sont alors mises en place dans le foyer identifié afin d’éviter la
diffusion de I'agent pathogéne hors de I'élevage : 'ensemble des animaux du cheptel sont identifiés
et recensés et I'exploitation est « bloquée » : aucun animal, produit d’origine animale ou matériel
provenant n’est autorisé a sortir de I’exploitation, ni a y entrer. Cette interdiction peut étre étendue

aux mouvements de personnes dans le cadre de maladies animales tres hautement contagieuses et
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soumises a plans d’urgence de type ORSEC (Organisation de la Réponse de Sécurité Civile), telles que
la fievre aphteuse.
L'éradication de la maladie au sein du foyer peut étre réalisée selon plusieurs modalités :

- abattage de I'ensemble du troupeau dans les plus brefs délais ;

- abattage des infectés au fur et a mesure de leur détection ou « abattage partiel » ;

- plus rarement : conservation des animaux infectés jusqu’a guérison.
Par la suite, un nettoyage suivi d’'une ou plusieurs désinfections et d’un vide sanitaire des locaux
ayant hébergé les animaux atteints sont réalisés, le cas échéant.

L'utilisation de mesures médicales telles que le traitement des animaux est rare. Celui-ci est
par exemple interdit dans le cas de la lutte contre la tuberculose ou la brucellose animale, le risque
principal d’une telle pratique étant la persistance de I'agent pathogene a bas bruit chez I'individu
traité, la possibilité d’'une excrétion chronique avec contamination d’autre animaux ou d’humains et
le risque d’émergence de résistances aux antibiotiques.

Une enquéte épidémiologique est également mise en ceuvre dans le but d’identifier les
exploitations, lieux d’hébergement d’animaux ou produits d’origine animale (i) a I'origine de la
contamination du foyer index -enquéte « amont »- et (ii) ceux susceptibles d’avoir été contaminés
par le foyer index -enquéte « aval ».

Aprés éradication du foyer, le cheptel pourra recouvrer sa qualification indemne de la maladie
concernée apres avoir subi plusieurs séries de tests dont les résultats doivent étre négatifs sur

I’ensemble des animaux du troupeau.

Ces méthodes « curatives » sont indispensables mais insuffisantes a I’éradication de la maladie

en I'absence d’action préventive. Ce deuxieme type d’approche est celui de la lutte défensive.

1.2.1.2 Eviter la contamination de cheptels indemnes : organisation de la lutte défensive

Le principe de la lutte défensive est la protection du cheptel contre les maladies dont il est
indemne. Les animaux introduits dans le cheptel doivent provenir d’une exploitation qualifiée
d’« officiellement indemne » de la maladie, étre soumis a un test de dépistage et étre mis en
guarantaine dans leur cheptel d’arrivée.

La lutte contre lintroduction de I'agent pathogéne passe également, dans la mesure du
possible, par des précautions vis-a-vis des visiteurs et matériels entrant dans I'exploitation, ainsi que

par la limitation des contacts entre le bétail et la faune sauvage. Ce type de mesures (clotures, filets
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de protection...) sont difficiles a mettre en ceuvre dans les élevages classiques. Elles sont en revanche
plus adaptées aux élevages industriels hors-sol (volailles, porcs).

Des mesures de dépistage périodique sont instaurées pour permettre la détection précoce de
la plupart des grandes maladies infectieuses animales. Les modalités du dépistage sont adaptées aux
caractéristiques de la maladie, de la situation épidémiologique et du test utilisé. La population
« cible » peut étre constituée par la totalité des animaux du cheptel ou une fraction de ces derniers,
choisie en fonction de leur age ou d’autres critéres épidémiologiques: animaux récemment
introduits, reproducteurs.... La périodicité doit étre adaptée a la prévalence de la maladie dans la
zone concernée en raison de I'influence de ce paramétre sur les valeurs prédictives du test (cf. 3.2.1).
Enfin, le test utilisé doit détecter de maniére satisfaisante les animaux infectés et les animaux
indemnes (cf. 3.2.1). Pour ce faire, il peut étre utilisé individuellement ou sur un groupe d’animaux. A
titre d’exemple, le dépistage de la brucellose bovine est réalisé annuellement, a I'aide d’un test
collectif réalisé sur le lait de tank dans les élevages laitiers ou sur le sang d’au moins 20% des

animaux agés de plus de 24 mois dans les élevages allaitants.

Les plans de lutte contre certaines maladies réglementées prévoient I'utilisation de la
vaccination. Elle peut étre utilisée dans un but préventif (exemple de la lutte contre la rage vulpine
initiée en France en 1989 a I'aide de vaccins oraux afin d’éviter la contamination entre renards ou de
la vaccination contre la fievre charbonneuse des animaux non atteints présents dans les élevages
foyers) ou dans un but suppressif (exemple de la lutte contre la fievre aphteuse en 2001 au Royaume
Uni avec la vaccination dite « périfocale » des animaux des exploitations situées a proximité des
foyers avant leur abattage afin de limiter I'excrétion du virus et d’enrayer sa propagation).

La vaccination pose néanmoins deux probléemes majeurs :

- la distinction entre animaux vaccinés et infectés (vaccin a stratégie « DIVA ») n’est
pas toujours possible ;

- la protection conférée par I'immunité vaccinale n’étant pas parfaite, certains
animaux risquent d’héberger I'agent pathogene a bas bruit et de I'excréter, ce qui
représente un risque pour la santé publique.

Aussi, pour un grand nombre de maladies réglementées, I'acquisition du statut d’état
« officiellement indemne » de la maladie, et par conséquent la possibilité de commercer avec

d’autres pays, requiert 'absence de vaccination des animaux.
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1.2.2 De la théorie a la pratique : lutte contre les maladies infectieuses animales en
situation de terrain

Historiguement, la lutte contre les maladies infectieuses animales majeures reposait
essentiellement sur la mise en ceuvre d’une lutte offensive basée sur I'éradication des foyers. De nos
jours, la plupart de ces maladies sont en fin d’éradication sur le territoire francais et les stratégies
défensives prédominent. Cette évolution est bien illustrée par I'historique de la lutte contre la
tuberculose bovine en France entre 1955 et 2005 (Bénet et al., 2006). L'unité cible des mesures a
également changé : historiquement basée sur une approche individuelle, foyer par foyer, la lutte
repose aujourd’hui sur la mise en place de mesures collectives concertées visant a maitriser les
risques sanitaires. Enfin, les plans de lutte s’inscrivent aujourd’hui dans une démarche globale de

protection de I'environnement et du consommateur, liant la santé animale a la santé publique.

2 Prérequis et outils nécessaires a la conception d’un dispositif de lutte

La conception d’un protocole de lutte contre une maladie nécessite de disposer d’informations
sur les caractéristiques biologiques, cliniques et épidémiologiques de la maladie dans la population
concernée, afin de juger de I'opportunité de mettre en ceuvre la lutte, et, le cas échéant, de cibler les
individus concernés et de choisir les modalités de la lutte. De telles décisions peuvent étre prises a
différentes échelles : pour certaines maladies enzootiques contre lesquelles aucun plan de lutte
officiel n’a été mis en ceuvre, elles sont prises par I'éleveur ou le vétérinaire traitant. Au contraire,
dans le cas de maladies dont les conséquences économiques ou sanitaires (zoonoses) sont graves, il
est fréquent que les pouvoirs publics deviennent les gestionnaires du risque (Seegers et al., 2011).

L’étude d’outils d’aide a la prise de décision sanitaire nécessite donc, entre autres, d’estimer
I'incertitude liée a la détection de la maladie. Dans une situation idéale, la détection de la maladie
serait réalisable de maniére directe et immédiate, sur la base de signes cliniques pathognomoniques
exprimés de maniére constante chez tous les animaux atteints. En réalité, la détection d’une maladie
n‘est pas aussi simple. Les individus infectés peuvent exprimer les signes cliniques de maniere
variable selon I'évolution de la maladie et I'ancienneté de I'infection et ces signes peuvent étre plus
ou moins spécifiques. Il est alors nécessaire de recourir a 'utilisation de tests de dépistage ou de
diagnostic afin d’apporter un appui au clinicien, mais la encore, les résultats obtenus nécessitent une
interprétation selon les indices disponibles (fiabilité du test, contexte épidémiologique, profil de

I'individu testé....).
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La mise en ceuvre et la validation de stratégies décisionnelles nécessitent ensuite d’autres
analyses, telles que I'étude des conséquences de la lutte et de son efficacité, notamment en termes

socio-économiques.

‘ Les outils de dépistage et de diagnostic font partie intégrante de la lutte contre les maladies
réglementées, autant dans une optique offensive que dans une optique défensive. L'observation
d’un tableau clinique, des résultats d’un test, ou la conjonction de plusieurs critéeres associés sont
autant d’indices permettant de renseigner sur I’état infectieux de I'individu : ce sont des « outils »,
plus ou moins complexes et fiables.

Mais les questions posées par le clinicien ou le « décideur » sont plus pragmatiques : quel crédit
accorder a ces indices et surtout, quelle décision sanitaire appliquer en fonction des objectifs fixés et
des résultats obtenus ? Quelles seront les conséquences de la décision ?

Le champ des outils épidémiologiques utilisables pour le choix d’outils d’aide a la prise de décisions
sanitaires est extrémement vaste. Nous avons choisi, au cours de nos travaux, de nous intéresser a
I'estimation et a la gestion de la part d’incertitude liée a 'utilisation de tests en tant qu’outils

d’aide a la prise de décision. Ce choix est discuté dans le cinquieéme chapitre de ce manuscrit.

3 Le test de dépistage: un outil majeur dans la lutte contre les maladies
infectieuses animales

Comme nous l'avons vu précédemment, les plans de lutte collective contre les maladies
infectieuses animales reposent en partie sur 'utilisation de tests fournissant des informations sur le
statut des animaux vis-a-vis de la maladie. La connaissance de leurs limites est indispensable a la
rationalisation des décisions sanitaires prises sur la base des résultats qu’ils fournissent.

Les objectifs des protocoles de test peuvent étre variés (OIE, 2011a) :

- renseigner sur I'absence ou la présence d’'une maladie dans une population et
évaluer sa prévalence éventuelle (réalisation d’enquétes ponctuelles ou de
dépistages réguliers) ;

- prévenir la diffusion de la maladie par les échanges commerciaux (contréle a
I'introduction d’un nouvel animal dans un élevage ou controle d’un lot d’animaux
destinés a I'export) ;

- éradiquer une infection dans un cheptel ou une région (identification des cheptels et

des animaux infectés, confirmation d’un diagnostic clinique).
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3.1 Principe des tests de dépistage et/ou de diagnostic

Les tests de dépistage et/ou de diagnostic peuvent reposer sur la détection de marqueurs de
I'infection (présence d'immunoglobulines sériques, réaction allergique) ou sur la recherche de I'agent
pathogene incriminé. L'observation de signes cliniques plus ou moins spécifiques peut en elle-méme
étre considérée comme un test, pour lequel on pourra définir une probabilité de conclure a tort ou a
raison sur le statut de I'animal. Le résultat fourni par un test peut étre exprimé sous forme d’une
variable qualitative ou quantitative (Grenier, 1999).

Le dépistage consiste en la « recherche systématique a I'aide d’examens, dans une population,
des individus (ou des groupes) atteints par un trouble de santé passé jusque-la inapercu » (Toma et
al., 2010). Le diagnostic en revanche est défini comme « l'identification d’une maladie chez un sujet
qui présente des troubles [cliniques] » (Toma et al., 2010). Il est courant d’appliquer un test de
dépistage a un effectif important d’animaux (a I’échelle du troupeau), tandis que le test diagnostique

est utilisé pour un nombre restreint d’animaux et motivé par leur état clinique.

3.2 Evaluation de la qualité d'un test de dépistage en santé animale

L'interprétation des résultats fournis par un test de dépistage nécessite de connaitre a la fois
les caractéristiques du test utilisés mais également le contexte épidémiologique dans lequel le

dépistage est réalisé.

3.2.1 Caractéristiques d’un test a I’échelle individuelle

La qualité d’un test de dépistage dépend de deux caractéristiques :
- la sensibilité (Se) est I'aptitude du test a donner un résultat positif chez un individu
malade ;
- la spécificité (Sp) est I'aptitude du test a donner un résultat négatif chez un individu
sain.
Le Tableau 2 indique les différents cas de figure possibles a I'issue du test. L'animal peut étre

malade (D+) ou sain (D-). Son résultat au test peut étre positif (T+) ou négatif (T-).
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Tableau 2 : Combinaisons possibles a I'issue d’un test de dépistage, selon le résultat au test et
le statut du sujet vis-a-vis de la maladie

Malade (D+) Sain (D-) Total
Résultat positif (T+) Vrai positif (VP) Faux positif (FP) VP + FP
Résultat négatif (T-) Faux négatif (FN) Vrai négatif (VN) VN + FN
Total VP +FN VN + FP VP +FP +VN +FN

La sensibilité et la spécificité sont donc définies comme suit :

Se=P(T+ | D+)=VP/ (VP + FN)

Sp=P(T- | D-)=VN/ (VN + FP)
La sensibilité et la spécificité d’un test sont des valeurs dites « intrinseques » : elles sont censées
demeurer constantes quelle que soit la prévalence de la maladie dans la population d’individus

soumis au test (Toma et al., 2010).

Il existe différents indices associant sensibilité et spécificité. Le plus classiquement utilisé est
I'indice de Youden (J), défini par: ) = Se + Sp — 1. Cet indice varie de -1 a +1. Il atteint sa valeur
maximale lorsque la somme des erreurs par exces (faux positifs, risque a) et des erreurs par défaut

(faux négatifs, risque RB) est minimale (Landais et al., 1994).

3.2.2 Statut d’un troupeau d’animaux vis-a-vis d’'une maladie et caractéristiques d’un
test a I’échelle du troupeau

La détermination des indicateurs de qualité des tests en santé animale nécessite la prise en
compte de certaines particularités liées au mode de dépistage des maladies infectieuses chez les
animaux de rente (bétail). L'interprétation des résultats des tests dans un cheptel s’effectue a
I’échelle collective. A I'issue d’un test de dépistage, le résultat du troupeau est négatif si tous les
animaux qu’il contient ont fourni des résultats négatifs a ce test. Au contraire, le résultat du
troupeau est positif dés lors qu’un animal du troupeau a fourni un résultat positif au test de
dépistage. On utilise donc les notions de sensibilité et de spécificité collectives pour définir les

qualités d’un test utilisé dans un troupeau.
La sensibilité collective (dite « sensibilité troupeau » ou Setroupeau) d’un test de dépistage est la

probabilité d’obtenir au moins un résultat positif dans un cheptel infecté, et donc la probabilité de

conclure a la présence de la maladie dans un cheptel infecté. Elle varie donc en fonction de la
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sensibilité individuelle (Seingividuelle) du test et du nombre n d’individus infectés présents dans le
troupeau :

Setroupeau=1-— (l'selndividuelle)n
La sensibilité collective d’un test est d’autant plus élevée que le nombre d’individus infectés soumis
au test est grand. Ainsi, comme le montre la Figure 1, méme si la prévalence de la maladie au sein
d’un troupeau est basse a modérée, la sensibilité troupeau augmente rapidement avec le nombre

d’animaux infectés testés (Martin et al., 1992 ; Christensen et Gardner, 2000).

Figure 1 : Evolution de la sensibilité troupeau d'un test en fonction de sa sensibilité individuelle
(Se;) et du nombre d’individus infectés testés
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La spécificité collective (dite « spécificité troupeau » ou Sprroupeau) d’un test correspond a la
probabilité de n’obtenir que des résultats négatifs au test dans un cheptel indemne, c’est-a-dire la
probabilité de conclure a I'absence de la maladie dans un cheptel indemne. Elle varie en fonction de
la spécificité individuelle (Spindividuelle) du test et du nombre n’ d’individus indemnes présents dans le
troupeau :

SPTroupeau = (SPindividuelle)”

La spécificité collective d’un test de dépistage diminue rapidement avec le nombre d’animaux testés
au sein du troupeau (Figure 2). Cette diminution pose un probléme pour le dépistage des maladies
en fin d’éradication, en particulier dans les cheptels de grande taille : plus le nombre d’animaux
testés est élevé et plus le risque d’obtention de résultats faux positifs est grand (Martin et al., 1992 ;

Christensen et Gardner, 2000). L'obtention de résultats faussement positifs engendre des pertes
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économiques importantes, principalement liées au co(t des investigations complémentaires menées

dans ces troupeaux et au blocage commercial des exploitations.

‘Remargue: Les mémes variations de sensibilité et de spécificité sont observées lorsqu’un méme
individu est soumis a des tests répétés, conditionnellement a son statut vis-a-vis de la maladie

(Grenier, 1999).

Figure 2 : Evolution de la spécificité troupeau d'un test en fonction de sa spécificité individuelle
(Sp;) et du nombre d'individus indemnes testés

Spécificité Troupeau

Nombre d'individus indemnes testés

‘Remargue: Dans la suite du texte, on utilisera indifféremment les termes « sensibilité (ou

spécificité) troupeau » et « sensibilité (ou spécificité) collective ».

3.2.3 Interprétation des résultats d'un test dans un contexte déterminé : les valeurs
prédictives positive et négative

Sur le terrain, le clinicien ou le « décideur » est amené a statuer sur la confiance qu’il est
possible d’accorder au résultat d’un test, qu’il soit positif ou négatif. Cette information dépend a la
fois des caractéristiques intrinséques du test (sensibilité, spécificité) mais également de la probabilité
d’occurrence de la maladie, i.e. de sa prévalence dans la population a laquelle appartient I'individu

concerné (Smith, 1992 ; Toma et al., 2010).
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On définit la valeur prédictive positive (VPP) comme la probabilité que I'animal soit malade
lorsqu’il a fourni un résultat positif au test :

VPP =P (D+ | T+)=VP / (VP + FP)
La valeur prédictive positive d’un test est d’autant plus élevée que le test est spécifique (diminution
du nombre de résultats faux positifs) et que la prévalence de la maladie dans la population étudiée

est élevée.

De la méme fagon, la valeur prédictive négative (VPN) correspond a la probabilité qu’un animal
soit indemne sachant qu’il a fourni un résultat négatif au test :

VPN =P (D- | T-) = VN / (VN + FN)
La valeur prédictive négative d’un test est d’autant plus élevée que le test est sensible (diminution du
nombre de résultats faux négatifs) et que la prévalence de la maladie dans la population étudiée est

faible.

‘Remargue: La diminution de la valeur prédictive positive des tests lorsque la prévalence de la
maladie dépistée diminue pose un probleme crucial dans les programmes de lutte contre les
maladies infectieuses et entrave le bon déroulement de la fin de I’éradication de ces maladies (Smith,
1992), en raison de I'augmentation de la proportion de résultats faussement positifs parmi les
résultats positifs. Cela conduit les pouvoirs publics a adapter les protocoles de dépistage en espagant
les tests, en restreignant le nombre d’animaux testés ou en utilisant de nouveaux tests afin de limiter

les conséquences économiques liées a la survenue de résultats faussement positifs.

3.3 Représentation graphique de l'efficacité d'un test et détermination d’une valeur
seuil optimale

3.3.1 Seuil d’interprétation d’un test et courbe ROC (Receiver Operating Characteristic)

v" Valeur seuil et caractéristiques d’un test

Le role d’un test est de distinguer avec la meilleure efficacité possible les individus atteints des
individus indemnes. Il est donc indispensable de choisir, parmi les variables résultats, un séparateur
qui permettra une distinction optimale entre la population indemne et la population infectée. Un

test est parfait lorsqu’il permet de trier ces deux populations sans aucun chevauchement.
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Il est le plus souvent impossible de trouver un séparateur parfait en raison des variations
individuelles qui existent d’un individu a I'autre dans des conditions physiologiques normales. Par
exemple, la valeur normale du parametre étudié chez un individu sain pourra étre identique, voire
inférieure a la valeur augmentée du méme parametre chez un individu malade (Figure 3). Tout choix
de seuil conduira par conséquent a un nombre plus ou moins important d’erreurs de classification. La
sensibilité et la spécificité d’un test varient de maniére inverse, selon le choix du seuil de positivité.
Un abaissement du seuil de positivité conduit a une augmentation du nombre d’erreurs par excés
(faux positifs) et a une diminution du nombre d’erreurs par défaut (faux négatifs), et vice versa

(Figure 4).

Figure 3 : Distribution des résultats dans le cas d’un test « réel » en fonction du statut
infectieux des individus
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Figure 4 : Variations de sensibilité et de spécificité d’un test selon le seuil de positivité choisi
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v" La courbe ROC (Receiver Operating Curve)

La courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) est une représentation graphique du lien
existant entre sensibilité et spécificité. La courbe ROC permet a la fois d’évaluer et de comparer
I'efficacité de plusieurs tests et de déterminer la valeur seuil optimale (Delacour et al., 2005).

Développée dans les années 1950 pour I'analyse des données Radar, son utilisation en médecine est
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évoquée par Lusted dés 1960 (Lusted, 1960). Elle est construite en calculant, pour toutes les valeurs
seuils possibles, le taux de résultats « faux positifs » (égal a 1 — spécificité), reporté en abscisse et le

taux de résultats « vrais positifs » (égal a la sensibilité), reporté en ordonnée (Figure 5).

Figure 5 : Courbe ROC
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3.3.2 Lacourbe ROC : applications

v'  Détermination de I'efficacité d’un test et comparaison de plusieurs tests

L’analyse d’une courbe ROC débute par I'observation de I'allure générale de la courbe et le
calcul de I'aire sous la courbe (AUC ou « Area Under Curve » en Anglais).
Dans le cas d’un test parfait, la courbe passe par le point de coordonnées (0; 1), i.e. Sp = 1 et Se = 1.
L'AUC associée est égale a 1. Inversement, si le test ne discrimine pas mieux les deux populations
(indemnes/malades) que si 'on avait recours au hasard, la courbe ROC est représentée par une
diagonale. L’AUC associée est égale a 0,5 (Figure 6). On distingue donc les tests dont I'apport
d’informations relatives au statut de 'individu testé vis-a-vis de la maladie est nul (AUC = 0,5), des
tests peu informatifs (0,5 < AUC < 0,7), moyennement informatifs (0,7 < AUC < 0,9), trés informatifs
(0,9 < AUC < 1) et parfaits (AUC = 1) (Swets, 1988). L’AUC permet donc de comparer plusieurs tests si

leurs courbes ont une allure similaire.
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Figure 6 : AUC et comparaison de I'efficacité de tests
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v'  Détermination d’un seuil de positivité optimal

Intuitivement, la valeur seuil optimale d’un test peut étre identifiée comme le point le plus
éloigné de la diagonale. L'indice de Youden (J = Se + Sp — 1) prend sa valeur maximale a ce point.
Le choix du seuil optimal doit également prendre en compte le contexte épidémiologique
(prévalence de la maladie étudiée) et médico-économique (colt de la prise en charge des individus
malades et de ses éventuels effets indésirables, gravité de la maladie étudiée) (Delacour et al., 2005).
Par exemple, si une maladie a des conséquences médicales et/ou économiques graves et/ou qu’il est
possible de la traiter simplement, on privilégiera la sensibilité. En revanche, devant une maladie
bénigne et/ou pour laquelle le traitement est onéreux et risqué pour le patient, on privilégiera la

spécificité.

3.4 Utilisation de séquences de tests de dépistage associés

Comme évoqué précédemment, les tests de dépistage utilisés sur le terrain présentent des
limites, liées a leurs caractéristiques intrinséques et/ou au contexte épidémiologique dans lequel ils
sont utilisés. Il est possible, pour pallier ces imperfections, de concevoir des protocoles de dépistage
associant plusieurs tests. On distingue usuellement deux grands types d’associations de tests dits
« en série » ou « en parallele ».

Lorsque deux tests sont associés en série, la réalisation du second test dépend des résultats du

premier. Le second test n’est effectué que si le premier a fourni un résultat positif. En regle générale,
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le résultat global de la séquence est positif lorsque le résultat est positif au premier test ET au second

(schéma décisionnel « ET » ; Figure 7).

Figure 7 : Association de deux tests en série (schéma décisionnel « ET »)

Positif -» SooPECT/
INFECTE
Se,
Positif —— Test 2
Se,
1-Se,
Test 1 Négatif --» INDEMNE
1-Se,

Négatif -» INDEMNE

Lorsque les tests sont associés en parallele en revanche, chaque individu est soumis de
maniére systématique aux deux tests. On considere habituellement que le résultat global de la
séquence est positif lorsque le résultat est positif a I'un OU l'autre des tests (schéma décisionnel

« OU » ; Figure 8).

Figure 8 : Association de deux tests en paralléle (schéma décisionnel « OU »)

Positif -» SUSPECT/
INFECTE
Se,
Positif —— Test 2
Se, _
1-3e, Négati SUSPECT /
Test 1 INFECTE
Positif - SUSPECT/
1-Se, Se, INFECTE
Négatif — Test 2
1-Se,

Négatif -+ INDEMNE

‘Remargue: La définition présentée ci-dessus est communément adoptée par la majorité des
auteurs. Weinstein et al. (2005) proposent une approche un peu différente des associations de
tests et distinguent le protocole de réalisation des tests (en série lorsque les individus sont soumis au

second test au regard de leur résultat au premier test et en parallele lorsque tous les individus sont
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soumis a chacun des deux tests) des modalités d’interprétation (schéma « ET » ou schéma « OU »).
Ils utilisent donc les notions d’association en série avec interprétation « ET », en série avec
interprétation « OU », en parallele avec interprétation « ET » et en parallele avec interprétation

« OU ». Cette approche ne sera pas utilisée dans la suite de ce travail.

La sensibilité et la spécificité des associations de tests sont déductibles des arbres
décisionnels présentés ci-dessus (Figure 7 et Figure 8). L'expression de leurs caractéristiques dépend
de l'existence d’une relation de dépendance conditionnelle entre les tests. Elles sont récapitulées,

pour chaque type d’association, dans le Tableau 3 et le Tableau 4.

Tableau 3 : Sensibilité et spécificité de I'association de deux tests en série, selon I'existence (ou
non) d'une relation de dépendance conditionnelle entre les tests

Dépendance conditionnelle Tests indépendants Tests dépendants
Sensibilité Se; * Se, Se; * Se, + Vse
Spécificité 1-(1-Sp1) *(1-Spy) 1-(1-Sp1) * (1 -Sp,) —vsp

Se, et Se;, : sensibilités respectives des tests 1 et 2 ; Sp; et Sp, : spécificités respectives des tests 1
et 2, yse : covariance des résultats positifs et ysp, : covariance des résultats négatifs

Tableau 4 : Sensibilité et spécificité de I'association de deux tests en paralléle, selon I'existence
(ou non) d'une relation de dépendance conditionnelle entre les tests

Dépendance conditionnelle Tests indépendants Tests dépendants
Sensibilité 1-(1-Se;) * (1-Se,) 1-(1-Seq) * (1-Sey) —yse
Spécificité Sp1 * Sp, Sp1 * Sp2 + Ysp

Se; et Se;, : sensibilités respectives des tests 1 et 2 ; Sp; et Sp, : spécificités respectives des tests 1
et 2, yse : covariance des résultats positifs et ysp : covariance des résultats négatifs

En pratique, lors de la conception d’un protocole de testage reposant sur plusieurs tests, le
choix d’une stratégie d’association et d’interprétation dépend de plusieurs facteurs :

- le contexte épidémiologique dans lequel le test est effectué, selon que I'on souhaite
privilégier la sensibilité (schéma décisionnel « OU») ou la spécificité (schéma
décisionnel « ET ») de la séquence de dépistage ;

- les moyens techniques et financiers dont dispose l'utilisateur. Les associations en série
sont moins colteuses que les associations en paralléle car elles permettent de

restreindre le nombre d’animaux testés, mais imposent de connaitre les résultats au
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premier test avant d’effectuer le second : les animaux doivent étre séparés en deux
groupes a l'issue du premier test et les délais d’obtention du résultat final peuvent
étre relativement longs, surtout lorsque le nombre d’animaux concernés est grand. Les
séguences en paralléle sont plus colteuses car chaque animal est soumis a deux tests,

mais elles permettent un gain de temps appréciable pour I'obtention des résultats.

3.5 Notion de « gold standard » et de « test de référence »

L’évaluation des caractéristiques des tests disponibles pour la conception d’un protocole de
dépistage nécessite en premier lieu la comparaison de leurs caractéristiques intrinséques, qui
doivent étre déterminées par rapport a une référence fournissant une information sur le statut de
I’'animal vis-a-vis de I'agent pathogene dépisté (infecté ou indemne).

On appelle « gold standard » un test, ou plus généralement une « information » (signe clinique par
exemple), qui permet de connaitre le statut des animaux testés sans commettre d’erreurs de
classement (faux négatifs ou faux positifs), c’est-a-dire un test dont la sensibilité est égale a 100%
pour un gold standard positif et un test dont la spécificité est égale a 100% pour un gold standard
négatif. En pratique, pour un grand nombre de maladies, un test permettant une discrimination
parfaite n’est pas toujours disponible ou est inutilisable (Rutjes et al., 2007). C'est notamment le cas
lorsque le délai entre la contamination et I'apparition du marqueur détecté par le « gold standard »
est variable : en début d’évolution, le marqueur peut ne pas étre apparu ou étre présent a un niveau
trop faible pour étre détecté. Les conditions de réalisation et de conservation du prélevement
peuvent également influencer le résultat du test, par exemple lorsque le « gold standard » positif
consiste en l'isolement de I'agent pathogene a partir d’'un prélevement. Ensuite, I'existence d’une
part de subjectivité dans la lecture et l'interprétation du résultat (quantification d’une réaction
allergique pour l'intradermotuberculination) constitue une source de biais. Parfois, la définition de la
maladie peut varier d’'une étude a l'autre. A titre d’exemple, certaines maladies (telles que la
migraine chez I'Etre humain) ne sont pas définies par une modification biochimique ou histologique
isolée mais par la combinaison de plusieurs symptémes. Enfin, dans certaines conditions, il est
impossible d’utiliser le gold standard pour des raisons éthiques ou économiques.

Lorsqu’'un gold standard « parfait» n’est pas disponible, on recourt a un test dont les
caractéristiques sont aussi satisfaisantes que possible. On préferera alors au terme « gold standard »
(implicitement porteur de notion de perfection) le terme de «test de référence » (« reference

standard » en Anglais) (Lijmer et al., 1999 ; Rutjes et al., 2006).
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4 Etude des outils disponibles pour la détection d’'une maladie : estimation des
caractéristiques d’un test sur le terrain

L’étude des caractéristiques intrinséques d’un test ne pose pas de probleme majeur lorsqu’il
existe une référence permettant de connaitre le statut des individus vis-a-vis de la maladie. Dans le

cas contraire, il est indispensable de recourir a des méthodes d’estimation adaptées.

4.1 Méthodes disponibles

Lorsqu’un test de référence est disponible pour dépister une maladie, la sensibilité et la
spécificité du test en cours de validation peuvent étre déterminées de maniéere directe. Dans les
conditions idéales, le protocole doit respecter les conditions suivantes : le test de référence ne doit
conduire a aucune erreur de classement (faux positifs ou faux négatifs), les résultats du test étudié
doivent tous étre comparés au méme test de référence et les deux tests doivent étre réalisés au
méme moment. Ces conditions sont toutefois rarement réunies: en l'absence d’information
compléte et fiable sur le statut réel des individus vis-a-vis de I'infection, il est nécessaire de recourir a
d’autres méthodes d’estimation des caractéristiques intrinseques du test étudié (Rutjes et al., 2007 ;

cf. paragraphe 4.3).

4.2 Estimation directe des caractéristiques des tests : choisir une référence

L’estimation directe nécessite de choisir une référence positive pour le calcul de la sensibilité
et une référence négative pour le calcul de la spécificité.

Ce choix peut étre fait dans un contexte expérimental : certaines études de validation des tests
font appel a des individus élevés dans des conditions expérimentales permettant I'absence d’agents
pathogenes dans leur environnement (animaux «germ free») ou au contraire infectés
expérimentalement. Il est évident que ces animaux ne peuvent en aucun cas étre représentatifs de la
population réelle dans laquelle le test a pour vocation d’étre appliqué, soumise a des variations
environnementales (agents pathogénes environnementaux, climat, autres animaux), individuelles
(diversité génétique), immunitaires (maladies intercurrentes, stress, gestation, traitements)... De
plus, ces études sont lourdes de conséquences en termes de colt, de risques pour les personnels
exposés si la maladie étudiée est une zoonose et peuvent poser un probleme éthique. Les résultats
obtenus constituent les caractéristiques intrinseques du test au sens propre du terme mais sont

totalement déconnectés de la réalité du terrain.
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Il est également possible de choisir une référence sur le terrain. La population de référence
positive est souvent constituée par des animaux sur lesquels on a isolé I'agent pathogene. Ces
individus ne sont pas toujours représentatifs de la population d’animaux infectés, notamment si la
recherche de l'agent présente elle-méme un défaut de sensibilité, et en raison de I'existence de
différents stades d’infection, de différentes localisations possibles (plus ou moins accessibles) de
I'agent pathogéne recherché et d’'un biais de sélection des animaux sur lesquels la recherche est
effectuée (dans le cas d’une découverte fortuite d’abattoir: animaux abattus plus ou moins
tardivement selon le type de production pour lequel ils sont élevés; dans le cas d’un protocole
d’assainissement par abattage partiel : les premiers animaux abattus sont les meilleurs répondants
aux tests). La détection de fragments du génome de I'agent pathogéene par PCR peut également étre
considérée comme référence positive, mais sa validation (en cours pour la détection de M. bovis par
exemple) nécessite de statuer sur un seuil de positivité et sur les modalités d’interprétation de ses
résultats.

L'échantillon constituant la référence négative provient en regle générale d’'une population trés
particuliere d’élevages officiellement indemnes de la maladie étudiée, ou situés dans une zone

indemne, n"ayant pas été liés épidémiologiquement a un foyer.

‘L’étude directe des caractéristiques d’un test sur le terrain, comme au laboratoire, est donc
nécessairement réalisée a partir de populations trés particulieres, qui ne sont pas représentatives
de la diversité des animaux soumis au test sur le terrain. Pour les services vétérinaires
départementaux, ou pour les cliniciens, se pose alors le probleme d’extrapoler les résultats obtenus
dans de tels échantillons a une population réelle. Dans cette démarche, I'utilisation de méthodes de
construction d’une référence permet de conduire des études d’estimation des caractéristiques de

tests dans un échantillon représentatif de la population dans lequel le test sera utilisé.

4.3 Estimation des caractéristiques d'un test en I'absence de référence

Plusieurs groupes de méthodes permettent |'estimation des caractéristiques d’un test en

I’'absence d’information sur le statut infectieux individuel des animaux (Rutjes et al., 2007) :

v" Ajout ou ajustement de données manguantes

Ce groupe de méthodes est applicable si I'on dispose d’un test de référence acceptable, mais
dont le résultat est indisponible pour plusieurs individus. L'information manquante peut étre ajoutée

a la base de données, a condition de prendre en compte la proportion et le profil de ces individus.
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v" Correction d’une référence imparfaite

Ces méthodes sont utilisables s’il existe un test de référence dont on sait qu’il est imparfait et
si 'on dispose de connaissances fiables sur son degré d’'imperfection et sur le degré de corrélation

entre les « erreurs » commises par chacun des deux tests étudiés.

v" Construction d’une référence standard

Cette approche combine les résultats d’individus soumis parallelement a plusieurs tests. Les
individus peuvent alors étre classés comme «infectés» ou «indemnes» de trois maniéres
différentes :
- en utilisant une regle prédéfinie selon le profil de résultats aux tests : référence dite
« composite ». La conception d’'une échelle composite nécessite de corréler les
résultats du test étudié a d’autres indicateurs, notamment des critéres cliniques ou la
survenue d’évenements cliniques ultérieurs. Cette démarche conduit a
« abandonner » I'évaluation des caractéristiques intrinséques du test seul au profit
d’un ensemble de critéres.
- al’aide de I'avis d’experts ;
- al’aide de modeles « classe latente » (cf. paragraphe 4.4).
Les deux premieres approches présentent I'inconvénient de comporter un biais d{ aux erreurs

de classification. La troisieme pose le probleme de I'absence de définition du « cas », i.e. de I'individu

infecté.

‘Remargue: Les modeles a classe latente implémentés par une approche bayésienne sont
particulierement détaillés dans le paragraphe suivant en raison du fait que cette méthode a été

utilisée a plusieurs reprises dans nos travaux.

4.4 Les modeéles a classe latente

Parmi les trois groupes de méthodes présentées précédemment, les approches permettant la
construction d’une référence sont particulierement intéressantes car elles sont le seul moyen
d’estimer les caractéristiques des tests en I'absence de toute information sur le statut individuel des

sujets constituant I’échantillon, vis-a-vis de la maladie étudiée.
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4.4.1 Principe

Les modeles a classe latente permettent de combiner différentes sources d’informations
intégrant les résultats aux tests d’un grand nombre d’individus testés afin de « construire » une
référence et d’estimer la sensibilité et la spécificité des tests évalués, ainsi que la prévalence de la
maladie dans I'échantillon étudié (Rutjes et al., 2007). lls peuvent étre utilisés pour évaluer les
caractéristiques d’un ou de plusieurs nouveaux tests, comparées a celles d’un test déja connu mais
imparfait, ou pour estimer les caractéristiques de plusieurs tests mal connus. Pour ce faire, il est

nécessaire de disposer des résultats croisés de plusieurs individus a au moins deux tests.

Prenons I'exemple de deux tests dont les résultats sont binaires (négatif ou positif) appliqués a
un groupe d’individus dans lequel la prévalence de la maladie est inconnue. Aucun de ces deux tests
n’est parfait.

Pour le premier test (T1), de sensibilité Se; et de spécificité Spy, la probabilité d’obtenir un résultat
positif chez un individu est égale a la somme de la probabilité d’obtenir un résultat positif chez un
individu atteint (Diagnostic +, D+) ou « vrai positif » (T;+ | D+) et de la probabilité d’obtenir un
résultat positif chez un individu indemne (Diagnostic -, D-) ou « faux positif » P(T,+ | D-).

A I'aide de la formule de Bayes (Bayes, 1763), les probabilités de survenue d’un résultat positif ou
d’un résultat négatif peuvent étre écrites comme des fonctions des caractéristiques intrinseques du
test (Se; et Sp,) et de la prévalence de la maladie au sein du groupe étudié (prev) :

P(Ti#)=P (Ti+ | D+)+ P (Ty+ | D-)

P (T;+) = prev *Se; + (1- prev)*(1-Sp,) [1]

De la méme maniere, la probabilité d’obtenir un résultat négatif chez un individu est égale a la
somme de la probabilité d’obtenir un résultat négatif chez un individu indemne ou « vrai négatif »
(T1- | D-) et de la probabilité d’obtenir un résultat négatif chez un individu infecté ou « faux négatif »
P(T:- | D-):

P(T1-) =P (T1- | D-) + P (T1- | D+)

P (T:-) = prev *Sp; + (1- prev)*(1-Se,) [2]

Les probabilités d’obtenir un résultat positif ou négatif au second test (T,) sont définies de méme :
P (T,+) = prev *Se, + (1- prev)*(1-Sp,) [3]
P (T,-) = prev *Sp, + (1- prev)*(1-Se,) (4]

Dans le systeme d’équations [1, 2, 3, 4], cing paramétres sont donc inconnus (prev, Se;, Sp,

Se, et Sp,). Pour un individu, il existe 4 possibilités de combinaison des résultats aux tests :
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[Te+; To+], [Tot; T, [T Tot] et [Ta—; To—]

On peut donc écrire la vraisemblance de la survenue de chacune des combinaisons de résultats aux
tests a I'aide des équations [1], [2], [3] et [4].

Si les deux tests sont considérés comme statistiquement indépendants (i.e. si le résultat
obtenu au premier test conditionnellement au statut de I'animal vis-a-vis de la maladie ne fournit pas
d’information sur la probabilité d’obtention d’un résultat donné au second test (Enge et al., 2000)),
les probabilités d’observer chacune des combinaisons de résultats aux tests sont les suivantes (Vose,
2008):

P (Ti—; To—) = prev (1-Se;) (1-Se,) + (1- prev) Sp; Sp»

P (T;—; To#) = prev (1-Se;) Se; + (1- prev) Sp; (1-Sp,)

P (T1+; To—) = prev Se; (1-Se;) + (1- prev) (1-Sp,) Sp.

P (Ti+; To+) = prevSe; Se; + (1- prev) (1-Sp1) (1-Sp,)

Lorsque suffisamment d’informations sont disponibles pour que le nombre de degrés de
liberté (d.d.l.) autorisé par les données soit supérieur au nombre de paramétres a estimer (quatre,
dans le cas d’'un modele a deux tests indépendants), le modéle est dit « identifiable ». Dans le cas
contraire, il est nécessaire de recourir a des méthodes d’estimation statistiques telles qu’une

approche bayésienne (cf. chapitre 4.5) afin d’obtenir un systeme de solutions unique.

4.4.2 Extensions du modeéle classe latente

Différentes variations peuvent étre apportées au modele présenté ci-dessus, afin de tenir

compte du contexte de I'étude.

v" Variation du nombre de tests

Les modeles a classe latente peuvent étre utilisés pour I'évaluation simultanée de deux tests
ou plus. L'inclusion de tests supplémentaires est intéressante car elle augmente le nombre de d.d.l. :
un nombre plus élevé de parametres peuvent étre estimés, et éventuellement utilisés pour de plus

amples vérifications concernant I'adaptation du modéle (Rutjes et al., 2007).

v"  Relation de dépendance conditionnelle entre les tests

Le modeéle de base présenté ci-dessus (cf. 4.4.1) suppose que les résultats des tests évalués
sont indépendants conditionnellement a I'état sanitaire de I'individu concerné (par exemple : si un
individu infecté est considéré a tort comme indemne par le test 1, cela ne modifie pas la probabilité
pour ce méme individu d’étre considéré a tort comme indemne par le test 2) (Enge et al., 2000).

Cette hypothese est valable lorsque les tests évalués reposent sur des processus biologiques
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différents (tels que la mise en évidence d’une infection bactérienne par sérologie d’une part et par
culture ou amplification génique d’autre part). Dans de multiples situations, I’hypothése
d’indépendance des tests n’est pas vérifiée (par exemple: lors de I'étude de plusieurs tests
sérologiques reposant sur la détection des anticorps dirigés contre le lipopolysaccharide (LPS) de
surface des Brucella). Pour résoudre ce probléme, il est possible d’estimer la corrélation entre les
différents tests et d’en tenir compte pour le calcul des caractéristiques des deux tests. Le nombre de
paramétres du modele est alors augmenté et leur estimation nécessite I'adjonction d’informations
supplémentaires pour augmenter le nombre de d.d.l.,, au moyen de l'inclusion d’autres tests, d’une
autre population de prévalence différente ou en incorporant au modele des informations a priori a

I'aide d’'une approche bayésienne.

4.5 Estimation des parametres du modele par une approche bayésienne

L’approche bayésienne est couramment utilisée pour la détermination des caractéristiques de
tests diagnostiques en I'absence de gold standard en médecine humaine, et de plus en plus
fréguemment en médecine vétérinaire (Spangler et al., 1992 ; Joseph et al., 1995 ; Grenier, 1999 ;
Enge et al., 2000 ; Branscum et al., 2005 ; Rutjes et al., 2007 ; Meyer et al., 2009). Elle peut
également étre utilisée pour la modélisation de processus biologiques et environnementaux (Bernier
et al., 2000 ; Clark, 2007). Un bilan des études de caractéristiques de tests de dépistage de maladies

infectieuses par une approche bayésienne au 1* janvier 2012 est présenté dans I’Annexe 5.

L'intérét principal de I'approche bayésienne réside dans la possibilité de synthétiser les
informations déja disponibles a priori sur les parametres a estimer (ou « priors ») et les données
collectées sur le terrain, pour aboutir a l'estimation a posteriori des parameétres d’intérét
(« posteriors ») :

Posterior = Prior * Vraisemblance
L'estimation des posteriors est obtenue mathématiquement a I'aide du théoréme de Bayes (Bayes,
1763) : étant donnés deux évenements A et B, dont les probabilités de survenue respectives sont
P(A) et P(B), la probabilité de survenue de I'événement B sachant que A est survenu est définie
comme suit :

P(B|A)=P(A|B)*P (B) /P (A)
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La démarche bayésienne consiste a probabiliser le parametre inconnu en lui associant une loi
de probabilité dite loi a priori. Cette loi représente I'ensemble des informations a priori disponibles
sur le parametre 6 ainsi que les imprécisions s’y rattachant.

Soit 6 le parametre dont la loi a priori est notée 1 :

(6] ~ m(6)

Soient X les données dont la loi conditionnelle est notée : [X|8] = V (vraisemblance)

La loi jointe de (6, X) est : [6, X] = [B] [X|6] =m(B) V.
La loi marginale de X est : m(x) = j[@, X}jH = j[@][X|¢9]d9

La loi a posteriori de © est donc : [0|X] =[0] [X]|6] / m(x)

oc [8] [X]6]
Les connaissances sur le parameétre 0 sont actualisées au travers du théoréeme de Bayes, c’est-a dire
via la loi a posteriori [8|X]. A I'accumulation d’observations Xy, ..., X, correspond donc une suite
d’actualisations [0]|Xs], ..., [B|Xz, ..., Xs], qui sont mutuellement compatibles et dont I'ordre

d’apparition n’a pas d’importance.

Lorsque cette approche est appliquée a I'étude des caractéristiques de tests, les parameétres
« d’intérét » (i.e. sensibilités et spécificités des tests et prévalences dans les populations étudiées)
sont donc considérés comme des variables qui suivent une distribution donnée. En régle générale, les
sensibilités, spécificités et prévalences sont modélisées sous la formes de lois beta de paramétres a
et b, dans l'intervalle [0,1] (Johnson & Gastwirth, 1991 ; Praet et al., 2006).
Le choix de la loi a priori est crucial pour la suite de I'analyse, méme si son impact est moindre
confronté a un trés grand nombre de données collectées sur le terrain. Les informations a priori
incluses dans le modéle peuvent étre non informatives : dans ce cas les parametres sont modélisés
suivant des lois beta (1,1), c'est-a-dire que toutes les valeurs prises par le parameétre sont
équiprobables dans lintervalle [0,1]. Il est également possible d’utiliser des priors dits
« informatifs ». Ils sont modélisés a I'aide de distributions beta (a,b) et sont déterminés a I'aide
d’informations bibliographiques, d’avis d’experts ou de données provenant d’'une étude antérieure
effectuée dans des conditions similaires (Enge et al., 2000). Pour un paramétre d’intérét donné, les
paramétres a et b de la loi beta (a,b) sont alors déterminés a I'aide de la valeur la plus probable du
parametre d’intérét (Bg) et de sa limite inférieure a 95 % (O, : la valeur du paramétre d’'intérét est
supérieure a ce seuil avec un degré de certitude de 95%), selon la méthode suivante :
Le mode de la distribution est donné par la formule :

B0=(a-1) / (a+b-2) avec a>1

Cequidonne:a=(1+69(b—-2))/(1-60)
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Donc, pour une valeur donnée de 6, et de b, a peut étre déterminé. Quand un couple de parameétres
(a, b) est obtenu, on vérifie que le mode de la distribution beta (a,b) est B¢. Si cette condition n’est
pas satisfaite, la démarche est répétée apres avoir choisi un autre b et calculé le a correspondant,
jusqu’a ce que les contraintes initialement définies soient satisfaites. La distribution est alors
représentée graphiquement (a I'aide de logiciels tels que R ou BetaBuster par exemple) et soumis
aux experts pour vérification. Si la distribution n’est pas satisfaisante, la méme démarche est
appliquée a un autre type de distribution.

Dans le cas ol a<1, on pose : Bg=a / (a + b), ol By correspond a la moyenne de la distribution, puis

on procéde de la méme maniere.

Les données sont ensuite simulées par un processus itératif (algorithme Monte Carlo par
chaine de Markov ; MCMC), en utilisant I’échantillonneur de Gibbs (Gelman et al., 1995 ; Andersen,
1997). L’échantillon simulé est utilisé pour estimer la distribution des parametres d’intérét a
posteriori, leurs fonctions de densité de probabilité, leurs valeurs moyennes et un intervalle de
probabilité a 95% (ou intervalle de crédibilité ; ICr 95%) pour chacune d’entre elles (Enge et al.,
2000). Un intervalle de crédibilité peut étre considéré comme un intervalle qui a 95% de chance de
contenir la vraie valeur du parametre. Ce qui signifie que si deux intervalles de crédibilité ne se
recoupent pas, on peut considérer que les valeurs du parametre dans la population sont
significativement différentes, au risque d’erreur a de 5% (Enge et al., 2000).

Les valeurs d’initiation des chalnes peuvent étre déterminées au départ (en prenant, par exemple, la

valeur la plus probable pour chaque parametre) ou choisies au hasard dans les distributions a priori.

Le compromis entre adaptation du modele aux données et complexité du modeéle peut étre
estimé a I'aide du Deviance Information Criterion (DIC ; Spiegelhalter, 2002).

DIC(M) =D(6 ) + 2¢
Ou ¢ mesure la complexité du modele M et D(g) est I"éloignement du modéle aux données ou
déviance en la moyenne a posteriori du parametre.
En regle générale, plus le modéle est rendu complexe par I'addition de parametres et meilleure est
son adaptation aux données. Plus la valeur du DIC est basse, meilleur est le compromis
adaptation/complexité. L'un des avantages du DIC est qu’il peut étre calculé directement par le

logiciel WinBUGS a partir des chaines produites par I'algorithme MCMC.

Les estimations a posteriori peuvent varier selon le type d’informations a priori introduites : on

parle de sensibilité du modeéle, qui doit étre évaluée de maniere systématique. D’autres critéres
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peuvent étre utilisés pour vérifier I'adaptation du modéle aux données et la fiabilité du résultat :
stabilité des indicateurs (moyenne, variance, quantiles) par rapport aux itérations, MC error

suffisamment basse, diagnostic de convergence de Brooks ou Gelman et Rubin...

‘ Les tests de dépistage (ou de diagnostic) constituent des outils indispensables dans la lutte
contre les maladies animales réglementées. L'utilisation des tests (seuls ou associés a d’autres
criteres) comme outils d’aide a la prise de décision sanitaire nécessite donc |'étude de leurs
caractéristiques intrinseques et la connaissance du contexte épidémiologique dans lequel ils seront
utilisés. Lorsqu’aucun test de référence n’est disponible, des méthodes statistiques adaptées
doivent étre employées pour évaluer la qualité des tests.

L’estimation directe présente I'intérét d’étre relativement simple a appliquer, a condition de disposer
d’une référence valable concernant le statut des individus vis-a-vis de la maladie. Son inconvénient
majeur réside dans le fait d’étre fondée sur des populations trés particuliéres, souvent peu
représentatives de la population générale. Ce type d’approche convient bien a la réalisation d’études
préliminaires en laboratoire ou sur le terrain.

L’estimation des caractéristiques des tests par une modélisation avec construction d’'une référence
permet de s’affranchir de la connaissance du statut individuel des animaux et de conduire I'étude
dans une population d’animaux tout venant, tirés au sort et donc représentatifs de la population

d’origine mais est plus complexe a mettre en ceuvre.

5 Du seuil d’utilité du test au seuil décisionnel

La problématique développée jusqu’ici concerne essentiellement le choix des outils d’aide a la
prise de décision. Dans certains cas, il apparait préférable de ne pas mettre en ceuvre de protocole
décisionnel, ou de le restreindre a certaines catégories de populations, présentant un risque
particulier vis-a-vis de la maladie (exemple du dépistage de I'épididymite contagieuse du bélier). La
synthese de différents critéres concernant la population, la maladie, les outils d’aide a la prise de
décision disponibles (sensibilité et spécificité des tests, risques inhérents a I'utilisation du test) et
I'impact de la décision (bénéfice, risques et colts) permet de choisir un seuil a a partir duquel il est
intéressant d’utiliser I'outil d’aide a la prise de décision (ou, plus simplement, de réaliser le test) et un
seuil « décisionnel » b a partir duquel il est intéressant de mettre en ceuvre la décision sanitaire sans

appliquer la stratégie décisionnelle (Grenier, 1999 ; Cockcroft, 2007 ; cf. Figure 9).
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On définit p la probabilité « pré-test » de la maladie, c’est-a-dire la prévalence de la maladie dans la
population étudiée :

- lorsque p est inférieure au seuil a, la probabilité « post-test » de la maladie (i.e. la probabilité
de la maladie révisée a partir du résultat obtenu au test) reste inférieure au seuil décisionnel
quel que soit le résultat du test;

- lorsque p est supérieure au seuil b, la probabilité « post-test » de la maladie est supérieure
au seuil décisionnel quel que soit le résultat du test ;

Dans ces deux premiers cas de figure, la prescription du test n’est pas justifiée.
- lorsque p est comprise entre a et b, la prescription du test est justifiée et la prise d’'une

décision dépendra de la probabilité post-test.

Figure 9 : Utilisation du test et mise en ceuvre de la décision sanitaire selon la probabilité pré-
test de la maladie

1 |
Ni test, ni |l L> Test avant IL> Décision sans
décision décision : test préalable
|

v

Probabilité | |
pré-test dela Seuil d’utilité Seuil décisionnel
Maladie« p » du test« a » «h»

‘II est possible de définir, en fonction de la prévalence de la maladie et de ses répercussions, un
seuil a partir duquel la stratégie décisionnelle doit étre mise en ceuvre et un seuil a partir duquel les

mesures de lutte doivent étre appliquées.

6 Objectifs de la these : étude des stratégies décisionnelles de lutte contre trois
maladies infectieuses animales majeures

Comme nous l'avons vu précédemment, I'étude des stratégies décisionnelles et leur choix
nécessite de disposer d’informations sur I'efficacité des outils disponibles, qu’il s’agisse d’un test
unique, d’une association de plusieurs tests ou d'un ensemble de critéres cliniques et
épidémiologiques.

L’évaluation des outils disponibles pour le dépistage d’une maladie et I'étude des dispositifs

d’aide a la prise de décisions sanitaires peuvent étre réalisées avec des objectifs variés :
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- dans un but exploratoire, afin de déterminer quel est le test le mieux adapté au
dépistage d’'une maladie parmi les tests disponibles, en fonction du contexte
épidémiologique (début d’épizootie, maladie sévissant sur un mode enzootique ou
sous forme de cas sporadiques) ;

- dans le but de remplacer un test de dépistage utilisé habituellement mais qui
présente des inconvénients ou dans le but de pallier ses défaillances en I'associant a
un nouveau test ;

- dans le but d’évaluer a posteriori I efficacité d’un protocole déja existant.

Lorsque le statut individuel des animaux vis-a-vis de la maladie est connu, cette évaluation
peut étre effectuée de maniére directe. Néanmoins, il est fréquent de ne disposer d’aucune
information a ce sujet, ce qui nécessite la mise en ceuvre de méthodes adaptées. L'utilisation des
méthodes bayésiennes pour I'étude des caractéristiques de tests de dépistage en I'absence de test
de référence est relativement récente et a connu son essor autour des années 2000, en santé
publigue comme en santé animale (Meyer et al., 2009). La revue de littérature présentée dans
I’Annexe 5 montre que I'approche bayésienne pour I'étude des caractéristiques de tests de dépistage
est habituellement utilisée en santé animale dans trois grands contextes :

- en I'absence de référence permettant de connaitre le statut individuel des animaux
vis-a-vis de la maladie mais dans un contexte épidémiologique connu permettant de
classer les individus en deux sous-populations dans lesquelles les prévalences de la
maladie sont différentes ;

- en I'absence de référence permettant de connaitre le statut individuel des animaux
vis-a-vis de la maladie, dans une population dans laquelle la maladie évolue sur un
mode enzootique et ou tous les individus ont la méme probabilité d’étre infectés ;

- en présence d’une référence renseignant sur le statut individuel des animaux, dans le
but d’estimer des caractéristiques non estimables de maniere directe telles que la

covariance des résultats de tests dépendants.

Ces différentes applications sont illustrées dans les trois grandes parties de notre travail
(Tableau 5). Les maladies étudiées ont été choisies en raison de leur impact sanitaire en santé
publique (tuberculose bovine, brucellose porcine en Polynésie francaise) et de leur impact
économique direct (avortements, mortinatalité, baisse de fertilité des animaux, saisies a I'abattoir)

ou indirect (entrave aux échanges commerciaux).
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Tableau 5 : Contextes d’utilisation des outils d’aide a la décision sanitaire : applications choisies
dans la these

I Statut ,
Objectif de Exemple Protocole de Contexte . . Méthodes
I'étude d’application dépistage épidémiologique infectieux Impact utilisées
PP pistag P 81 individuel
Aucun .
- Métropole :
dépistage .
, : indemne avec
systématique .
foyers Economique
. Brucellose (sauf verrats . Y Approche
Exploratoire . sporadiques Inconnu Sanitaire -
porcine reproducteurs . bayésienne
Polynésie (zoonose)
et porcs .
) R Frangaise :
d’élevages « a .
. enzootie
risque »)
Aucun
Etude d’un - . dépistage
Epididymite p g
test . systématique . . Approche
. contagieuse L1 Enzootie Inconnu Economique -
alternatif au ~ (sauf béliers bayésienne
L. du bélier
test officiel reproducteurs
et exportés)
Evaluation a L
L - . Connu . Estimation
posteriori Dépistage Fin Economique .
, Tuberculose , . P pour L directe
d’un . systématique d’éradication, . Sanitaire
bovine . . certains Approche
protocole faible prévalence . (zoonose) .
. animaux bayésienne
existant

La premiére partie de ma these porte sur le dépistage de la brucellose porcine. La France
métropolitaine est indemne de brucellose porcine (rares foyers sporadiques observés chague année
dans un contexte d’élevage « plein air », trés marginal) tandis qu’en Polynésie francaise la brucellose
porcine évolue sur un mode enzootique. Toutefois, aucun dépistage régulier n’est organisé dans les
élevages en métropole ni en Polynésie. Seuls les verrats reproducteurs (d’élevages de type
« industriel » surtout ») sont testés systématiquement a leur entrée en centre de collecte de
semence (ainsi que certains porcs d’élevages en plein air), a 'aide d’une épreuve a l'antigéne
tamponné (EAT) et d’un test de fixation du complément (FC). Les animaux provenant de chaque zone
géographique peuvent donc étre répartis en deux sous-populations: une sous-population tres
probablement indemne constituée par les verrats reproducteurs provenant de coopératives
d’insémination animale et une sous-population tres probablement infectée provenant d’élevages
foyers. Dans chacune de ces sous-populations, le statut infectieux individuel de chague animal n’est
pas connu. Les caractéristiques des tests de dépistage de la brucellose porcine ont été peu étudiées.
Par ailleurs, I'existence de deux contextes épidémiologiques radicalement différents en France

métropolitain et en Polynésie impose I'utilisation de protocoles de dépistage adaptés.
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L'objectif de cette étude était donc d’évaluer les caractéristiques de cinq tests de dépistage de la
brucellose porcine, en I'absence de référence individuelle mais a partir de deux sous-populations
(respectivement trés probablement indemne et probablement infectée). Cette étude a été menée
d’abord en France métropolitaine, puis en Polynésie Francaise, afin de proposer un protocole de
dépistage adapté au contexte épidémiologique de la maladie dans chacune de ces deux zones

géographiques.

La seconde partie de ma thése porte sur |'épididymite contagieuse du bélier. Dans les
départements du Sud de la France, l'infection par Brucella ovis évolue sur un mode enzootique, avec
une prévalence d’infection des troupeaux d’environ 20%. Aucun dépistage systématique n’est
effectué dans les élevages : seuls les béliers destinés a la reproduction et les animaux destinés a
I’export sont soumis a un test de fixation du complément (FC). Toutefois, ce test présente des limites
techniques qui suggerent I'utilité d’étudier de nouveaux tests, tels qu’un kit I-ELISA disponible depuis
peu.

Les objectifs de cette étude étaient les suivants :

- évaluer la prévalence de I’épididymite contagieuse du bélier, et les caractéristiques
de ce nouveau test de dépistage en I’absence d’information sur le statut infectieux
individuel des animaux étudiés,

- comparer ces caractéristiques avec celles du test recommandé habituellement (FC)

- évaluer la possibilité d’utiliser le nouveau test comme alternative au test
recommandé ou en association avec ce dernier et |'efficacité des protocoles d’aide a
la prise de décision sanitaire associés.

La troisieme partie de mon travail porte sur la tuberculose bovine. Cette maladie est une
maladie réputée contagieuse’, dont I'éradication a débuté en 1955. Les outils disponibles pour le
dépistage de la tuberculose bovine (intradermotuberculinations) sont imparfaits, et la situation de fin
d’éradication engendre une diminution de la valeur prédictive positive des tests. De plus, une
recrudescence inquiétante du nombre de cas a été observée ces dernieres années dans trois zones
géographiques francaises (Céte d’Or, Dordogne, Camargue) et a conduit les autorités a mettre en
place un protocole de dépistage reposant sur |'utilisation d’un nouveau test en cours de validation, le
dosage de l'interféron gamma. Une référence « positive » était disponible puisqu’une recherche de
I'agent pathogene (Mycobacterium bovis) est effectuée de maniere systématique chez les animaux

provenant de troupeaux suspects abattus. L'appartenance a un cheptel officiellement indemne de

1 ., . . . P , . \ P sz .,
La dénomination « maladie réputée contagieuse » a trés récemment été remplacée par le terme
« maladie réglementée de catégorie 1 » (réglementation en cours de modification)
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tuberculose, soumis a un dépistage régulier et n’ayant pas été en lien épidémiologique avec un foyer
durant plusieurs années constituait la référence « négative ».

Les objectifs de cette étude étaient d’évaluer les caractéristiques et les seuils de positivité du
dosage de Vlinterféron gamma, de les comparer aux caractéristiques des
intradermotuberculinations, puis de comparer I'efficacité du protocole de dépistage intégrant
'interféron gamma (appliqué entre 2009 et 2012 en Céte d’Or et en Dordogne) au protocole
utilisant uniquement I'intradermotuberculination (recommandé par la réglementation

européenne?).

? Directive CE/64/432

-56 -



CHAPITRE |l : ETUDE DES CARACTERISTIQUES DE
PLUSIEURS TESTS INDIVIDUELS EN L’ABSENCE DE
REFERENCE DANS DES CONTEXTES EPIDEMIOLOGIQUES
DIFFERENTS: APPLICATION AU DEPISTAGE DE LA
BRUCELLOSE PORCINE

-57-



Chapitre Il : Dépistage de la brucellose porcine

-58 -



Chapitre Il : Dépistage de la brucellose porcine

1 Introduction et contexte

1.1 Agents pathogenes responsables de la brucellose porcine et physio-pathogénie de
I'infection

Le principal agent de la brucellose porcine est Brucella suis (Huddleston, 1929). Les suidés
peuvent épisodiquement étre infectés par B. abortus ou B. melitensis dans les zones ou la brucellose
sévit de maniere enzootique chez les ruminants (EFSA, 2009). L'infection des porcs domestiques et
des sangliers est causée par trois des cinq biovars de B. suis (biovars 1, 2 ou 3 ; OIE, 2011b). Le biovar
2 est I'agent le plus couramment identifié chez I'animal en Europe mais il est généralement considéré
comme non-pathogene pour I'étre humain, bien que de trés rares cas humains aient été recensés
(Lagier et al., 2005 ; Garin-Bastuji et al., 2006). Les biovars 1 et 3, présents en Asie et en Amérique,
sont au contraire tres pathogénes et responsables de graves cas humains (EFSA, 2009).

L'infection par B. suis engendre principalement des troubles de la reproduction et des
troubles articulaires. Les conséquences économiques de la maladie dans les élevages porcins sont
considérables : dans les cheptels nouvellement infectés en France, des taux d’avortement allant
jusqu’a 50 % et des taux d’infertilité allant jusqu’a 95% ont été observés (Ganiere et al., 2011)

Les matieres virulentes sont constituées par les sécrétions génitales (males et femelles) et le
lait. Les animaux se contaminent le plus souvent de maniere horizontale, par voie orale (ingestion
d’avortons, de délivrances, d’aliments contaminés), par voie aérienne au contact d’aérosols
infectieux produits lors des mises-bas ou avortements (muqueuses nasopharyngées, respiratoires ou
conjonctivales) ou par voie vénérienne, lors de monte naturelle ou d’insémination artificielle
(Metcalf et al., 1994 ; Acha et Szyfres, 2005 ; OIE, 2011b). La brucellose peut aussi étre transmise
verticalement de la truie au porcelet, par voie transplacentaire ou par le lait. Chez les porcs
domestiques, I'infection diffuse rapidement : a partir d’un cas index, la morbidité peut atteindre 50 %
des porcs d’un élevage en quelques mois (Garin-Bastuji, LNR Brucellose, 2009, communication
personnelle). Dans les zones d’enzootie, I'infection peut demeurer longtemps inapparente.

La faune sauvage (sanglier et lievre) constitue la principale source d’infection pour les porcs
domestiques dans les systemes d’élevage en plein air en Europe. L'infection est souvent inapparente
chez le sanglier (Payne et al., 2011). La contamination a partir de cet animal se fait tres
vraisemblablement comme chez le porc par ingestion de cadavres de lievres ou par voie vénérienne
lors de l'introduction de sangliers males dans les élevages (Ganiére et al., 2011). La brucellose a B.
suis biovar 2 est enzootique dans les populations de sangliers et de lievres d’Europe. Des enquétes

sérologiques réalisées en France montrent que 20 a 45% des sangliers sont porteurs de B. suis selon
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les départements (Garin-Bastuji et al., 2004 ; Payne et al., 2011) (Figure 10). La transmission au porc
par d’autres animaux domestiques (chiens, chats) a été peu documentée et n’est pas considérée
comme une voie majeure de contamination (EFSA, 2009). Les porcs infectés peuvent en revanche
contaminer les autres animaux domestiques, notamment les ruminants (Garin-Bastuji, 2009, LNR

Brucellose, communication personnelle).

Figure 10 : Résultats d’'une enquéte de dépistage sérologique de la brucellose porcine chez le
sanglier réalisée dans cinq départements frangais en 2009 et 2010 (nombre d’animaux et
pourcentages d’animaux infectés). (D’aprés Payne et al., 2011)

24 % [9,3-45,1 %]

56-126
M 44,4 % [35,6-53,5 %]

53/113 <]
46,9 % [37,4-56,5 %]

La pathogénie de B. suis est a ce jour mal connue. Elle est probablement similaire a celle des
autres espéces de Brucella. L'incubation est assez longue et la survenue des signes cliniques dépend
de I'dge, du sexe et du statut physiologique de I'animal. B. suis est responsable d’infections
chroniques. Elle induit une réaction immunitaire a médiation cellulaire, avec production d’interféron
gamma et d’anticorps spécifiques, dirigés principalement contre le lipopolysaccharide de surface des
bactéries mais aussi contre les protéines de membrane. Durant les deux premiéeres semaines post-
infection, les IgM" spécifiques prédominent. A partir de la troisieme semaine, la concentration en
IgG> augmente progressivement dans le sang. L’excrétion de la bactérie par les animaux infectés

n’est pas systématique et, lorsqu’elle existe, peut étre intermittente.

' IgM : Immunoglobulines M
? 1gG : Immunoglobulines G
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1.2 La brucellose porcine en France : contexte épidémiologique et réglementation

La brucellose porcine est fréquente dans certaines parties du monde : Amérique du Nord,
Amérique du Sud, Europe centrale, Asie. Le nombre de cas recensés est particulierement élevé en
Amérique du Sud et en Asie du Sud-est (OIE, 2011b).

En France, la brucellose porcine était cantonnée aux élevages familiaux jusque dans les années 1970.
Le nombre de foyers a ensuite chuté. De nos jours, les porcs produits dans les filieres dites
« industrielles » (élevages hors-sol, confinés) sont indemnes de I'infection mais on observe de temps
a autre la survenue de foyers dans les élevages en plein-air. Entre 1993 et 2010, 63 foyers ont été
répertoriés dans 31 départements francais (Bronner et al., 2011 ; Figure 11), avec identification de B.
suis biovar 2 dans la majorité d’entre eux (Garin-Bastuji et al., 2004 ; Garin-Bastuji, comm. pers.). Ces
foyers sont tous survenus dans des élevages en plein-air, et les informations épidémiologiques
disponibles suggerent le role des sangliers sauvages en tant que principal réservoir de la maladie

(EFSA, 2009).

Figure 11 : Répartition géographique des foyers de brucellose porcine en élevage porcin entre
1993 et 2010 (D’aprées Bronner et al., 2011)

Départements ayant fait l'objet EJ

d'une confirmation de brucellose porcine
M Avant 2010 Avant 2010 et en 2010 En 2010

Depuis 2001%, la brucellose des suidés domestiques et sauvages fait partie des « Maladies

Réputées Contagieuses », devenues tres récemment « Maladies Réglementées de catégorie 1». La

! Décret n° 2001-441 du 21 mai 2001
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réglementation prévoit I'abattage total des troupeaux dont I'infection brucellique est avérée, sans
dérogation possible’.

En revanche, aucun dépistage systématique de la brucellose n’est prévu par la loi dans les élevages
de suidés. En France, seuls sont soumis au dépistage de la brucellose porcine les verrats
reproducteurs et les porcs provenant d’élevages « a risque » (en particulier élevages en plein air). Les
verrats donneurs de semence sont contrélés a leur entrée en centre de collecte de sperme, puis

périodiquement au cours de leur carriere de reproducteur.

1.3 Modalités diagnostiques de la brucellose porcine

Le diagnostic de la brucellose porcine repose en premier lieu sur I'observation des signes
cliniques (arthrites et troubles de la reproduction : avortements tardifs, mortalité embryonnaire,
rétentions placentaires, infertilité, orchites, épididymites), associés a I'isolement de la bactérie et/ou

a un résultat positif en sérologie.

1.3.1 Mise en évidence de I'agent pathogene au laboratoire

L’observation microscopique d’un calque de préléevement sur lame (écouvillon vaginal,
placenta, avorton, nceud lymphatique) aprés coloration de Stamp peut permettre de suspecter une
brucellose. Cette technique ne permet pas de distinguer B. suis des autres Brucella, et manque de
sensibilité et de spécificité (EFSA, 2009).

Le diagnostic de certitude de la brucellose porcine repose sur la mise en culture de prélevements et
I'isolement de la souche bactérienne. L'isolement peut étre effectué a partir d’'un écouvillon vaginal,
des organes de porcelets mort-nés, des annexes fcetales, du lait, du sperme ou de synovie lors
d’arthrite. A partir d’'une carcasse, les tissus du systéme réticulo-endothélial constituent les
prélevements de prédilection (EFSA, 2009). L’utilisation de la PCR permet I'identification de B. suis,

en réduisant le temps nécessaire a I'obtention du résultat (Whatmore et al., 2005).

! Arrété du 14 novembre 2005 modifié
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1.3.2 Diagnostic sérologique

La membrane de B. suis est composée de phospholipides, de protéines et d'un
lipopolysaccharide en phase lisse (Smooth Lipopolysaccharide ou S-LPS). La plupart des anticorps
synthétisés sont dirigés contre le S-LPS et la plupart des tests sérologiques utilisés détectent la
présence d’anticorps dirigés contre des épitopes portés par cette molécule. D’autres antigenes de
membrane, protéiques notamment, peuvent permettre de diagnostiquer la brucellose, mais la
sensibilité des tests correspondants est moindre (EFSA, 2009).

Les tests sérologiques de dépistage couramment utilisés (épreuve a I'antigene tamponné — EAT — et
fixation du complément — FC) sont surtout utiles au contréle du statut des cheptels, mais ils sont trop
peu fiables pour dépister la brucellose chez des animaux considérés individuellement (EFSA, 2009).

La sensibilité et la spécificité des tests de dépistage de la brucellose porcine sont mal connues.
Les tests ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indirect (I-ELISA) et compétitif (C-ELISA) ont
une spécificité et une sensibilité élevées (comprises entre 0,98 et 1 (EFSA, 2009)), mais ils n’ont pas
fait 'objet d’'une évaluation compléte et leur utilisation n’est pas normalisée. Le rapport de I'Autorité
Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA, 2009) propose une synthése des données concernant
les caractéristiques des tests de dépistage actuellement disponibles dans la littérature par méta-
analyse. Les estimations de sensibilité et de spécificité réalisées par I'EFSA (2009) pour les quatre
types de tests évalués dans la suite cette étude (cf. 3.2) figurent dans le Tableau 6. Dans la plupart
des études sur lesquelles repose cette méta-analyse, les caractéristiques des tests étaient évaluées
dans des conditions expérimentales et par rapport a un second test, considéré comme référence :

aucune étude de leurs caractéristiques dans des conditions de terrain n’avait encore été réalisée.

Tableau 6 : Estimation par méta-analyse de la sensibilité et de la spécificité de quatre types de
tests de dépistage de la brucellose porcine (D’aprés EFSA, 2009)

Test Sensibilité Spécificité
[Intervalle de confiance a 95%)] [Intervalle de confiance a 95%)]
EAT 0,870[0,802 ; 0,922] 0,998 [0,997 ; 0,998]
FPA Non évaluée 0,952 [0,945 ; 0,958]
C-ELISA 1[0,988 ; 1,000] 0,979 [0,976 ; 0,982]
I-ELISA 1[0,998 ; 1,000] 0,999 [0,999 ; 1,000]
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2 Objectifs de I'étude

Les tests utilisés pour le dépistage de la brucellose porcine dans les centres de reproducteurs, ou
pour le diagnostic en élevage suite a des signes cliniques (EAT, FC) sont imparfaits. Pourtant, certains
tests (kits C-ELISA et I-ELISA) paraissent intéressants (en raison de leurs sensibilité et spécificité
élevées et car ils présentent certains avantages techniques) mais les caractéristiques intrinseques des
tests utilisables en France n’ont pas encore été completement évaluées sur le terrain. Les principes
généraux de ces tests sont résumés en Annexe 5.

Par ailleurs, en France, le contexte épidémiologique de la brucellose porcine varie considérablement
selon la zone géographique considérée (France métropolitaine vs. Polynésie Francaise) et il est
impossible d’extrapoler les résultats obtenus dans une zone a I'ensemble de la population porcine
francaise. Or, aucune étude des caractéristiques des tests disponibles pour le dépistage de la

brucellose porcine n’a, jusqu’a présent, tenu compte de ces différences.

‘L’objectif de cette étude était d’évaluer les caractéristiques de cinq tests de dépistage de la
brucellose porcine, en vue d’une utilisation ultérieure par le Laboratoire National de Référence de la
Brucellose (EU/OIE/FAO) (LNR Brucellose, Laboratoire de Santé Animale, ANSES, Maisons-Alfort).
Aucune référence n’était disponible concernant le statut infectieux individuel des animaux mais le
contexte épidémiologique d’origine des porcs était connu (porcs provenant d’élevages foyers vs.
porcs provenant d’élevages indemnes).

Cette étude a été menée en France métropolitaine d’une part et en Polynésie Francaise d’autre
part, afin de proposer un protocole de dépistage adapté au contexte épidémiologique de la

maladie dans chacune de ces deux zones géographiques.

Cette étude a fait I'objet d’un article publié et d’un article accepté sous réserve de modifications
dans des revues internationales a comité de lecture :

PRAUD A., GIMENEZ O., ZANELLA G., DUFOUR B., POZZI N., ANTRAS V., MEYER L., GARIN-BASTUJI B.
(2012) Estimation of sensitivity and specificity of five serological tests for the diagnosis of porcine

brucellosis. Preventive Veterinary Medicine, 104: 94-100. (cf.
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Annexe 1)
PRAUD A., GIMENEZ O., ZANELLA G., DUFOUR B., POZZI N., ANTRAS V., MEYER L., GARIN-BASTUJI B.
Evaluation of five serological tests for the diagnosis of porcine brucellosis in French Polynesia.

Tropical Animal Health and Production (Accepté sous réserve de modifications) (cf. Annexe 3)

3 Matériels et méthodes

3.1 Source des données et échantillons

3.1.1 Population 1 : France métropolitaine

En France métropolitaine, les sérums de 6422 porcs ont été testés. 1799 porcs provenaient de
32 élevages en plein-air dans lesquels un foyer de brucellose porcine (avec isolement de B. suis
biovar 2 sur au moins un animal) avait été détecté (sous-population « présumée infectée »). La
recherche de Brucella suis n’avait pas été effectuée de maniere systématique sur ces 1799 individus :
aucune référence « positive » ou « négative » individuelle n’était disponible. Les 4623 porcs restants
provenaient de centres d’insémination artificielle porcins officiellement indemnes de brucellose
porcine et ne présentant aucun facteur de risque de contamination (sous-population « présumée
indemne »).
La population porcine étudiée en France métropolitaine était relativement homogéene, tant
concernant la conduite d’élevage que les origines génétiques des animaux. Les animaux
appartenaient majoritairement a trois races : Landrace, Large White et Piétrain. Les sérums ont été

prélevés entre 1997 et 2005.

3.1.2 Population 2 : Polynésie francgaise

En Polynésie francaise, les sérums de 1595 porcs ont été testés. 694 porcs provenaient
d’élevages dans lesquels B. suis biovar 1 avait été isolée dans les 12 mois précédents' (sous-
population « présumée infectée »). De méme que dans la population métropolitaine, la recherche de

Brucella suis n’avait pas été effectuée de maniere systématique ce qui implique que le statut

! La Polynésie Francaise n’est pas soumise a la réglementation métropolitaine en matiére d’abattage des
cheptels atteints de brucellose. L'abattage total n’est pas réalisé de maniére systématique et aucun
dédommagement n’est prévu pour les éleveurs qui choisissent cette option (Bruno Garin-Bastuji, LNR
Brucellose, 2010, communication personnelle).
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infectieux individuel de ces animaux n’était pas connu. Les 901 porcs restants étaient élevés dans 11
fermes considérées comme indemnes de brucellose porcine par les services vétérinaires locaux ; les
animaux de ces élevages ne présentaient aucun signe clinique de brucellose ni facteur de risque de
contamination connu (sous-population « présumée indemne »).

La population étudiée en Polynésie francaise était hétérogene, a la fois concernant I'origine
génétique des animaux (nombreuses races locales et croisements) et leurs conditions d’élevage

(élevages « semi-industriels »). Les sérums ont été prélevés entre 2002 et 2007.

3.2 Tests étudiés

Cing tests de dépistage ont été étudiés :

- I'Epreuve a l'antigene tamponné (EAT) ou test au Rose-Bengale (RBT), Institut Pourquier
(France) ;

- un test de polarisation de fluorescence (Fluorescence Polarization Assay; FPA), B. abortus
antibody test kit, Diachemix / Prionics (Suisse) ;

- un kit ELISA indirect (Indirect Enzyme Immunoassay ; |-ELISA), Chekit B. suis, Idexx-Bommeli
(Suisse) ;

- deux kits ELISA de compétition (Competitive Enzyme Immunoassay ; C-ELISA; and C-ELISA;),
respectivement SVANOVIR Brucella-Ab C-ELISA, Svanova (Suéde) et Compelisa, VLA (Grande-

Bretagne).

Les analyses sérologiques ont été effectuées au LNR Brucellose, par deux techniciens
expérimentés. Les tests ont été réalisés « en aveugle » : les techniciens n’avaient connaissance ni de
la provenance des porcs testés, ni de leur statut présumé vis-a-vis de l'infection, ni des résultats
qu’ils avaient obtenus aux autres tests.

L'antigene utilisé pour I'EAT était standardisé selon les recommandations de I'OIE et de I'Union
Européenne (OIE, 2011a%). Pour les autres tests, les seuils de positivité utilisés étaient ceux
recommandés par les fabricants. : FPA = 20; I-ELISA > 70% Densité Optique (D.0.)%; C-ELISA; > 30%
D.O.; C-ELISA, £60% D.0O.). Les résultats de I'EAT et des C-ELISA étaient exprimés de maniére binaire :

positifs ou négatifs. Les résultats du FPA et de I'l-ELISA pouvaient étre positifs, négatifs ou douteux.

! Décision de la Commission Européenne du 10 décembre 2008
? Les % de densité optique (D.0.) sont obtenus selon la formule normalisée suivante :

% D.O. = (D-O-Echantillon - D-O-Te’moin Négatif) / (D-O-Te’moin positif — D-O-Témoin Négatif)
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‘Les porcs présentant des résultats douteux ont été exclus de I'étude (analyse « résultats
douteux exclus). Une analyse de sensibilité a ensuite été réalisée en les incluant dans I’étude,
suivant différentes modalités d’interprétation:

- en les considérant comme positifs chez tous les porcs (analyse « résultats douteux considérés
comme positifs »);

- en les considérant comme négatifs chez tous les porcs (analyse « résultats douteux considérés
comme négatifs »);

- selon 'origine des animaux : interprétés comme des résultats négatifs pour les porcs des sous-
populations « présumées indemnes » et interprétés comme des résultats positifs pour les porcs des
sous-populations « présumées infectées » (analyse « résultats douteux interprétés selon le
contexte » ;

- selon les résultats obtenus aux autres tests : interprétés comme des résultats négatifs pour les
porcs obtenant des résultats négatifs a au moins deux des trois autres tests étudiés et interprétés
comme des résultats positifs pour les porcs obtenant des résultats positifs a au moins deux des trois
autres tests étudiés.

Seuls les résultats de ces trois premiéeres analyses sont présentés dans ce manuscrit. Les raisons de

ce choix sont discutées dans le paragraphe 5.

3.3 Modélisation et approche statistique : estimation des caractéristiques des tests de
dépistage

Aucune information n’était disponible sur le statut individuel des porcs vis-a-vis de I'infection.
Une approche par modélisation a I'aide d’'un modele a classe latente a donc été choisie pour estimer

la sensibilité et la spécificité des tests.

3.3.1 Modélisation de la relation de dépendance entre les tests

Le modele utilisé pour estimer les caractéristiques des tests était un modele classique proposé
par Berkvens et al. (2006) et Praet et al. (2006). Ce modeéle est adapté a I'étude de plusieurs tests liés
par une relation de dépendance conditionnelle. Il permet |'estimation des sensibilités et des
spécificités de ces tests et de la prévalence dans la population étudiée ainsi que de la covariance des

sensibilités et des spécificités des tests étudiés par paires.
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‘Remargue:

Les caractéristiques des tests ont été estimées a I'aide d’'un modele « cing tests — une population ».
Etant donné la nature des processus biologiques sur lesquels reposent les cing tests, un modele
autorisant I'existence d’'une dépendance conditionnelle entre les résultats des tests a été choisi. La
France métropolitaine et la Polynésie Francaise ont été étudiées séparément afin de tenir compte de
I'influence éventuelle du contexte sur les caractéristiques des tests. Les sous-populations « présumée
indemne » et « présumée infectée » ont été agrégées : chaque population a été étudiée dans son
ensemble, sans tenir compte de I’existence de sous-populations. Ce choix a été fait en raison du fait
que les prévalences dans chacune des deux sous-populations étaient proches des extrémes (0 ou 1).

Les raisons de ce choix sont plus amplement discutées dans le paragraphe 5.

Le nombre de parameétres a estimer dans le modele était de 63. Les 32 classes de résultats
croisés possibles autorisant 31 degrés de liberté, I'estimation des 63 paramétres a été permise par

I'introduction de priors informatifs dans le modele.

Dans une population donnée, on définit les résultats croisés aux 5 tests des animaux de la
facon suivante :
Yooooo : Nombre d’animaux fournissant un résultat négatif au test 1 (T,), au test 2 (T,), au test 3 (T;), au
test 4 (T,) et au test 5 (Ts) ;
Yoooo: : Nombre d’animaux fournissant un résultat négatif a T1, T,), Ts, T4 et un résultat positif a Ts;
(...) et ainsi de suite jusqu’a:

V11111 : nombre d’animaux fournissant un résultat positif a Ty, T, T3, Ty et Ts.

Les données sont exprimées sous la forme du vecteur y = (Yoooo0 --- Yn, - Y11111)-
Soient proocoo, s Pra, ---» Prizn11 les probabilités respectives de survenue des événements Yooooo, --- Y -

V11121 L€ vecteur y suit une loi multinomiale : y ~dmultinomiale (progooo,...) Prns -y Pri1111)-

On note D+ un individu atteint et D- un individu indemne. Les probabilités conditionnelles pour un

modele intégrant les cinq tests diagnostiques sont définies dans le Tableau 7.

Les probabilités de survenue (progoo, ---» Prns -, Pri1111) des combinaisons de résultats (Yoooo, - Yny -
y11111) sont alors exprimées en fonction des probabilités conditionnelles p1 a p63.
pr00000 = prev*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*(1-p23)*(1-p47) + (1-prev)*p3*p6*pl2*p24*p48

(...) jusqu’a:
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pr11111 = prev*p2*pd*p8*pl16*p32 + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*(1-p31)*(1-p63).
Le détail des probabilités conditionnelles de survenue des combinaisons de résultats figure en

Annexe 7.

Tableau 7 : Probabilités conditionnelles pour un modeéle incluant cinq tests dépendants

Prevalence = P(D*) pl P(TSIDN T, "NT, NT,,NT,) | p33
Se, = P(T,*| DY) p2 P(TH DN T NT,*NT,NT,) | p34
Sp, =P(T, D) p3 P(THD'NT*NT,"NT,NT,) | p35
P(T,*| D*'N T,%) p4 P(T DN T NT,NT,;*NT,") | p36
P(T,"|D*'NT,) p5 P(TSID'NTNT,NT,NT,) p37
P(T,]DNT,) pé PT DN T NT,NT,NT,") | p38
P(T,]DNT,") p7 PT DN T NT,NT,NT,) p39
P(T,*|D'NT,*N T, p8 P(T DN T, NT, N T,*NT,") | pa0
P(T,*ID'NT,*N T,) p9 P(THD'NT NT, NT*NT,) | psl
P(T,*ID'N T, NT,") pl0 PTHD'NT NT, NT,NT,Y | pl2
P(T,}|D*"NT,NT,) pll P(TSID'NT, AT, NT,NT,) p43
P(T,1DNT, NT,) pl2 P(TSI DN T, NT,NT,'NT,Y) | pdd
P(T,IDNT, NT,) p13 P(T DN T NT,NT,"NT,) p45
P(T,IDNT,"NT,) pl4 P(T DN T NT,NT,NT,") p46
P(T,IDNT, "N T, pl5 P DN T NT,NT,NT,) pa7
P(TH DN T N TN T,Y) pl6 P(TIDNT NT,NT,NT,) p48
P(T, ID'NT,*"NT,*NT) p17 P(TSIDNT, NT,NT,NT,) p49
P(T,ID'NT,*"N T, NT,*") p18 P(TSIDNT, NT,NT,NT,) p50
PTH DN T NT,NT,) p19 PTIDNT NT,NT,NT,Y p51
PTH DN T NT, "N T, p20 P(TIDNT NT, NT,NT,) p52
PTH DN T NT,"NT,) p21 P(TIDNT NT, NT,NT,Y p53
P(TH DN T NT,NT,") p22 P(TIDNT NT, NT,*NT,) p54
P(T, ID'NT, NT,NT,) p23 P(TSIDNT, NT,"NT;*NT,") p55
PT,IDNT NT,NT,) p24 P(TSIDNT "NT,NT,NT,) p56
PT,IDNT NT,NT," p25 P(TSIDNT NT,NT,NT,) p57
P(T, DNT NT,,NT,) p26 P(TIDNT NT,NT,*NT,) p58
P(T,DNT NT,,NT,* p27 P(TIDNT NT,NT,*NT,") | P59
P(TDNT NT,NT,) p28 PTIDNT NT,*NT,NT,) p60
P(T,IDNT*NT,NT,* p29 P(TIDNT NT,"NT,;NT,) p6l
P(T,IDNT "NT,*NT) p30 P(TSIDNT NT,*NT,NT,) p62
P(T,IDNT"NT, N T,Y) p31 P(TSIDNT NT,*NT, AT, p63
PTSID'NT NT,"NT,NT,") | p32

La sensibilité et la spécificité de chacun des tests peuvent a présent étre définies comme des

fonctions des probabilités conditionnelles présentées ci-dessus :
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Sel=p2

Spl=p3

Se2=p2*p4+ (1-p2)*p5

Sp2=p3*p6+ (1-p3)*p7

(...) et ainsi de suite. Le détail des parametres du modeéle exprimés en fonction des probabilités

conditionnelles de survenue des combinaisons de résultats figure en Annexe 8.

Le modele tel qu’il est présenté dans les travaux de Berkvens et al. (2006) et Praet et al.
(2006) est congu pour autoriser une relation de dépendance conditionnelle entre les tests mais il ne
permet pas de calculer l'intensité de cette relation de dépendance. Nous I'avons donc adapté pour
permettre le calcul des covariances des sensibilités (ySe) et des covariances des spécificités (ySp) de
chaque paire de tests. Le détail des calculs est présenté en Annexe 9 et en Annexe 10. Le code utilisé

sous WinBUGS figure en Annexe 11.

3.3.2 Estimation des parametres des modeles et comparaison des modeles

Les parametres des différents modeles ont été estimés a I'aide d’'une approche bayésienne.
Les données ont été simulées par un processus itératif (algorithme Monte Carlo par chaine de
Markov) utilisant I’échantillonneur de Gibbs, grace au logiciel WinBUGS (Lunn et al., 2000), sur
51 000 itérations (dont un temps de chauffe — ou « burn-in » de 1000 itérations). Les résultats sont
exprimés par une valeur moyenne affectée d’un intervalle de crédibilité & 95% (25°™ et 95°™

percentiles ; ICr 95%).

Les hypotheses a priori introduites dans le modéele ont été déterminées a I'aide de données
disponibles dans la littérature. En raison du faible nombre d’études portant sur la brucellose porcine,
de la diversité des contextes épidémiologiques et des méthodes statistiques utilisés (Silva Paulo et
al., 2000; Muma et al., 2007; Nielsen et al., 2008), les résultats d’autres études réalisées sur
différentes espéces animales ont été prises en compte pour rendre les distributions plus diffuses. Les
valeurs moyennes de sensibilité et de spécificité disponibles dans la littérature pour les tests étudiés

sont récapitulées dans le Tableau 8.
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Tableau 8 : Valeurs moyennes de sensibilité et de spécificité disponibles dans la littérature*
pour les quatre catégories de tests étudiées

Sensibilité moyenne Spécificité moyenne
EAT 0,597a1 081a1l
FPA 0,72 230,993 0,930,984
I-ELISA 0,96a1 0,938a1
C-ELISA 0,905 a 0,988 0,60a1l

*Gall et al., 1998; Silva Paulo et al., 2000; Nielsen, 2002; Gall et al., 2003; Gall and Nielsen, 2004;
Mufioz et al., 2005; EFSA, 2009; Muma et al., 2007; Muma et al., 2009; Nielsen et al., 2008.

La prévalence dans I'échantillon et les covariances des sensibilités et des spécificités des tests étaient
inconnues et ont donc été modélisées sous forme de lois Beta(1,1) non informatives. Les parameétres

des distributions Beta(a,b) informatives introduites dans le modéle sont présentés dans le Tableau 9.

Tableau 9 : Parametres des distributions Beta(a,b) utilisées comme hypothéses a priori pour les
sensibilités et les spécificités des tests étudiés

Parameétre d’intérét Borne inférieure Moyenne Beta(a, b)
(95%) 4 a b
EAT Set 0,75 0,86 33,37 5,432
Sp? 0,76 0,88 24,93 3,400
EPA Se 0,87 0,92 107,4 9,341
Sp 0,91 0,97 30,39 0,940
Se 0,94 0,98 47,04 0,960
I-ELISA
Sp 0,94 0,98 47,04 0,960
Se 0,91 0,96 58,02 2,418
C-ELISA
Sp 0,76 0,92 9,660 0,840

! Se = Sensibilité ; 2 Sp = Spécificité

4 Résultats

4.1 Sensibilité et spécificité des tests utilisés pour le dépistage de la brucellose porcine
en France métropolitaine

4.1.1 Résultats douteux exclus

Les résultats des 5725 porcs métropolitains obtenant des résultats non douteux aux tests sont

présentés dans le Tableau 10. Dans la sous-population présumée indemne, la plupart des porcs

-71-



Chapitre Il : Dépistage de la brucellose porcine

(84,1%) obtenaient des résultats négatifs aux 5 tests étudiés. Dans la sous-population infectée, 56,9%

des porcs obtenaient un résultat positif a au moins un test.

Tableau 10 : Résultats croisés aux cinq tests de dépistage de la brucellose porcine chez 5725
porcs métropolitains dans chacune des deux sous-populations étudiées

(Apres exclusion de 697 porcs présentant des résultats douteux en FPA et/ou en I-ELISA)

Résultats aux tests Nombre de porcs

Sous-population

EAT FPA I-ELISA C-ELISA; C-ELISA,
Présumée Présumée
Infectée Indemne
o' 0 0 0 0 700 3889
1° 0 0 0 0 29 26
0 1 0 0 0 47 43
1 1 0 0 0 17 12
0 0 1 0 0 3 1
1 0 1 0 0 0 0
0 1 1 0 0 9 33
1 1 1 0 0 1 6
0 0 0 1 0 7 20
1 0 0 1 0 8 0
0 1 0 1 0 7 9
1 1 0 1 0 64 8
0 0 1 1 0 1 0
1 0 1 1 0 4 0
0 1 1 1 0 20 4
1 1 1 1 0 70 0
0 0 0 0 1 0 10
1 0 0 0 1 0 0
0 1 0 0 1 1 0
1 1 0 0 1 3 3
0 0 1 0 1 0 0
1 0 1 0 1 0 0
0 1 1 0 1 2 4
1 1 1 0 1 3 2
0 0 0 1 1 0 0
1 0 0 1 1 3 1
0 1 0 1 1 7 5
1 1 0 1 1 167 24
0 0 1 1 1 3 0
1 0 1 1 1 12 0
0 1 1 1 1 46 2
1 1 1 1 1 373 16
TOTAL 1607 4118

1 « 0 » : Résultat négatif ; 2 « 1 » : Résultat positif
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Les sensibilités et les spécificités des cing tests estimées en France métropolitaine a I'aide d’un
modele classe latente par une approche bayésienne sont présentées dans le Tableau 11. La
prévalence dans I'échantillon de porcs étudié en France métropolitaine était estimée a 0,121 [0,105;
0,134]|Cr95%1. Le C-ELISA, était le test le plus sensible et le plus spécifique (Se C-ELISA, = 0,964 [0,907;
0,994] |cros%; Sp C-ELISA, = 0,996 [0,982; 1,0]icros%). Le C-ELISA; était un peu moins sensible et
spécifique que le C-ELISA, mais ses caractéristiques étaient satisfaisantes (Se C-ELISA; = 0,953 [0,906;
0,989] |cros% ; Sp C-ELISA; = 0,956 [0,942; 0,966]\cr95%). Le test le moins sensible était I'l-ELISA (Se I-

ELISA = 0,663 [0,607; 0,710],cr95% ) et le moins spécifique le FPA (Sp FPA = 0,930, [0,917; 0,941] cro5%).

Tableau 11 : Résultats d’estimation des sensibilités et spécificités des tests étudiés en France
métropolitaine par une approche bayésienne

(Analyse « Résultats douteux exclus »)

Parametre Valeur moyenne [ICr 95%]*
Se’ 0,876 [0,835 ; 0,913]
EAT
Sp? 0,951 [0,939; 0,959]
Se 0,937 [0,890; 0,970]
FPA
Sp 0,930[0,917;0,941]
Se 0,663 [0,607 ; 0,710]
I-ELISA
Sp 0,969 [0,958 ; 0,976]
Se 0,953 [0,906 ; 0,989]
C-ELISA,
Sp 0,956 [0,942 ; 0,966]
Se 0,964 [0,907 ; 0,994]
C-ELISA,
Sp 0,996 [0,982 ; 1,0]
Prévalence 0,121 [0,105; 0,134]
DIC 168

Intervalle de crédibilité 3 95% ; * Se = Sensibilité ; Sp = Spécificité

L'analyse des covariances a montré que leurs valeurs moyennes pour la sensibilité et la
spécificité (ySe et ySp) des tests étudiés deux a deux étaient faibles (valeurs étendues de -0,0015 a
0,0362). Seule la ySe de I'l-ELISA et de I'EAT était négative. Les covariances les plus élevées étaient
vSec-eusai-ear = 0,0210 [0,00319; 0,0470]cro5% et ySpi-eusa-rpa = 0,0362 [0,0198; 0,0329] cro5%. Les
intervalles de crédibilité a 95% incluaient la valeur « O » pour les ySe de cinq paires de tests et pour

les ySp d’une paire de tests. Pour les quatorze autres covariances, l'intervalle de crédibilité a 95%

11Cr 95% : Intervalle de crédibilité 3 95%
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excluait la valeur « 0 », confirmant I'existence d’une relation de dépendance conditionnelle positive

entre les cing tests étudiés. Les résultats de I'analyse de covariance sont détaillés en Annexe 12.

4.1.2 Résultats douteux inclus

Comme expliqué précédemment (paragraphe 3.2) les parameétres ont été estimés apres
inclusion des résultats douteux dans I’étude afin de réaliser une analyse de sensibilité du modele.
Le résultat en FPA et/ou en I-ELISA était douteux pour 697 porcs (10,9% de la population étudiée en
métropole). Ces individus, obtenant au moins un résultat douteux, seront désignés par le terme
« individus douteux » dans la suite du texte.
La plupart d’entre eux (505 porcs, soit 72,5% des individus douteux) appartenaient a la population
présumée indemne. Dans cette sous-population la majorité des individus douteux (85,1%, soit 430
porcs) obtenaient un résultat douteux en FPA et des résultats négatifs aux quatre autres tests.
Dans la sous-population « présumée infectée », 37,0% des individus douteux (soit 71 porcs)
obtenaient un résultat douteux en FPA et des résultats négatifs aux autres tests, 20,8% des individus
douteux (soit 40 porcs) obtenaient un résultat douteux en I-ELISA et des résultats positifs aux quatre
autres tests.

Les résultats des estimations effectuées en incluant les résultats douteux (en FPA et/ou en I-

ELISA) sont présentés dans I’Annexe 13. Ces résultats n’étaient pas significativement différents de
ceux obtenus en excluant les résultats douteux hormis la spécificité du FPA qui diminuait
significativement (p<0,05) lorsque les résultats douteux étaient considérés comme positifs.
Le DIC' ne variait pas de maniére notable selon la régle d’interprétation choisie (166, 168, 173 et 175
lorsque les résultats douteux étaient interprétés selon le contexte, exclus, considérés comme

négatifs ou considérés comme positifs, respectivement).

Afin de poursuivre I'étude de la sensibilité du modeéle, les analyses ont ensuite été répétées en
utilisant des distributions a priori de plus en plus diffuses (Enge et al,, 2000). Les analyses ont
également été conduites en étudiant différentes combinaisons de deux, trois ou quatre tests parmi
les cing, a I'aide du méme modele adapté a I'étude de deux, trois ou quatre tests dans une
population. Les estimations moyennes des parametres d’intérét n’étaient pas affectées de maniere

significative par ces variations.

1 DIC : Deviance Information Criterion
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4.2 Sensibilité et spécificité des tests utilisés pour le dépistage de la brucellose porcine
en Polynésie francaise

Les résultats croisés aux cinq tests étudiés dans la population porcine polynésienne sont
présentés dans le Tableau 12. Dans la sous-population « présumée indemne », 86,5% des porcs
présentaient des résultats négatifs aux cing tests étudiés. Dans la sous-population « présumée
infectée », 67,3% des porcs présentaient un résultat positif a au moins I'un des cing tests.

La proportion de porcs présentant des résultats douteux en FPA et/ou en I-ELISA (désignés par
le terme « individus douteux » dans la suite du texte) était de 7,8%. 61,3% d’entre eux provenaient
de la sous-population « présumée indemne ».

72 porcs parmi les 76 individus douteux appartenant a la sous-population « présumée indemne » et
20 porcs parmi les 48 individus douteux appartenant a la sous-population « présumée infectée »

obtenaient un résultat douteux en FPA et des résultats négatifs aux quatre autres tests.
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Tableau 12 : Résultats croisés aux cinq tests de dépistage de la brucellose porcine chez 1471
porcs polynésiens dans chacune des deux sous-populations étudiées

(Apreés exclusion de 124 porcs présentant des résultats douteux en FPA et / ou en I-ELISA)

Résultats aux tests Nombre de porcs

Sous-population

EAT FPA I-ELISA C-ELISA, C-ELISA,
Présumée Infectée Présumée indemne
o' 0 0 0 0 203 779
1? 0 0 0 0 8 6
0 1 0 0 0 33 0
1 1 0 0 0 7 0
0 0 1 0 0 9 2
1 0 1 0 0 3 0
0 1 1 0 0 17 1
1 1 1 0 0 7 0
0 0 0 1 0 5 8
1 0 0 1 0 P 1
0 1 0 1 0 1 0
1 1 0 1 0 1 0
0 0 1 1 0 P 2
1 0 1 1 0 3 0
0 1 1 1 0 1 0
1 1 1 1 0 4 0
0 0 0 0 1 3 24
1 0 0 0 1 0 0
0 1 0 0 1 2 0
1 1 0 0 1 4 0
0 0 1 0 1 3 0
1 0 1 0 1 2 0
0 1 1 0 1 19 0
1 1 1 0 1 36 0
0 0 0 1 1 0 1
1 0 0 1 1 0 0
0 1 0 1 1 1 0
1 1 0 1 1 1 0
0 0 1 1 1 3 1
1 0 1 1 1 29 0
0 1 1 1 1 46 0
1 1 1 1 1 191 0
TOTAL 646 825

1« 0 » : Résultat négatif ; 2 « 1 » : Résultat positif

Les sensibilités et les spécificités des cing tests estimées en Polynésie Francaise a I'aide d’un
modele classe latente par une approche bayésienne sont présentées dans le Tableau 13. La
prévalence dans I'échantillon était estimée a 0,210 [0,136; 0,293]icr 95%. Le C-ELISA, était le test le
plus sensible (Se C-ELISA, = 0,954 [0,889; 0,992],cr 95%) et le C-ELISA; était le test le plus spécifique (Sp

C-ELISA; = 0,856 [0,806; 0,915]icr 95%)-
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Tableau 13 : Résultats d’estimation des sensibilités et spécificités des tests étudiés en
Polynésie francgaise par une approche bayésienne

(Analyse « Résultats douteux exclus »)

Parametre Valeur moyenne [ICr 95%)]
Se' 0,712 [0,489 ; 0,921]
EAT
Sp? 0,853 [0,812 ; 0,898]
Se 0,751 [0,554 ; 0,939]
FPA
Sp 0,819 (0,779 ; 0,858]
Se 0,850 [0,708 ; 0,978]
I-ELISA
Sp 0,824 [0,787 ; 0,862]
Se 0,644 [0,356 ; 0,973]
C-ELISA,
Sp 0,856 [0,806 ; 0,915]
Se 0,954 [0,889 ; 0,992]
C-ELISA,
Sp 0,849 [0,817 ; 0,879]
Prévalence 0,210[0,136; 0,293]
DIC 134

! Intervalle de crédibilité a 95% ; * Se = Sensibilité ; * Sp = Spécificité

Les résultats des estimations effectuées en incluant les résultats douteux (en FPA et/ou en I-
ELISA) sont présentés dans I’Annexe 14. De méme que précédemment, ces résultats n’étaient pas
significativement différents de ceux obtenus en excluant les résultats douteux (p>0,05).

Les DIC des analyses « Résultats douteux exclus », « Résultats douteux considérés comme négatifs »
et «Résultats douteux considérés comme positifs » étaient proches (134, 135 et 134
respectivement). Le DIC de I'analyse « Résultats douteux interprétés selon le contexte » était en

revanche nettement inférieur (DIC = 76).

4.3 Bilan: comparaison des caractéristiques des tests dans les deux zones
géographiques étudiées

Les résultats obtenus en France métropolitaine et en Polynésie Francaise sont récapitulés,

respectivement, dans la Figure 12 et la Figure 13.
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Figure 12

: Sensibilités et spécificités des cinq tests étudiés en France métropolitaine
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Figure 13 : Sensibilités et spécificités des cinq tests étudiés en Polynésie francaise
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La comparaison des caractéristiques des tests dans les deux populations montre que les

estimations des sensibilités moyennes des tests sont assez proches pour le C-ELISA;. Les intervalles

de crédibilité calculés pour les sensibilités des autres tests se recoupent largement, sauf dans le cas

de I'I-ELISA qui est plus sensible dans la population polynésienne que dans la population

métropolitaine.
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Les spécificités des cing tests varient en revanche de maniere significative d’'une population a
I'autre : les cing tests sont plus spécifiques dans la population métropolitaine que dans la population

polynésienne.

5 Discussion

Les objectifs de cette étude étaient d’estimer les caractéristiques de cing tests de dépistage de
la brucellose porcine en France métropolitaine d’une part et en Polynésie Francaise d’autre part, en
vue d’une utilisation a I'échelle nationale. Aucune référence n’était disponible concernant le statut
infectieux individuel des animaux mais le contexte épidémiologique d’origine des porcs testés était

connu.

Le modele choisi était un modéle a classe latente autorisant la dépendance conditionnelle

entre les tests. En effet, les cing tests étudiés étaient fondés sur le méme principe biologique (c'est-a-
dire la détection d’anticorps anti-LPS-S; Nielsen, 2002), ce qui induisait une dépendance
conditionnelle entre eux (Gardner et al.,, 2000). Lorsqu’elle existe, cette relation de dépendance
conditionnelle entre les tests étudiés doit impérativement étre prise en compte: dans le cas
contraire, les erreurs de classification biaisent les estimations de sensibilité et de spécificité (Vacek,
1985). Les résultats de covariance de la sensibilité et de la spécificité des tests confirmaient pour la
plupart des paires de tests I’hypothése de dépendance, avec des valeurs de covariances faibles.
Afin de limiter le risque d’'une dépendance additionnelle (liée a I'observateur ou a I'animal), les tests
ont été effectués a I'aveugle et chaque animal n’a été introduit qu’une seule fois dans I'étude. Il est
par ailleurs probable qu’il existe une dépendance entre animaux provenant d’un méme cheptel (effet
« cluster », Donald et al., 1994). Les effets de cette dépendance n’ont pas pu étre pris en compte car
les informations concernant la provenance des animaux (numéro du cheptel d’origine) n’étaient pas
disponibles pour tous les animaux. Etant donné le grand nombre d’animaux constituant les
échantillons, il est toutefois probable que l'influence de cet effet « cluster » sur les estimations ne
soit pas tres forte.

Les sensibilités et spécificités présentées dans le paragraphe 4 ont été estimées a 'aide d’un
modele adapté a I’étude de cing tests dans une population.

Dans une premiére approche, il avait été choisi d’étudier séparément les deux types de sous-
populations (« Présumée indemne » vs. « Présumée infectée ») composant chaque population, en

utilisant un modele adapté a I'étude de cinqg tests dans deux sous-populations. Cette démarche est
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couramment utilisée pour estimer les parametres d’'un modele non identifiable lorsque I'on dispose
de deux populations dans lesquelles la prévalence de la maladie est supposée significativement
différente, dans le but d’augmenter le nombre de degrés de liberté autorisé par les données.

Notons toutefois que dans la sous-population « présumée indemne », la prévalence de la maladie
tendait probablement vers 0, surtout en France métropolitaine, ol le contexte sanitaire et le mode
d’élevage des animaux reproducteurs provenant de centres de reproduction animale sont tres
étroitement controlés. Or, lorsque la prévalence dans I'une des deux sous-populations étudiées tend
vers une limite (0 ou 1), les estimations fournies par le modele risquent d’étre biaisées (Nielsen et
Toft, 2002). Cette approche par un modele « cing tests, deux sous-populations » n’a donc pas été
présentée dans les résultats finaux de I’étude.

Le nombre de paramétres a estimer était supérieur au nombre de degrés de liberté autorisé
par les données. Une approche bayésienne a donc été choisie. Les lois de distribution des hypotheses
a priori ont été déterminées a I'aide de données disponibles dans la littérature et de I'avis d’experts.
Etant donné le faible nombre d’études portant sur les tests de dépistage de la brucellose porcine, les
distributions ont été rendues plus diffuses sur la base de résultats d’études conduites chez d’autres
especes animales. Il est par conséquent probable que les hypotheses a priori ne soient pas
parfaitement adaptées aux données. Dans le cas présent, |'effet de ces priors est toutefois atténué

par la grande taille des échantillons.

Le premier objectif était de choisir, parmi les tests étudiés, un test utilisable pour le dépistage
individuel des porcs reproducteurs. Ce test devait étre suffisamment sensible pour repérer
rapidement la présence de Brucella suis chez les animaux reproducteurs avant que l'infection ne se
répande dans les élevages porcins, mais également suffisamment spécifique pour limiter la survenue
de résultats faussement positifs, dans un contexte épidémiologique indemne (en métropole). Ce test
a pour vocation d’étre utilisé au plan national. La population porcine étudiée en France
métropolitaine était représentative de la population porcine européenne par ses origines génétiques
(a I'exception des exploitations spécialisées dans I'élevage de races locales) (San Cristobal et al.,
2006). Leurs conditions d’élevage étaient similaires a celles des porcs élevés dans I'Union
Européenne. De ce fait, les résultats obtenus dans la population métropolitaine sont probablement
extrapolables a la population de porcs européens.

Les estimations de sensibilité et de spécificité des tests montrent que le C-ELISA, est le test le plus
sensible, en France métropolitaine comme en Polynésie Francaise. Il est également le test le plus
spécifique dans la population de porcs métropolitains. Il présente I'avantage de fournir des résultats

binaires (positif ou négatif) et d’étre facilement automatisable et standardisable.
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Les valeurs de sensibilité et de spécificité des tests estimées dans I'étude menée en France
métropolitaine concordent globalement avec les résultats publiés dans la littérature (Silva Paulo et
al., 2000 ; Nielsen et al., 2008 ; Muma et al., 2009). Ces enquétes ont été conduites dans des
populations trés différentes (taille des échantillons, origine géographique, race et mode d’élevage
des porcs testés). Les modalités de réalisation et d’interprétation des tests (laboratoires dans
lesquels les analyses étaient effectuées, kits commerciaux utilisés, seuils de positivité et regles
d’interprétation appliquées pour les résultats douteux) étaient variables, tout comme I'approche
épidémiologique et statistique adoptée (estimation brute des caractéristiques des tests par rapport a
une référence ou modélisation).

L'une des questions posées au cours de l'analyse des données concernait les modalités
d’interprétation des résultats douteux aux tests FPA et I[-ELISA. Nous avons estimé les
caractéristiques des tests d’abord en excluant les résultats douteux, puis en les incluant, interprétés
comme des résultats négatifs, positifs ou selon le contexte épidémiologique de la sous-population
d’ol provenaient les animaux (résultats douteux considérés comme négatifs dans les sous-
populations « présumées indemnes » et comme positifs dans les sous-populations « présumées
infectées »). La comparaison des sensibilités et des spécificités estimées n’a pas permis de mettre en
évidence de différence significative entre ces quatre modalités d’interprétation, hormis la spécificité
du FPA qui diminuait significativement lorsque les résultats douteux étaient considérés comme
positifs (p<0,05). En France métropolitaine, 'adaptation des modeles aux données était similaire
pour ces quatre analyses. Cela peut s’expliquer par le faible nombre de résultats douteux au regard
de la taille de I’échantillon. En Polynésie Francgaise en revanche, I'adaptation du modeéle s’est avérée
nettement meilleure lorsque les résultats douteux étaient interprétés selon le contexte
épidémiologique. La taille de I'échantillon étant un peu plus restreinte, il est probable que I'influence
du mode d’interprétation des résultats douteux ait été plus forte.

La majorité des individus « douteux » de Polynésie Francaise provenaient des sous-populations
« présumées indemnes » et obtenaient un résultat douteux en FPA et des résultats négatifs aux
guatre autres tests. Cette observation signe une bonne connaissance des élevages par les services
vétérinaires locaux, puisque la sélection de la sous-population « présumée indemne » était effectuée
selon leur expertise. Dans la sous-population « présumée infectée » métropolitaine au contraire, la
plupart des individus « douteux » obtenaient un résultat douteux en I-ELISA et des résultats positifs
aux quatre autres tests. Il est donc fortement probable que les résultats douteux en FPA soient
assimilables a des résultats négatifs en situation de faible prévalence et que les résultats douteux en
I-ELISA soient assimilables a des résultats positifs en situation de haute prévalence.

Un cinquieme type d’analyse a été exploré en interprétant les résultats douteux en FPA et en I-ELISA

au regard des résultats obtenus aux trois autres tests. Pour les animaux présentant des résultats
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positifs a au moins deux autres tests, les résultats douteux en FPA et en I-ELISA ont été considérés
comme positifs. L’application d’une telle régle décisionnelle sur le terrain nécessiterait de réaliser au
moins quatre tests sur chaque animal, ce qui est économiquement et techniquement irréalisable.
Pour cette raison, les résultats de cette approche ne sont pas présentés dans ce manuscrit.
Une derniere possibilité de gestion des résultats douteux serait de les « supprimer » en utilisant des
seuils de positivité variables en fonction du contexte épidémiologique dans lequel est réalisé le test :
- un seuil bas permettant de privilégier la sensibilité en contexte infecté, avec un objectif
d’éradication rapide des animaux atteints ;
- un seuil élevé en contexte indemne (contréles en centre de reproducteurs) afin de limiter le

risque de survenue de résultats faussement positifs.

Le second objectif était de comparer les caractéristiques des tests dans deux zones
géographiques dans lesquelles le contexte épidémiologique de la brucellose porcine était tres
différent.

Les sensibilités des tests étudiés en Polynésie Francaise ne sont pas significativement différentes des
sensibilités estimées en France métropolitaine, sauf dans le cas de I'l-ELISA dont la sensibilité a paru
plus élevée en métropole qu’en Polynésie (p <0,05). En revanche, les spécificités des cing tests
varient de maniere significative d’'une population a l'autre et sont notablement plus élevées en
métropole qu’en Polynésie. Les variations des caractéristiques de certains tests d’une population a
I'autre peuvent trés probablement étre expliquées par les différences majeures existant entre les
populations. Greiner et Gardner (2000) ont montré qu’un grand nombre de facteurs biologiques
peuvent faire varier la sensibilité et la spécificité d’un test.

Tout d’abord, la brucellose porcine sévit sur un mode enzootique en Polynésie Francaise, alors
gu’elle est absente de la plupart des élevages métropolitains et y sévit de maniéere sporadique. Dans
les élevages métropolitains, la brucellose porcine induit des signes cliniques aisément repérables
alors que la maladie circule a bas bruit dans les élevages polynésiens et s’y manifeste souvent par
une simple baisse de fertilité des animaux. Les foyers de brucellose porcine sont donc plus facilement
et plus rapidement mis en évidence en métropole qu’en Polynésie. Par ailleurs, comme mentionné
précédemment, le biovar 2 de Brucella suis est le plus fréquemment incriminé en France
métropolitaine, tandis que le biovar 1 de la bactérie est le plus souvent isolé dans les foyers
polynésiens. A notre connaissance, aucune étude n’a prouvé de différence de comportement des
tests sérologiques dans la détection de chacun de ces deux biovars mais cette hypothése ne doit pas
étre exclue.

Ensuite, les caractéristiques génétiques des porcs étaient trés homogénes dans I'échantillon

métropolitain (races Large White, Landrace et Piétrain majoritairement) tandis que la plupart des
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porcs polynésiens étaient des hybrides ou appartenaient a des races locales. Lagrange et al. (1979)
ont montré que les réactions immunitaires spécifique et non spécifique étaient en partie
déterminées génétiquement. Ainsi, des porcs provenant d’origines différentes sont susceptibles de
réagir différemment a un méme test sérologique.

Enfin, les conditions d’élevage des porcs métropolitains et polynésiens étaient elles aussi différentes.
En métropole, les porcs de la sous-population « présumée infectée » provenaient d’élevages de plein
air du grand Ouest et les porcs de la sous-population « présumée indemne » de centres de
reproducteurs ou d’élevages industriels. Ces animaux subissent des contréles stricts a leur entrée
dans les centres de reproducteurs et n’ont de contact avec aucun animal extérieur, qu’il soit
domestique ou sauvage. Leur environnement est moins riche en agents pathogénes divers
responsables de réactions croisées. Au contraire, la population porcine étudiée en Polynésie
Francaise était hétérogéne (races hybrides), élevée dans des élevages familiaux ou semi-industriels,
dans des conditions de maftrise des risques sanitaires beaucoup moins sévéres. Il est probable que
ces différences de conditions d’élevage puissent expliquer que la spécificité des cing tests soit
nettement supérieure en métropole qu’en Polynésie.

Certains agents opportunistes tels que Yersinia enterocolitica 0:9 sont fréquemment portés a I'état
latent dans l'espéce porcine et engendrent des réactions croisées du fait de communautés
antigéniques (notamment au niveau du S-LPS) avec Brucella suis. Jungersen et al. (2006) ont
toutefois montré que la positivité aux tests sérologiques suite a une infection par Y. enterocolitica
0:9 est limitée dans le temps (2 a 9 semaines), tandis que les animaux brucelliques fournissent une
réponse positive durable, ce qui permet généralement de différencier les réactions spécifiques des

réactions croisées.

‘En conclusion, le test C-ELISA, apparait comme le mieux adapté au dépistage individuel de la
brucellose porcine dans les centres de reproducteurs métropolitains, comme dans les élevages
polynésiens. |l s’agit du test le plus sensible et le plus spécifique parmi les 5 tests étudiés, ce qui
suggere la possibilité de I'employer dans les zones a faible prévalence comme dans les zones a forte
prévalence. Il présente également des avantages techniques et économiques. L'usage de ce test
pourrait donc étre recommandé en premiere intention, en France métropolitaine comme en
Polynésie Francaise, dans le cadre du dépistage systématique chez les reproducteurs ou dans un

contexte de suspicion (suite a I'observation de signes cliniques).
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1 Introduction et contexte

1.1 Agent pathogene responsable de I'épididymite du bélier et physio-pathogénie de
I'infection

L'épididymite contagieuse du bélier est exclusivement causée par un coccobacille gram
négatif, Brucella ovis, dont le pouvoir pathogéne est limité aux seuls ovins. Il n’existe qu’un seul
biovar de B. ovis, dont I'affinité est significativement plus grande pour le tractus génital male que

pour le tractus génital femelle.

La principale source de contamination est constituée par les béliers infectés, qui peuvent
excréter B. ovis de maniéere inapparente dans leurs urines et surtout dans leur sperme durant plus de
quatre ans (Ganiere et al., 2011). Linfection se transmet majoritairement par voie
vénérienne (accouplement de plusieurs males avec la méme brebis au cours d’un cycle cestral ou
contamination homosexuelle entre jeunes béliers).

Chez le bélier, la période d’incubation est assez longue (6 a 18 semaines). Aprés une multiplication
locorégionale, B. ovis diffuse a 'ensemble de I'organisme puis se localise dans I'appareil génital. Chez
la brebis, B. ovis disparait du site d’entrée en deux cycles cestraux (Grillo et al., 1999) mais cette
période peut s’étendre a trois mois (Muhammed et al., 1975). On observe ensuite une bactériémie
prolongée, puis une réapparition de B. ovis dans le tractus génital environ 3 mois plus tard. Aprés
avortement ou parturition, une brebis infectée excréte B. ovis durant une dizaine de jours. Certains
auteurs font état d’un portage chronique chez la brebis (Afzal et Kimberling, 1986 ; Marco et al.

1994) mais cette hypothése est controversée.

La contamination des troupeaux indemnes se fait le plus souvent par introduction de
reproducteurs infectés (achat ou prét de béliers, transhumance). L'infection engendre, dans les
élevages atteints, des pertes économiques dues a une diminution importante de la fertilité des
animaux.

Chez les brebis, on observe une augmentation du nombre de cycles improductifs. La proportion
d’avortements et de mortalités périnatales varie de 0 a 8% selon les études d’infection

expérimentale. Par ailleurs, les agneaux congus aprés deux ou trois cycles improductifs ont un poids
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plus faible au sevrage, ce qui correspond & une perte d’environ 10 a 20 USS' pour chaque cycle
improductif (Kimberling et al., 2010).

Chez les béliers, 'impact de I'infection sur la fertilité a I'échelle individuelle dépend de I'étendue des
Iésions : lorsqu’un seul testicule est atteint, le taux de fécondation peut passer sous le seuil des 70%,
contre 90% pour un bélier en bonne santé (Kimberling et al., 2010). Des conséquences sur la natalité
sont observables a I'échelle du troupeau lorsque 10% des béliers de I'effectif sont infectés (Ganiere
etal., 2011).

L'infection engendre également des pertes indirectes: raccourcissement de la carriere des
reproducteurs, diminution de la valeur économique des béliers a la vente et augmentation du

nombre de béliers nécessaires dans le troupeau (Paolicchi et al., 1992).

1.2 Contexte épidémiologique et réglementation francaise

Les premiers cas d’épididymite contagieuse ont été rapportés en 1953, en Australie et en
Nouvelle-Zélande (OIE, 2011a). L’épididymite contagieuse est aujourd’hui répandue dans de
nombreux pays (Australie, Nouvelle-Zélande, USA, Afrique du Sud, Russie, Europe de I'Est) (OIE,
2011a).

En France, le nombre de foyers d’épididymite contagieuse du bélier a augmenté depuis I'arrét de la
vaccination contre la brucellose a B. melitensis a I'aide du vaccin Rev.1 en 2008 (Garin-Bastuji, 2010,
LNR Brucellose, communication personnelle). L'infection par B. ovis évolue sur un mode enzootique
dans certains départements du Sud de la France (Services Vétérinaires et GDS? locaux, 2010,

communication personnelle).

En France, I'épididymite contagieuse du bélier n’est pas une Maladie Réputée Contagieuse
(MARC), mais une Maladie a Déclaration Obligatoire (MADO)?, ce qui signifie que le propriétaire des
animaux atteints ne peut étre contraint a aucune mesure particuliere, hormis la déclaration de
I'infection aux autorités sanitaires.

A I'heure actuelle, I'épididymite contagieuse du bélier ne fait I'objet d’aucun protocole de dépistage
systématique dans les cheptels francais ou européens. Aucun programme d’éradication n’est par

ailleurs envisagé.

' Soit 8 4 16 euros (Au 01/06/12, 1 € = 1,24 US $)
2 s ep .
Groupement de défense sanitaire
3 Remarque : En 2012, les notions de MARC et de MADO vont disparaitre et seront remplacées par la
notion de « Maladies réglementée » appartenant a trois catégories hiérarchisées selon leur gravité. La liste des
maladies appartenant a chacune de ces catégories n’est pas connue au moment de la rédaction de ce
manuscrit.

- 88 -



Troisieme chapitre : Dépistage de I'épididymite contagieuse du bélier

Toutefois, afin d’éviter la contamination de nouveaux troupeaux dans les zones géographiques
indemnes de la maladie, certaines catégories d’animaux sont soumises a un dépistage systématique :
- les béliers destinés aux échanges intracommunautaires dans I'Union européenne
ou a I'exportation vers des pays tiers’;
- les animaux des coopératives de reproduction (monte publique, insémination
artificielle, transfert d’embryons).
Pour le dépistage de l'infection chez ces deux catégories d’animaux, le test de référence est la
fixation du complément (FC). Le diagnostic de certitude requiert, quant-a-lui, une recherche directe

de B. ovis par culture sur prélevement de sperme pour les animaux destinés a la reproduction.

1.3 Modalités de diagnostic de I'épididymite contagieuse du bélier

Chez le male, linfection peut étre mise en évidence cliniquement par palpation des

testicules. Les lésions résultent d’une inflammation localisée a la queue de I'épididyme, qui évolue le
plus souvent en deux phases : une phase aigué (altération du sperme, baisse de la fertilité, rarement
inflammation et cedéme du testicule, atteinte transitoire de I'état général) et une phase chronique
(induration circonscrite et nodulaire de la queue de I'épididyme, le plus souvent unilatérale). Lorsque
la maladie évolue depuis assez longtemps, on observe une déformation de I'épididyme, voire du
testicule et une baisse de la fertilité pouvant aller jusqu’a la stérilité en cas d’atteinte bilatérale.
Les lésions observées sont trés peu spécifiques et de nombreuses autres affections doivent étre
incluses dans le diagnostic différentiel : brucellose ovine ou mélitococcie (B. melitensis), infections a
Actinobacillus seminis, Actinobacillus actinomycetens-comitans, Corynebacterium, Pasteurella,
Staphylococcus, etc. De plus, plus de 50% des béliers atteints ne présentent aucune lésion détectable
a la palpation (Blasco, 1990).

Chez la brebis, I'infection est le plus souvent inapparente. Lorsque qu’elle s’exprime, sous la
forme d’une cervicovaginite transitoire, d’endométrite ou de salpingite, elle entraine une baisse de la

fertilité ou, exceptionnellement, des avortements ou une mortinatalité.

1.3.1 Mise en évidence de I'agent pathogene au laboratoire

Il est également possible d’effectuer une recherche directe de B. ovis sur du sperme ou des

sécrétions vaginales apres coloration différentielle et mise en culture, mais les béliers infectés

! Directive Européenne 91/68/EEC du 28 janvier 1991
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excretent la bactérie de maniére intermittente, ce qui peut engendrer des erreurs de détection par

défaut (Worthington et al., 1985).

1.3.2 Diagnostic sérologique

Trois tests sérologiques sont utilisables pour le dépistage de I'épididymite contagieuse du
bélier : le test de fixation du complément (FC); I'immunodiffusion en gel ou AGID (Agar Gel
Immunodiffusion) et I'ELISA indirect (I-ELISA). Chez le bélier, les anticorps sont détectables 3 a 6
semaines apres l'infection, mais la réponse peut devenir négative au stade d’infection chronique.

Chez la brebis, le test n’est pas utilisé car la réaction sérologique est faible et peu durable.

‘Remargue: Les tests habituellement utilisés pour le diagnostic de la brucellose animale (EAT par
exemple) reposent sur des antigenes de Brucella en phase lisse (« smooth ») (antigene = S-LPS). lls ne
peuvent pas étre employés pour détecter B. ovis, Brucella naturellement et invariablement en phase

rugueuse (antigene = R-LPS).

Le test recommandé actuellement par I’OIE (Organisation Mondiale de la Santé Animale) et
I’'Union Européenne pour le dépistage de I'épididymite contagieuse chez les béliers destinés aux
échanges internationaux et intra-communautaires est le test de fixation du complément (FC) (OIE,
2011a et b). Sa sensibilité et sa spécificité sont bonnes (cf. paragraphe 3.4.1) mais il présente certains
inconvénients techniques: incompatibilité avec un sérum hémolysé ou a activité anti-
complémentaire et phénoméne de zone' (Searson, 1982 ; Worthington et al., 1985 ; Marin et al.,
1989). Par ailleurs, sa réalisation technique représente une charge de travail importante pour les
techniciens et nécessite une bonne technicité (Gall et al., 2003).

Les autres tests, et en particulier les I-ELISA disponibles dans le commerce, n’ont pas encore
été completement évalués dans leurs conditions d’utilisation sur le terrain. D’aprés les études déja
effectuées, les I-ELISA semblent plus sensibles que la FC (Estein, 1999 ; OIE, 2011b) et présentent des
avantages techniques (Gall et al., 2003), mais ces études ont été réalisées dans des contextes
épidémiologiques (zones géographiques, races et modes d’élevage des animaux, évolution de la
maladie au sein de la population) extrémement variables, avec des kits et des seuils de positivité

variables (Spencer et Burgess, 1984 ; Nunez-Torrez et al., 1997 ; Estein, 1999 ; Gall et al., 2003 ;

1 . \ , . P PN ., \
Phénomene de zone : absence de réaction d'un sérum avec |'antigéne lorsque le sérum renferme un trés
haut titre en anticorps spécifiques
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Alvarez et al., 2007). De plus, la plupart de ces études évaluent la sensibilité et la spécificité des

nouveaux tests par rapport a celles de la FC, bien que ce test ne soit pas parfait.

2 Objectifs de I'étude

Le dépistage de I'épididymite contagieuse n’est réalisé de maniére systématique que chez les
béliers destinés au commerce international ou a la reproduction. Le test officiellement recommandé
par I'OIE et I’'Union Européenne (la FC) présente des inconvénients techniques. De nouveaux tests (I-
ELISA) sont disponibles mais leurs caractéristiques n’ont pas encore été évaluées dans les conditions

d’utilisation du test sur le terrain.

‘Les objectifs de cette étude étaient les suivants :

- évaluer les caractéristiques (sensibilité et spécificité) d’un kit I-ELISA et les comparer a celles
du test officiellement recommandé pour le dépistage de I'épididymite contagieuse du bélier (FC) ;

- évaluer la possibilité de remplacer la FC par I'l-ELISA étudié pour dépister I'infection par B.
ovis chez les béliers destinés au commerce international ou intracommunautaire ;

- proposer un arbre décisionnel utilisant 'un et/ou I'autre des deux tests étudiés pour
dépister l'infection par B. ovis chez les béliers destinés au commerce international ou

intracommunautaire.

Cette étude a fait I'objet d’un article publié dans une revue internationale a comité de lecture :
PRAUD A., CHAMPION J.L., CORDE Y., DRAPEAU A., MEYER L., GARIN-BASTUII B., 2012. Assessment of
diagnostic sensitivity and specificity of an indirect ELISA kit for the diagnosis of Brucella ovis infection

in rams. BMC Veterinary Research, 8: 68. (cf. Annexe 2)

3 Matériels et méthodes

3.1 Source des données et échantillon

L'étude a porté sur 4599 béliers élevés dans le Sud de la France, dans des régions ou

I’épididymite contagieuse du bélier sévit sur un mode enzootique. 3063 béliers provenaient des
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Pyrénées Atlantiques (sous-population 1, prévalence d’environ 22% selon des études préliminaires
effectuées en 2006 services vétérinaires locaux), 1340 de la région Provence-Alpes-Céte d’Azur (sous-
population 2, maladie évoluant sur un mode enzootique mais prévalence inconnue) et 196 étaient de
jeunes béliers agés de 12 a 14 mois et provenant d’une coopérative ou B. ovis avait été isolée chez
plusieurs animaux dans les mois précédents (sous-population 3).

Une autre population, comprenant 3792 béliers détenus dans des centres d’insémination
animale reconnus officiellement indemnes d’épididymite contagieuse, dont les caractéristiques
épidémiologiques (sexe, age, statut sanitaire, conditions d’élevage et provenance) différaient de la
population de béliers destinés a I'export habituellement testés dans les élevages, a été utilisée pour

la construction des distributions a priori. Les raisons de ce choix sont discutées dans le paragraphe 5.

3.2 Tests étudiés

Le test de fixation du complément (FC), recommandé par I’OIE et I'Union Européenne et un
nouveau test I-ELISA a évaluer (Chekit B. ovis, Idexx, France) ont été réalisés en paralléle sur chacun
des 4599 sérums de béliers provenant de zones d’enzootie, ainsi que sur les 3792 sérums de béliers
indemnes. Les prélevements de sang ont été effectués dans le cadre d’opérations de dépistage de
routine d’autres maladies.

Les antigénes utilisés ont été préparés selon les recommandations de I'OIE (OIE, 2011a).
L’antigéne utilisé pour la FC a été standardisé a I'aide du Sérum Standard International anti-Brucella
ovis (IsaBoS ; AHVLA, Royaume-Uni) et le test a été réalisé conformément aux recommandations de
I’Union Européenne et de I'OIE, avec un seuil de positivité de 50 ICFTU/mL" (OIE, 2011a).

Les seuils de détection prévus par le fabricant de I'l-ELISA étudié comprenaient trois
intervalles : le résultat était négatif lorsque le pourcentage de densité optique (% D.0.)° de
I’échantillon était inférieur a 10%, douteux lorsqu’il était compris entre 10 et 50% et positif lorsqu’il
était supérieur a 50%.

Les analyses sérologiques ont été effectuées au LNR Brucellose, par deux techniciens
expérimentés. Les tests ont été réalisés « en aveugle » : les techniciens n’avaient connaissance ni de
la provenance des béliers testés, ni de leur statut présumé vis-a-vis de l'infection, ni des résultats

gu’ils avaient obtenus a I'autre test.

YICFTU : International complement fixation test units ; Directive européenne 91/68/EEC
? Les % de densité optique (D.0.) sont obtenus selon la formule normalisée suivante :
% D.0. = (D.O.Echantillon — D.O.Témoin Négatif) / (D.0.Témoin positif — D.O.Témoin Négatif)
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3.3 Adaptation des seuils de positivité

Dans un premier temps, les caractéristiques du test I-ELISA ont été estimées en utilisant les
seuils d’interprétation (ou « cut-offs ») recommandés par le fabricant (cf. paragraphe 3.2).

Dans un second temps, afin de faciliter I'interprétation des résultats, nous avons choisi
d’adapter les seuils de I'l-ELISA dans le but d’éliminer les résultats douteux sans détériorer la
concordance entre les résultats du test officiel (FC) et de I'I-ELISA étudié. Les résultats de cette étude

préliminaire sont détaillés dans le paragraphe 4.1.

3.4 Modélisation et approche statistique

3.4.1 Estimation des caractéristiques des deux tests étudiés

La sensibilité et la spécificité de chaque test ont été estimées par le biais d’'une approche
bayésienne implémentée par des algorithmes MCMC (Markov Chain Monte Carlo) utilisant
I’échantillonneur de Gibbs. Les calculs ont été effectués a I'aide du logiciel WinBUGS (Lunn et al.,
2000), sur 51 000 itérations (dont une phase de « burn-in » de 1000 itérations). Les résultats sont
exprimés par une valeur moyenne affectée d’un intervalle de crédibilité 3 95% (25°™ et 95°™
percentiles ; ICr 95%).

Une analyse de sensibilité a également été réalisée en utilisant des distributions a priori de plus en
plus diffuses afin de vérifier que I'estimation des parametres d’intérét n’était influencée que de

maniére mineure par ces variations.

‘Remargue: Les méthodes utilisées sont identiques a celles présentées dans le chapitre Il et ne

seront par conséquent pas détaillées dans la suite du texte.

Le modele choisi pour I'estimation des caractéristiques des tests de dépistage de I'épididymite
contagieuse du bélier a été utilisé a plusieurs reprises dans la littérature (Gardner et al., 2000 ;
Dendukuri et al., 2001; Georgiadis et al., 2003 ; Branscum et al., 2005). Il permet notamment
d’estimer la force de la relation de dépendance entre les tests de dépistage grace a |'évaluation de la
covariance des résultats positifs (ySe) d’une part et négatifs (ySp) d’autre part. En effet, les deux tests

étudiés sont basés sur le méme processus biologique : ils utilisent la méme préparation d’antigene
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HS (« Hot Saline ») et détectent principalement les anticorps anti-Brucella-R-LPS. lls peuvent par

conséquent étre considérés comme conditionnellement dépendants (Enge et al., 2000).

Dans une population donnée, on définit les résultats des animaux soumis aux deux tests de la
facon suivante :
y11 : nombre d’animaux fournissant un résultat positif au test 1 (T,) et au test 2 (T,) ;
Y10 : nombre d’animaux fournissant un résultat positif a T, et un résultat négatifa T,;
Yo1 : nombre d’animaux fournissant un résultat négatif a T, et un résultat positif a T,;
Yoo : nombre d’animaux fournissant un résultat négatifa T, et a T,.

Les données sont exprimées sous la forme du vecteur y = (y11, Y10, Yoz, Yoo)-

Soient pry1, prio, proi, Proo les probabilités respectives de survenue des évenements y;s, Yo,
Yo1, Yoo, Le vecteur y suit une loi multinomiale : y ~dmultinomiale (pri1, prio, Pros, Proo)-
Les probabilités de survenue (pri1, prio, Proi, Proo) des combinaisons de résultats (yiz, Yio, Yoz, Yoo)
peuvent étre exprimées comme suit :
pri; = prev¥(Se;*Se; + ySe) + (1-prev)*((1-Sp1)*(1-Sp2) + ySp)
prio = prev*(Se;*(1-Sez) — ySe) + (1-prev)*((1-Sp1)*Sp, — vSp)
pro: = prev*((1-Sey)*Se; — ySe) + (1-prev)*(Sp:*(1-Sp2) — vSp)
Proo = prev¥((1-Seq)*(1-Se;) + ySe) + (1-prev)*(Sp1*Sp, + ySp).

Les limites des covariances des sensibilités et des spécificités des tests sont définies de la
maniére suivante :
Max(-(1-Se1)*(1- Sey), — Se1*Se; <ySe < Min(Se;*(1-Se;), Sex*(1-Seq))

Max(-(1-Sp1)*(1- Sp2), — Sp1*Sp2 < ySp < Min(Sp1*(1-Spa), Sp2*(1-Sp1))

Le code utilisé sous WinBUGS figure en Annexe 15.

Etant donné que le nombre de parametres a estimer était plus élevé que le nombre de degrés
de liberté autorisés par les données, des priors informatifs ont été introduits dans le modeéle. Les
distributions a priori des caractéristiques de la FC ont été modélisées en combinant des résultats de
la littérature et I'opinion d’experts. Seuls les résultats d’études comparables (par la méthode de
laboratoire et la démarche d’analyse utilisées) ont été introduits. Selon ces études, la sensibilité
moyenne de la FC était comprise entre 89,3% et 98,7% et sa spécificité moyenne était comprise entre

89,3% et 100%. La sensibilité la plus basse était de 77% et la spécificité la plus basse 78% (Searson,
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1982 ; Worthington et al., 1985 ; Cho et Niilo, 1987 ; Kittelberger et al., 1994 ; Vigliocco et al., 1997 ;
Ficapal et al., 1998 ; Cerri et al., 2000).

Les informations a priori concernant la spécificité du kit I-ELISA étudié provenaient de I'étude
préliminaire réalisée sur les sérums de 3792 béliers sélectionnés par tirage au sort dans des centres
de reproduction animale officiellement indemnes de brucellose (soumis a des contréles réguliers et
détenus dans des conditions de maitrise des risques sanitaires). Etant donné le mode d’élevage tres
particulier de ces animaux (milieu strictement controlé, faible contamination de I’environnement par
des agents pathogenes responsables de réactions croisées, absence de contact avec d’autres
animaux, domestiques ou sauvages), une spécificité artificiellement élevée était attendue. Ces
animaux reproducteurs n’étant pas représentatifs de la population étudiée constituée par des béliers
provenant d’élevages du Sud de la France, il a été choisi de ne pas les inclure dans I'étude de terrain
mais de les utiliser pour construire la distribution a priori de la spécificité du kit I-ELISA. Dans cette
population indemne, la spécificité de I'I-ELISA, calculée de maniere directe, était de 99,74% (3782
résultats négatifs sur 3792 béliers indemnes testés). Une distribution diffuse a été utilisée afin de
tenir compte de la surestimation de la spécificité liée au contexte de cette étude.

Aucune information n’était disponible concernant la sensibilité du kit I-ELISA étudié, la prévalence
dans la population étudiée, ni les covariances des sensibilités et des spécificités des deux tests. Des
distributions Beta(1,1) non informatives ont donc été utilisées pour ces quatre parametres.

Les paramétres des distributions Beta(a,b) informatives introduites dans le modéle sont présentés

dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Parameétres des distributions beta(a,b) utilisées comme priors pour I’estimation
des parameétres d’intérét

Parametres des

Paramétre Movenne Limite inférieure distributions beta(a,b) a
4 (95%) priori

a b

fc Se' 0.9 0.8 31.5 3.5
Sp’ 0.95 0.8 7.07 0.37

Se Inconnue Inconnue 1 1

I-ELISA

Sp 0.98 0.9 11.03 0.23

Prévalence Inconnue Inconnue 1 1

Yy se’ Inconnue Inconnue 1 1

Y Sp4 Inconnue Inconnue 1 1

!Se : Sensibilité ; 2Sp : Spécificité ; *ySe : Covariance des sensibilités ; *ySp : Covariance des
spécificités
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3.4.2 Etablissement d'une séquence de tests de dépistage de I'épididymite contagieuse
du bélier adaptée au contexte épidémiologique et aux contraintes du terrain

Apres avoir estimé la sensibilité et la spécificité des deux tests, deux associations de ces tests
ont été étudiées. Les caractéristiques de chaque association ont été estimées et leurs possibilités
d’utilisation sur le terrain ont été évaluées.

Dans le cas de I'association dite « en série », le résultat global de la séquence était considéré comme
positif pour les animaux obtenant un résultat positif a chacun des deux tests. Dans le cas de
I'association dite « en parallele » en revanche, le résultat global était considéré comme positif pour
les animaux obtenant un résultat positif a I'un ou I'autre des tests. L’estimation de la sensibilité et de
la spécificité des deux séquences a été réalisée en tenant compte de I'existence d’'une relation de
dépendance conditionnelle entre les deux tests (Gardner et al., 2000) (cf. Chapitre |, paragraphe 3.4).
La sensibilité et la spécificité de I'association en série étaient définies comme suit:

Seserie = Sejeusa™ Serc + ySe

Spserie = 1-((1 - Spieusa) *(1 — Sprc)) — vSp.

La sensibilité et la spécificité de I'association en paralléle étaient définies comme suit :

SeparaLtete = 1-((1-Sejeuisa) *(1-Serc)) — ySe

SPraraLLeLe = SPiELsa™SPrc + YSP.

4 Résultats

4,1 Adaptation des seuils de positivité de I'l-ELISA

En premiére approche, les caractéristiques de I'l-ELISA ont été estimées en interprétant les
résultats du test selon les seuils de positivité recommandés par le fabricant. La concordance des
résultats positifs et négatifs des deux tests (FC et |-ELISA) était de 92,6%. L'objectif poursuivi d’'une
bonne concordance s’imposait pour rendre acceptable par les autorités sanitaires, le cas échéant,
I'adjonction de I'lI-ELISA a la liste des tests officiels aux échanges.

Dans un second temps, un seuil de positivité unique a été établi pour I'l-ELISA dans le but
d’éliminer les résultats douteux sans diminuer la concordance de ses résultats avec ceux du test
officiellement recommandé (FC). Un seuil de 45% D.O. constituait le meilleur compromis pour

optimiser a la fois la concordance des résultats positifs et des résultats négatifs de I'l-ELISA avec ceux
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de la FC (Figure 14). Avec ce nouveau seuil, les deux tests donnaient encore des résultats

concordants pour 4 161 béliers (92,6% des béliers).

Figure 14 : Evolution des concordances des résultats positifs et négatifs aux tests FC et I-ELISA
selon le seuil de positivité choisi pour I'l-ELISA (% DO)
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4.2 Prévalence dans la population étudiée

100

En utilisant ce seuil unique permettant d’éliminer les résultats douteux (45% D.O.), la

prévalence apparente déterminée a I'aide de I'l-ELISA dans I’échantillon étudié était de 25,6%. La

prévalence apparente déterminée a l'aide de la FC était de 21,3%. Les résultats croisés aux deux tests

pour les 4 599 béliers sont présentés dans le Tableau 15.

Tableau 15 : Résultats croisés aux deux tests chez 4 599 béliers du Sud de la France

Résultat
Nombre de béliers %
FC I-ELISA
Négatif Négatif 3335 72,8
Négatif Positif 270 5,9
Positif Négatif 72 1,6
Positif Positif 902 19,7
TOTAL 4 599 100
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Les résultats de la modélisation ont permis d’estimer que la prévalence réelle de l'infection

était de 0,238 [0,187; 0,284]icr95%.

4.3 Estimation de la sensibilité et de la spécificité des deux tests

Les résultats obtenus en conservant les seuils de positivité et de négativité recommandés par
le fabricant de I'l-ELISA figurent en Annexe 16.
En utilisant le nouveau seuil permettant la suppression des résultats « douteux » en I-ELISA, la valeur
moyenne de sensibilité de I'I-ELISA était plus élevée que celle de la FC mais les intervalles de
crédibilité a 95% (ICr 95%) se recoupaient largement (Seieusa = 0,917 [0,822; 0,992]cro5% ; Secrr =
0,860 [0,740; 0,967]cro5%). La valeur moyenne de spécificité de la FC était légérement supérieure a
celle de I'l-ELISA (Spcer = 0,988 [0,947; 1,0]icro5% ; Spi-eLisa = 0,952 [0,901; 1,0]cros%)-
La covariance des sensibilités était de 0,0241 [-0,00773; 0,0949],crg5% et celle de la spécificité était de
0,00521 [-4,61 10; 0,0361]icr95%. Le DIC était de 25.

Aucune différence significative n’était observable entre les sensibilités et les spécificités
estimées en utilisant les seuils recommandés par le fabricant de I'lI-ELISA et celles estimées en

utilisant le nouveau seuil.

4.4 Etude des deux tests utilisés en association

L’estimation des valeurs de sensibilité et de spécificité des associations en série (I-ELISA puis
FC) et en paralléle a été effectuée sur la base des sensibilités et des spécificités estimées en utilisant
le nouveau seuil de positivité. La sensibilité de I'association en série était de 0,812 [0,699;

0,980]icro5% et sa spécificité était de 0,995 [0,994; 0,996]cr95%. La sensibilité de I’association en

parallele était de 0,967 [0,902 ; 0,983]icr95% et sa spécificité était de 0,946 [0,854 ; 1,0]icro5%.

5 Discussion

Les objectifs de cette étude étaient d’estimer les caractéristiques d’un nouveau test de
dépistage de I'épididymite contagieuse du bélier (I-ELISA) afin de les comparer aux caractéristiques

du test recommandé officiellement par I'OIE et I'Union Européenne (FC), puis d’évaluer les

-908 -



Troisieme chapitre : Dépistage de I'épididymite contagieuse du bélier

possibilités d’utiliser I'l-ELISA en alternative ou en association avec la FC. Cette seconde étape devait
permettre de concevoir un protocole de dépistage utilisable sur le terrain adapté au contexte
épidémiologique, et en particulier la recherche de linfection chez des animaux destinés au
commerce international ou intracommunautaire.

Comme expliqué précédemment, il n'existe a I'heure actuelle aucun plan de dépistage
systématique de I'épididymite contagieuse chez le bélier. Seuls les animaux reproducteurs des
stations de collecte de semence et les béliers destinés a I'export subissent un test sérologique de
dépistage de l'infection par B. ovis (FC), dont on sait qu’il n’est pas parfait et dont les caractéristiques
estimées varient d’une étude a I'autre. La notion d’élevage « officiellement indemne » d’épididymite
contagieuse du bélier n’existe pas dans la réglementation francaise et la recherche de B. ovis sur les
animaux abattus dans les foyers est trop coliteuse pour étre effectuée de maniére systématique.
Aucune référence individuelle concernant le statut infectieux des béliers étudiés vis-a-vis de B. ovis
n’était disponible : ainsi, 'utilisation de I'approche par un modele a classe latente se justifiait
pleinement pour estimer les caractéristiques des tests.

Nous avons choisi de grouper les résultats obtenus dans les trois sous-populations et d’utiliser
un modele « deux tests, une population ». Dans des cas similaires, plusieurs études proposent
I'utilisation d’un modeéle distinguant les trois sous-populations (modeéle « deux tests, trois
populations ») mais ce choix n’est pertinent que si les prévalences dans ces sous-populations sont
suffisamment différentes pour permettre un réel apport d’informations dans le modéle. Ce n’était
pas le cas dans notre étude, puisque les prévalences dans les trois sous-populations étaient
inconnues et probablement assez proches. Un essai de modélisation par cette approche a été
effectué, mais I'adaptation du modele aux données était moins satisfaisante qu’avec le modele

«deux tests, une population » et les résultats n’ont donc pas été présentés dans ce manuscrit.

Le premier objectif de cette étude était d’évaluer la possibilité d’utiliser le kit I-ELISA comme
alternative au test de fixation du complément. En effet, la FC est suffisamment sensible et spécifique
pour l'usage qui en est fait mais présente certains désavantages techniques. En considérant une
analyse quotidienne de 90 échantillons de sérum, les équipes du LNR Brucellose EU/OIE/FAO ont
estimé que l'utilisation de la FC était plus colteuse que celle du kit I-ELISA (Garin-Bastuji, LNR
Brucellose, 2011, communication personnelle). Cette différence de colt est principalement due a la
charge de travail induite par chacun des deux tests : I'l-ELISA étudié est plus rapide, plus facile a
réaliser et peut étre automatisé pour accélérer les processus, ce qui permet la réalisation d’un plus
grand nombre de tests par technicien et par jour. Par ailleurs, le kit I-ELISA est standardisé, tandis
que les antigenes produits pour la réalisation de la FC sont des antigenes « maison », introuvables sur

le marché européen. De plus, les performances du kit I-ELISA ne sont pas affectées par la présence
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d’un sérum hémolysé ou anti-complémentaire, contrairement a la FC (Vigliocco et al., 1997 ; Gall et
al., 2003). Enfin, I'effet de zone n’existe pas avec I'l-ELISA.

L'étude des caractéristiques des deux tests a montré que la sensibilité et la spécificité de I'l-ELISA
n’étaient pas significativement différentes de celles de la FC (p>0,05). La valeur moyenne de
sensibilité de I'l-ELISA était |égerement plus élevée que celle de la FC. La valeur moyenne de
spécificité de la FC était en revanche légerement supérieure a celle de I'l-ELISA. Le test I-ELISA
pourrait donc étre utilisé comme alternative a la FC, sans majorer le risque d’erreur de détection par
défaut engendré par le protocole.

L'un des principaux probléemes posés par le kit I-ELISA étudié dans les conditions
d’interprétation prévues par le fabricant est I'existence d’un intervalle de résultats douteux (entre
10% D.O. et 50% D.0.). Etant donné I'objectif de I'étude, c’est-a-dire I’évaluation de I'l-ELISA comme
alternative a la FC, nous avons choisi de déterminer un seuil de positivité unique permettant de
supprimer les résultats douteux sans dégrader la concordance entre les résultats des deux tests. La
construction d’une courbe ROC n’a pas pu étre réalisée en raison de I'absence d’information sur le
statut infectieux individuel des animaux (et par conséquent de référence positive).

Pour éviter I'obtention de résultats douteux, il serait également possible d’utiliser des seuils de
positivité différents selon le contexte épidémiologique d’utilisation du test I-ELISA.

- Les béliers exportés proviennent uniquement d’élevages considérés comme
indemnes, dans lesquels la maladie est absente (ou éventuellement, présente a
une prévalence trés faible). Dans ces conditions, la valeur prédictive positive du
test est mauvaise. La survenue de résultats faussement positifs engendre des
conséquences économiques considérables car elle induit un blocage commercial
de I'élevage concerné, le temps de mener des investigations complémentaires. On
souhaite donc optimiser la spécificité du protocole. Dans ces conditions,
I'utilisation d’un seuil de positivité élevé (par exemple, 50 ou 60% DO) limiterait le
nombre de résultats faussement positifs sans pour autant entrainer un risque
sanitaire trop important étant donné le contexte de trés faible prévalence.

- Enrevanche, lorsque le test est utilisé sur les animaux provenant d’un foyer avéré
ou pour confirmer le diagnostic chez des individus présentant des Iésions
observables cliniquement, I'objectif principal est la détection précoce et
I’éradication rapide de la maladie. Dans ce contexte d’urgence, la survenue de
résultats faussement négatifs risque de ralentir I’éradication de la maladie : pour
cette raison et sous certaines conditions, il pourrait étre acceptable d’abattre « par

erreur » des animaux séropositifs mais non infectés. Par conséquent, dans un
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contexte de haute prévalence, un seuil de positivité bas pourrait étre utilisé (par

exemple, 10 ou 30% D.O.).

Afin de pallier les défauts de sensibilité et de spécificité des deux tests étudiés, il serait

possible de les utiliser en association. L’association en série (régle d’interprétation « ET », cf. Chapitre

| — paragraphe 3.4) permet d’augmenter la spécificité du dépistage et peut par conséquent étre

recommandée pour le dépistage systématique des béliers destinés au commerce. L’association en

paralléle (regle d’interprétation « ET », cf. Chapitre | — paragraphe 3.4) permet quant-a-elle

d’augmenter la sensibilité du dispositif et est davantage adaptée a un contexte de risques élevés

d’infection (foyer avéré, zone de haute prévalence de la maladie).

Les résultats concernant les performances des tests et les connaissances disponibles sur les

modalités de transmission de la maladie suggerent différentes stratégies de dépistage ou de

diagnostic possibles.

Les béliers destinés a I'exportation doivent obligatoirement provenir de troupeaux indemnes
de la maladie. Dans ce cas, les animaux pourraient étre testés avec I'l-ELISA seul. Si tous les
résultats des animaux du cheptel sont négatifs, I'export devrait étre autorisé. Dans les
élevages dans lesquels un ou plusieurs animaux ont obtenu un résultat positif au test I-ELISA,
le commerce devrait étre bloqué et des investigations supplémentaires devraient étre
menées afin de confirmer ou d’infirmer la suspicion (examen clinique, test FC, culture sur
semence ou PCR).

Dans les troupeaux infectés dans lesquels Brucella ovis a été mise en évidence, I'objectif
principal des tests est de détecter rapidement les animaux infectés afin de procéder a une
éradication rapide de la maladie. Pour ce faire, tous les animaux du cheptel (y compris les
femelles) devraient étre soumis aux deux tests (I-ELISA et FC) en parallele.

Les animaux obtenant un résultat positif a I'un ou 'autre des deux tests devraient étre
abattus et remplacés par des animaux jeunes, n’ayant pas débuté leur activité sexuelle et
provenant de troupeaux indemnes de la maladie.

Les animaux restants présentant des résultats négatifs aux deux tests pourraient étre
conservés dans le troupeau mais ne devraient ni étre vendus, ni étre exportés. De nouveaux
tests devraient étre réalisés régulierement, par exemple tous les 45 a 60 jours jusqu’a
assainissement du cheptel (i.e. jusqu’a ce que tous les animaux aient obtenu deux résultats
négatifs consécutifs). Ce type de stratégie pose toutefois un probleme économique majeur
en raison des colts engendrés par la réalisation des deux tests sur tous les animaux du

troupeau et par 'abattage systématique des animaux obtenant des résultats non négatifs.

-101 -



Troisieme chapitre : Dépistage de I'épididymite contagieuse du bélier

- Dans I'ensemble des troupeaux ovins francais, enfin, les animaux devraient étre soumis a un
examen clinique deux mois avant le début de la saison de lutte. Les béliers présentant des
signes cliniques d’épididymite devraient étre écartés de la reproduction et soumis a un test I-
ELISA. Les béliers présentant des résultats non négatifs a ce test devraient subir d’autres

examens (culture de semence) afin de confirmer ou d’infirmer la présence de B. ovis.

‘En conclusion, l'utilisation de I'I-ELISA parait intéressante, tant du point de vue de ses
performances diagnostiques qui ne different pas significativement de celles de la FC, que d’un point
de vue technique et économique.

Les seuils de positivité de I'I-ELISA utilisés dans cette étude ont été déterminés dans le but de limiter
le nombre de résultats douteux sans modifier la concordance entre FC et I-ELISA. Il serait intéressant
de mener une réflexion sur les seuils de positivité utilisés afin de les adapter au contexte dans
lequel le test est effectué.

Les défauts de sensibilité et de spécificité de I'l-ELISA et de la FC suggerent l'intérét de les utiliser en
association, en particulier pour la mise en ceuvre de protocoles de dépistage a I’échelle collective,
soit en série pour statuer sur le devenir des élevages indemnes dans lesquels des résultats positifs
ont été observés chez des béliers destinés a I'export, soit en paralléle pour accélérer I'éradication de

la maladie dans les élevages foyers.
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EVALUATION DE L’ARBRE DECISIONNEL INCLUANT CE
TEST : APPLICATION A LA TUBERCULOSE BOVINE
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1 Introduction et contexte

La tuberculose est une maladie infectieuse commune a I'étre humain et a un grand nombre
d’espéces animales puisque toutes les especes de vertébrés peuvent en étre atteintes. Les bacilles
tuberculeux appartiennent a I'ordre des Actinomycétales, a la famille des Mycobacteriaceae et au
genre Mycobacterium.

On distingue trois types de mycobactéries, selon la nature de leur pouvoir pathogene :

- les mycobactéries pathogenes : elles sont réparties en deux groupes principaux, le complexe
Mycobacterium tuberculosis et le complexe Mycobacterium avium intracellulare ;

- les mycobactéries opportunistes : elles peuvent, dans certaines conditions, provoquer des
troubles chez I'Etre humain ou l'animal (thélite nodulaire @ M. gordonae, affections
pulmonaires a M. kansasii, nodules cutanés et mammites a M. fortuitum, etc). Ces affections
sont bénignes et peu contagieuses ;

- les mycobactéries saprophytes: elles sont présentes dans le milieu naturel (eau, sol,
végétaux) et chez les animaux (lait, muqueuses, peau, tube digestif).

Les mycobactéries opportunistes et saprophytes peuvent étre responsables de réactions faussement

positives lors de dépistage de la tuberculose par test tuberculinique (cf. paragraphe 1.4.1).

1.1 Agent pathogene responsable de la tuberculose bovine et physio-pathogénie de
I'infection

La tuberculose bovine est principalement due a Mycobacterium bovis, ou, plus rarement, a
Mycobacterium tuberculosis. Les bovins sont également réceptifs a Mycobacterium avium et aux
mycobactéries atypiques mais les infections résultantes ne font pas partie des maladies

réglementées.

Dans la forme respiratoire, qui est la plus fréquente, les individus tuberculeux excrétent le
bacille de maniere précoce et durable, parfois massivement, mais l'intensité de I'excrétion est
irréguliere dans le temps. Les matieres virulentes sont le jetage, la salive, les expectorations, les
tissus et le sang dans les formes évolutives de tuberculose. La mycobactérie peut également étre
excrétée dans les excréments, le lait, les urines et les sécrétions génitales selon la localisation de

I'infection.
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Chez les bovins, la contamination se fait essentiellement de maniére directe et horizontale, par
aérosols dans 95% des cas et plus rarement par voie digestive ou par voie vénérienne (OIE, 2011b).
En raison de la résistance des mycobactéries dans le milieu extérieur, une transmission indirecte est

possible, par I'intermédiaire de matériel, locaux et paturages contaminés.

Lors de l'infection, I'organisme développe une réaction immunitaire cellulaire, par le biais
d’une activation des lymphocytes T (Ritacco et al., 1991). Cette réponse immune est a la fois un
mécanisme de défense et a l'origine d’une inflammation chronique induisant la formation de
granulomes (Pritchard, 1988). L'immunité résultante n’est que partielle et relative. Dans un second
temps se développe une hypersensibilité retardée (HSR), suivie tardivement par la production
d’anticorps antituberculeux (Neill et al., 2001). Leur concentration sérique est fluctuante, ce qui
explique le manque de fiabilité des tests sérologiques pour le dépistage de la tuberculose

(cf.paragraphe 1.4.2).

1.2 Latuberculose bovine en France: contexte épidémiologique et réglementation

La tuberculose bovine est cosmopolite. Elle demeure rare en Europe occidentale et en
Amérique du Nord mais fréquente en Amérique du Sud et en Afrique. Au 10 mai 2011, quatorze états
membres de I'Union Européenne étaient officiellement indemnes de tuberculose bovine! (Tableau
16). La France bénéficie de ce statut depuis décembre 20007
En France, la lutte contre la tuberculose bovine a débuté en 1954, avec la mise en place d’une
prophylaxie facultative par les Groupements de Défense Sanitaire (GDS), devenue obligatoire a
I’échelle nationale en 1965. On estime qu’en 1955, le taux d’incidence annuel de la maladie a
I’échelon « élevage » était de 28% (Bénet et al., 2011). La mise en ceuvre d'un dépistage

systématique a porté ses fruits puisqu’en 2004, le taux d’incidence annuel était de 0,02% (Figure 15).

! Décision 2003/467/CE modifiée le 10 mai 2011; le statut « officiellement indemne » tolére une
prévalence résiduelle de 0,1%
? Décision 2001/26/CE
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Tableau 16 : Liste des Etats membres de I’'UE officiellement indemnes de tuberculose bovine

(Décision 2003/467/CE modifiée le 10 mai 2011)
Etat membre
Belgique
République tchéque
Danemark
Allemagne
Estonie
France
Luxembourg
Pays-Bas
Autniche
Pologne
Slovénie
Slovaguie
Finlande
Suéde

Figure 15 : Evolution de I'incidence, de la prévalence et des taux d’incidence et de prévalence
de la tuberculose bovine en France, de 1995 a 2010 (d’apres Fediaevsky et al., 2011)
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Des mesures de lutte basées sur un dépistage régulier par intradermotuberculination dans les
cheptels, associé a I'abattage systématique des bovins réagissant, la restriction des mouvements
dans les foyers et l'inspection des carcasses a |'abattoir ont permis I'éradication de la tuberculose
bovine dans plusieurs pays européens, |'Australie, la Suisse, le Canada et la majorité des états des
Etats-Unis (Caffrey, 1994 ; Clifton-Hadley and Wilesmith, 1995 ; Cousins et al., 1998 ; Cousins, 2001).
Dans d’autres pays comme la France, I'lrlande ou la Grande-Bretagne, cette approche n’a pas suffi a
éradiquer la tuberculose bovine (De la Rua-Domenech et al., 2006).

Depuis quelques années, une recrudescence du nombre de foyers est méme observée dans
plusieurs départements francgais. C'est notamment le cas en Dordogne et en Céte d’Or, ol le nombre
de foyers de tuberculose bovine représentait en 2009 environ 46 % du nombre total de foyers

francais. Depuis 2006, on dénombre en moyenne 70 nouveaux foyers par an en France (Source :
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DGAI), malgré I'intensification des efforts de lutte (Figure 16). Le taux d’incidence annuel national de
la tuberculose bovine est en hausse constante depuis 2004. Il était de 0,05% en 2010 (Fediaevsky et
al., 2010).

Les zones concernées par la recrudescence des foyers sont des régions majoritairement
peuplées d’élevages allaitants de grande taille et séjournant au paturage sur de longues périodes, ce
qui complique la réalisation des contréles. La vie économique de ces exploitations est directement
dépendante de la vente de « broutards» (jeunes animaux vendus pour |'engraissement, en
particulier a I'étranger) et les pertes économiques engendrées par le blocage des exploitations
« suspectes » peuvent étre considérables. Or, un grand nombre de résultats faussement positifs sont
observés dans ces régions. lls sont majoritairement dus a la grande taille des effectifs qui entraine
une forte baisse de la spécificité « troupeau» et a la présence de mycobactéries atypiques

responsables de réactions croisées.

Figure 16 : Incidence des foyers de tuberculose bovine dans les départements frangais durant
I'année 2010 (d’apres Fediaevsky et al., 2011)

@ 10-45(2)
ds5-10(5)
d2-5(4)
O1-2(s)

Dans d’autres départements comme la Seine Maritime, une augmentation du nombre de cas a
été observée dans la faune sauvage (cervidés de la forét de Brotonne). En 2009 en Cote d’Or, la
découverte de sangliers porteurs de M. bovis a suggéré une contamination de la faune sauvage par
les élevages infectés, augmentant le risque de diffusion de la maladie a d’autres élevages voire a
d’autres départements. En 2011, l'infection a été identifiée pour la premiére fois en France chez des

blaireaux eurasiens (Meles meles). La principale crainte actuelle est d’aboutir a une situation similaire
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a celle de la Grande-Bretagne et de I'lrlande, ou l'infection s’est répandue chez ces animaux a partir
des élevages bovins. Le blaireau (et le cerf dans certaines régions irlandaises), y constitue a présent

un réservoir sauvage qui complique le processus d’éradication (Krebs et al., 1997 ; More, 2009).

Comme évoqué précédemment, la tuberculose bovine engendre des pertes économiques
importantes dans les troupeaux infectés mais constitue également un probleme de santé publique
puisqu’il s’agit d’une zoonose majeure. M. bovis peut &tre transmise a |'Etre humain par aérosols ou,
plus rarement, par voie orale ou cutanée. C'était une zoonose trés fréquente en France avant la mise
en place des premiéres mesures sanitaires réglementaires (pasteurisation du lait' et abattage
systématique des bovidés réagissant a la tuberculine®) (Bénet et al., 2011). A cette époque, la
prévalence de M. bovis chez les patients tuberculeux était de 1,5%. En 1995, l'incidence de la
tuberculose & M. bovis chez I'Etre humain était estimée a 0,07 pour 100 000 habitants (Boulahbal et

al., 1998).

1.3 Mesures de lutte contre la tuberculose bovine en France et réglementation
francaise

Les principes actuels de la lutte contre la tuberculose bovine en France sont définis par
I’Arrété du 4 janvier 2011 (modifiant I'arrété du 15 septembre 2003) et par la directive CE/64/432 du
26 juin 1964. Dans la majorité des départements frangais (60 départements en 2010), le dépistage
régulier par tuberculination a été abandonné en raison de la forte diminution du nombre de cas
observés entre 1955 et 2000 et de la diminution corrélée de la valeur prédictive positive des résultats
obtenus. Dans les autres départements, la périodicité du dépistage est annuelle a quadriennale
(Fediaevsky et al., 2011 ; Figure 17). Certains départements « sensibles », dans lesquels des foyers de
tuberculose ont été identifiés ces dernieres années, subissent un dépistage renforcé (prophylaxie
annuelle en Dordogne, Cbéte d’Or et Camargue) par intradermotuberculination, éventuellement
associée au dosage d’interféron gamma (DGAL, 2011, communication personnelle).

La réglementation prévoit également une surveillance étroite des cheptels a risque (anciens foyers,

anciens suspects, élevages a fort taux de rotation...).

! Décret n°55-771 du 21 mai 1955
2 Décret n°63-301 du 19 mars 1963
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Figure 17 : Rythme de dépistage de la tuberculose bovine dans les départements de France
métropolitaine au cours de I'année 2010 (D’aprés Fediaevsky et al., 2011)

Rythme
prophylaxie
H Annuel (4)
[ Biennal (6)
[J Quadriennal (5)
O Triennal (10)
O Zonage (11)
O Arrété (60)

Les principes réglementaires aboutissant au placement d’un troupeau sous suspicion (Arrété
Préfectoral de Mise sous Surveillance ou APMS) sont présentés dans le Tableau 17.
Le cheptel suspect est alors soumis a des investigations approfondies afin de confirmer ou d’infirmer
la suspicion. Les principes réglementaires permettant la confirmation de I'infection sont énumérés
dans le Tableau 18. La totalité des animaux des foyers doivent &tre abattus'. Le traitement

antibiotique des animaux atteints est interdit en raison des risques encourus pour la santé publique.

‘Remargue: Dans le département de la Céte d’Or, en raison du grand nombre de résultats
faussement positifs observés, une dérogation a I'abattage total peut éventuellement étre obtenue.

On procede alors a plusieurs séries de tests avec abattage systématique des animaux réagissants.

! Arrété du 4 mai 1999 ; Abattage total du troupeau dans les 30 jours suivant la découverte du foyer, a
I’exception des races d’intérét local pour lesquelles une dérogation peut étre accordée
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Tableau 17 : Définition réglementaire d’un troupeau bovin suspect d’étre infecté de
tuberculose : observation des résultats suivants sur un animal du troupeau

(Arrété du 4 janvier 2011 modifiant I'arrété du 15 septembre 2003)

Examen effectué Résultat

Résultat non négatif & une IDS' ou une IDC?
Dépistage systématique

Résultat non négatif a I'lFN>

Abattoir ou autopsie Lésions macroscopiques évocatrices de tuberculose
Examen d’un prélévement Lésions histologiques évocatrices de tuberculose
histologique Résultat positif en PCR

DS : intradermotuberculination simple ; 2IDC : intradermotuberculination comparative ; IFN :
Test de dosage de 'interféron gamma

Tableau 18 : Définition réglementaire d’un troupeau bovin infecté de tuberculose : observation
des résultats suivants sur un méme animal du troupeau

(Arrété du 4 janvier 2011 modifiant l'arrété du 15 septembre 2003)

Examen effectué Résultat
Examen clinique Signes cliniques de tuberculose
ET ET
Dépistage systématique IDS* ou IDC? positive

Dépistage systematique IDC positive ET Iésions histologiques évocatrices de tuberculose

ET

Examen d’un prélévement IDS ou IDC positive ET résultat positif en PCR

histologique

Lésions histologiques évocatrices de tuberculose

Examen histologigue, ET résultat positif en PCR

bactériologique ou par PCR Isolement et identification de M. bovis ou M. tuberculosis

d’un prélevement Résultat positif en PCR chez un animal provenant d’un troupeau

suspect d’étre infecté de tuberculose

DS : intradermotuberculination simple ; 2IDC : intradermotuberculination comparative

1.4 Modalités du diagnostic ante-mortem de la tuberculose bovine

La symptomatologie de la tuberculose bovine est habituellement fruste. La maladie évolue
sous la forme d’'une maladie débilitante chronique évoluant sur plusieurs mois a années. On peut
observer une adénomégalie accompagnée de signes respiratoires et/ou de troubles digestifs. En

phase terminale, I'animal est émacié et présente une dyspnée aigué. Ce type de tableau clinique est
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trés rarement observé de nos jours en France. Il est donc impossible de fonder le dépistage de la
maladie sur un simple examen clinique et seuls des tests sont susceptibles de détecter I'infection

dans ses stades les plus précoces (De la Rua-Domenech et al., 2006).

1.4.1 Dépistage allergique

Le dépistage allergique de la tuberculose se fait par injection intradermique de tuberculine,
selon deux méthodes: l'intradermotuberculination simple (IDS) ou l'intradermotuberculination
comparative (IDC).

La tuberculine est un allergo-haptene dont l'injection permet de révéler le phénomeéne
d’hypersensibilité retardée (HSR) (Francis, 1947 ; Snider, 1982). Lorsque la tuberculine est injectée a
un animal qui n’a jamais été sensibilisé aux antigénes présents dans la tuberculine, aucune réaction
inflammatoire locale n’est significativement observable. En revanche, si I'animal a déja été sensibilisé
(i.e. est infecté, car la vaccination est aujourd’hui interdite), on observe une réaction inflammatoire
locale dans les 48 a 72 heures suivant I'injection (Lepper et al., 1977). L'intradermotuberculination
comparative (IDC) repose sur les mémes principes que I'IDS mais permet de différencier les réactions
d’HSR dues a linfection par M. bovis (ou M. tuberculosis) de celles engendrées par des
mycobactéries atypiques. Elle est plus co(iteuse et engendre plus de contraintes pratiques
(manipulation des animaux, injections et mensurations multiples) que I'IDS.

Les principes généraux et les modalités de lecture et d’interprétation des résultats d’IDS et d’IDC sont

présentés en Annexe 17.

L'HSR s’installe 15 jours a 6 mois apres la pénétration du bacille dans I'organisme (Francis,
1947) — période d’ante-allergie. La réaction allergique peut ensuite fluctuer selon I'animal considéré :
la réaction est atténuée chez les jeunes animaux, les femelles proches du part et les animaux atteints
de maladies intercurrentes (De la Rua-Domenech et al., 2006). Il existe également un phénomeéne
d’anergie lors d’injections répétées de tuberculine: un délai d’au minimum 42 jours doit
réglementairement séparer deux injections de tuberculine®. Par ailleurs, en fin d’évolution de la
maladie, les capacités de 'organisme sont saturées et la réaction allergique n’est plus observée
(Lepper et al., 1977). Enfin, certains animaux demeurent totalement anergiques au cours de leur

existence. lls représentent 1 a 5% de la population totale (Bénet et al., 2011).

! Directive Européenne 64/432 du 26 juin 1964
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La sensibilité individuelle moyenne (Se;) de I'IDS est estimée a 83,9%. Elle peut varier de
63,2% a 100% selon les caractéristiques de l'infection ou les modalités de réalisation (De la Rua-
Domenech et al., 2006). La spécificité individuelle moyenne (Sp;) de I'IDS est estimée 96,8% (75,5% a
99,0% selon les études) (De la Rua-Domenech et al., 2006). Elle varie selon la fréquence et I'étiologie
des réactions non spécifiques dans la population. La sensibilité moyenne de I'IDC est comprise entre
52,0% et 100% (avec une valeur médiane de 80,0%) et sa spécificité est comprise entre 78,8% et

100% avec une valeur médiane de 99,5% (De la Rua-Domenech et al., 2006).

1.4.2 Dépistage sérologique

Certains tests sérologiques tels que le test par polarisation de fluorescence (FPA) ou des ELISA
ont été mis au point pour le bétail, mais leur utilisation demeure restreinte a des conditions
expérimentales et a ce jour, aucun d’entre eux ne s’est avéré suffisamment fiable pour étre utilisé

sur le terrain (Cousins, 2001 ; Wood et Jones, 2001 ; Pollock & Neill, 2002).

1.4.3 Dépistage par dosage de I'Interféron gamma (IFN)

Un autre test réalisé sur prélevement de sang, le dosage de l'interféron gamma (IFN), a été
développé en Australie dans les années 1980, pour le dépistage de la tuberculose bovine en
association avec I'IDS au pli sous-caudal (Wood et al., 1991 ; Wood et Rothel, 1994 ; Wood et Jones,
2001). Il permet de détecter la libération d’interféron gamma dans une culture de sang total stimulé
par de la tuberculine (Rothel et al., 1990). Linterféron gamma est une cytokine produite
majoritairement par les lymphocytes T en réponse a une stimulation antigénique, notamment lors
d’une infection par les mycobactéries (Pollock & Neill, 2002). Le principe du test de dosage de
I'interféron gamma est décrit en Annexe 18.

Ce test a été approuvé comme méthode officielle de diagnostic de la tuberculose bovine par les
autorités australiennes en 1991 et en Nouvelle-Zélande a la fin des années 1990 (Wood et Rothel,
1994 ; Cousins et al., 1998). Il est a I'heure actuelle en cours de validation dans plusieurs pays
européens (Allemagne, Belgique, Espagne, France, Grande-Bretagne, Hongrie, Irlande, Pays-Bas,

Pologne).

Le kit de dosage de l'interféron gamma Bovigam® commercialisé par Prionics (Suisse) a fait

I'objet de plusieurs études en Australie, au Brésil, en Ethiopie, en Grande-Bretagne, en Italie, en
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Nouvelle-Zélande, en Irlande, en Espagne et aux USA (Wood et Jones, 2001). La sensibilité du test
était comprise entre 73,0% et 100,0% (valeur médiane : 87,6%). Sa spécificité était comprise entre
85,0% et 99,6% avec une valeur médiane de 96,6% (De la Rua-Domenech et al.,, 2006). Les
caractéristiques du test varient selon le contexte épidémiologique, les seuils de positivité employés,
les lots d’antigenes utilisés et le test de référence utilisé pour déterminer le statut réel des animaux
vis-a-vis de l'infection. Le test Bovigam® est également en cours d’évaluation pour d’autres espéces
animales telles que le blaireau (Dalley et al., 2004).

D’autres « cocktails » d’antigeénes (ESAT-6, CFP-10) peuvent étre utilisés pour améliorer la spécificité
du test. lls sont en cours de validation, et aucun kit commercial contenant ces antigenes n’est pour

I'instant disponible.

‘En France, le dosage de I'IFN y fait actuellement I'objet d’'une procédure de validation et a été
introduit trés récemment dans les textes réglementaires’. Il est utilisé a I'essai depuis plusieurs
années, dans quelques départements francais : la Cote d’Or, la Dordogne et les trois départements

constituant la région naturelle de Camargue (Bouches-Rhone, Gard et Hérault).

1.5 Modalités diagnostiques post-mortem

A 'autopsie (ou a I'inspection post-mortem en abattoir), la tuberculose bovine est caractérisée
par la présence de granulomes nodulaires appelés « tubercules ». Les tubercules se présentent
comme des nodules de taille variable, jaunatres et de consistance caséeuse, caséo-calcaire ou
calcifiée. La recherche de lésions tuberculeuses est la premiere étape de I'inspection, mais ne permet
pas de poser le diagnostic avec certitude. Elle est suivie d’un examen histologique des |ésions, puis
d’une mise en culture a des fins d’isolement de la bactérie. La culture des bacilles tuberculeux
nécessite I'emploi de milieux enrichis sur lesquels les souches croissent lentement : 10 jours a 2 mois
selon le bacille, en moyenne 4 a 6 semaines pour M. bovis (Bénet et al., 2011).

L’amplification génique ou PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique de plus en plus
utilisée pour la mise en évidence directe des mycobactéries. Elle a été introduite récemment dans les
textes réglementaires’. Malgré quelques réserves (prise en compte des communautés entre
mycobactéries, maitrise de la technique par le laboratoire), la fiabilité de la PCR sur des prélevements
mis en culture une quinzaine de jours est bonne (Boschiroli, LNR Tuberculose, 2012, communication

personnelle). Cette méthode permet entre autres de gagner du temps par rapport aux méthodes

' Arrété du 4 janvier 2011 modifiant I'arrété du 15 septembre 2003
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faisant appel a la bactériologie classique. L'utilisation de la PCR de maniére directe, sur des broyats
de prélevements est encore en cours de validation (Faye et al., 2011) mais semble prometteuse, en

particulier du fait de sa rapidité.

2 Objectifs de I'étude

Les outils disponibles pour le dépistage de la tuberculose bovine (intradermotuberculinations ;
ID) sont imparfaits, et la situation de fin d’éradication engendre une diminution de la valeur
prédictive positive des tests.
Une recrudescence du nombre de foyers de tuberculose bovine a été observée ces derniéres années
dans trois zones géographiques frangaises (Céte d’Or, Dordogne, Camargue). Les difficultés liées a la
réalisation et/ou a l'interprétation des résultats d’intradermotuberculination allant croissant dans
ces zones, les autorités ont mis en place un protocole de dépistage expérimental incluant un
nouveau test en cours de validation, le dosage de l'interféron gamma. Ce dispositif a permis de
relancer le dépistage de la tuberculose bovine dans les zones concernées, en améliorant la
motivation des acteurs locaux. Afin d’encadrer au mieux l'utilisation de I'IFN sur le terrain, des
« arbres décisionnels » ont été appliqués dans les départements a risque a des fins expérimentales.
Ces protocoles prévoyaient l'utilisation de I'IFN en premiére intention en Camargue, pour le
dépistage systématique annuel de lintégralité des troupeaux. En Cote d’Or et en Dordogne en
revanche, I'IFN était utilisé en série aprés une intradermotuberculination non négative, pour
confirmer ou infirmer le résultat d’ID. Dans un petit nombre de troupeaux enfin, I'lIFN a été utilisé en
paralléle a I'ID pour accélérer I'éradication dans les troupeaux foyers en abattage partiel (Céte d’Or)
ou pour améliorer la surveillance dans les troupeaux en suivi renforcé' (Dordogne). Cette derniére
utilisation n’est pas prévue par la réglementation européenne®. Cette non-conformité a été
reprochée a la France par I’'Union Européenne dans un rapport de I'Office Alimentaire et Vétérinaire

(OAV, 2012).

! Troupeaux en suivi renforcé : troupeaux présentant un risque particulier vis-a-vis de la tuberculose
bovine (principalement : anciens foyers ou en lien épidémiologique avec un foyer).
? Directive CE/64/432
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‘Les objectifs de notre étude étaient les suivants :

- évaluer les caractéristiques du test de dosage de l'interféron gamma dans ses conditions
d’utilisation en C6te d’Or, Dordogne et Camargue et les comparer aux caractéristiques de
I'intradermotuberculination ;

- proposer d’éventuelles améliorations au test utilisé actuellement : « cocktails » d’antigenes
utilisés, seuils de positivité, modalités d’interprétation des résultats obtenus avec les différents
antigenes ;

- comparer l'efficacité du protocole de dépistage de la tuberculose bovine intégrant I'IFN
(appliqgué entre 2009 et 2012 en Cote d’Or et en Dordogne) au protocole utilisant uniquement

I'intradermotuberculination (recommandé par la réglementation européenne?).

Cette étude a fait I'objet d’un article actuellement en cours de révision dans une revue
internationale a comité de lecture: PRAUD A., BOSCHIROLI M.L.,, BENET J.J., MEYER L., GARIN-
BASTUJI B., DUFOUR B. Evaluation of the efficiency of the gamma interferon test used in series after
SICCT for the diagnosis of bovine tuberculosis in Cote d’Or (France). Transboundary and Emerging

Diseases (En révision). (cf. Annexe 4)

3 Matériels et méthodes

Trois études ont été menées, dans trois zones géographiques dans lesquelles le dosage de
I'interféron gamma est utilisé a titre expérimental depuis plusieurs années: la Céte d'Or, la

Dordogne et les trois départements constituant la région Camargue.

3.1 Source des données utilisées

3.1.1 Etude conduite dans le département de Cote d’Or

+* Origine et modalités de collecte des données

Cette étude a été conduite a I'aide des données recueillies par la Direction Départementale de
la Protection des Populations de Céte d’Or (DDPP 21) au cours des campagnes de prophylaxie de la

tuberculose bovine organisées entre novembre 2009 et janvier 2012. L'organisation de la collecte
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informatisée systématique des résultats de dépistage de la tuberculose bovine y est récente. Depuis
septembre 2009, le Groupement de Défense Sanitaire de Cote d’Or (GDS 21) a mis au point une base
de données utilisant le logiciel Access®. Notre travail sur la tuberculose bovine a donc débuté, en
septembre 2009, par une période de concertation avec les acteurs de terrain de la DDPP 21 dans le
but de trouver un compromis entre les besoins d’information utiles a la recherche, les besoins

d’information de la DDPP 21 et les contraintes de terrain.

‘Remarque: Ces données ont été collectées par la DDPP21 pour suivre la lutte conduite sur le
terrain. Elles n'ont dong, a I'origine, pas été produites pour des besoins d'épidémiologie. Néanmoins,
ces données constituaient les seules informations disponibles concernant I'utilisation du dosage de
I'interféron gamma en France selon les protocoles appliqués ces dernieres années, dont il était
nécessaire d’évaluer I'efficacité. Un travail important de réorganisation des données, de croisement
et de vérification des informations saisies dans la base a donc été effectué. De ce travail est née une
seconde base, épurée d’'un nombre important d’animaux et de troupeaux pour lesquels I'information

était incompléte.

“* Zonage
On distingue deux zones épidémiologiquement distinctes en Cote d’Or (Annexe 19):

- la « zone blanche » est une zone a bas risque de tuberculose bovine ;

- la «zone rouge » est une zone historiquement connue comme étant a haut risque de
tuberculose bovine. C'est également dans cette zone que se concentrent les réactions
faussement positives en intradermotuberculination dues a des mycobactéries atypiques.

+» Tests étudiés
Deux types de tests étaient trés majoritairement utilisés au cours des opérations de
prophylaxie en Cote d’Or entre 2009 et 2012 :

- lintradermotuberculination comparative (IDC), choisie pour son gain de spécificité par
rapport a I'lIDS;

- le dosage de l'interféron gamma, réalisé a I'aide de deux types d’antigenes : le kit Bovigam®
(Prionics, Suisse) et un peptide recombinant, I'ESAT-6.

Le seuil de positivité utilisé par le laboratoire vétérinaire départemental de Cote d’Or correspondait a
un seuil de densité optique normalisé de 0,04 pour le Bovigam® et pour I'ESAT-6. Les modalités de
calcul sont détaillées en Annexe 18. Les modalités d’interprétation des résultats individuels du

dosage de I'IFN par ce laboratoire sont présentées dans le Tableau 19.
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Tableau 19 : Interprétation des résultats du dosage de l'interféron gamma au Laboratoire
Vétérinaire Départemental (LVD) de Cote d'Or

Bovigam® ESAT-6 Résultat de I'IFN « global »
Positif Positif Positif
Positif Négatif Divergent
Négatif Positif Divergent
Négatif Négatif Négatif

"IFN « global » : association en paralléle du Bovigam® et de 'ESAT-6

‘Remargue: Dans la suite du texte, le terme « IFN global » désigne I'interprétation en paralléle

(regle d’interprétation « OU ») des résultats aux tests Bovigam® et ESAT-6.

L’arbre décisionnel utilisé en Cote d’Or pour la lutte contre la tuberculose bovine au cours de
la période d’étude (2009-2012) est présenté en Annexe 20. Ce protocole prévoyait la réalisation d’un
IFN sur les animaux ayant présenté des résultats petits douteux' en IDC dans un contexte
épidémiologique défavorable, ou des résultats grands douteux’ en IDC dans un contexte
épidémiologique favorable. Cette interprétation a légerement évolué durant la campagne 2011-
2012, au cours de laquelle un grand nombre d’animaux ayant obtenu un résultat d’IDC grand
douteux ont été soumis a I'lFN quelle que soit la nature du contexte.

- en cas de résultat positif a I'lFN, les animaux concernés étaient soumis a un abattage
diagnostique ;

- sile résultat d’IFN était douteux : soit les animaux concernés étaient soumis a un abattage
diagnostique, soit le cheptel était maintenu sous limitation de mouvements et un re-contréle
par IDC était effectué 2 mois plus tard ;

- encas de résultat négatif a I'lFN, la suspicion était levée.

L'IFN était également utilisé en parallele a I'IDC dans les troupeaux en abattage partiel, avec
élimination systématique des animaux ayant obtenu un résultat positif a I'un ou l'autre des deux

tests.

! Résultat « petit douteux » : DB compris entre 2 et 4 mm et DB-DA compris entre 1 et 4 mm
? Résultat « grand douteux » : DB supérieur a 4 mm et DB-DA compris entre 1 et 4 mm
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3.1.2 Etude conduite dans le département de Dordogne

+* Origine et modalités de collecte des données

L’étude conduite en Dordogne reposait principalement sur les résultats des opérations de
lutte contre la tuberculose bovine en Dordogne menées entre 2009 et 2012. La saisie des données a

été effectuée a I'aide d’'une base construite sur le modeéle de celle utilisée en Cote d’Or.

% Zonage
Depuis 2007, un zonage a été mis en place par arrété préfectoral. La zone « a risque »
regroupe les cantons dans lesquels sont localisés la majorité des foyers (Annexe 21).
+» Tests étudiés
Au cours des campagnes de prophylaxie 2009 a 2012, deux types de tests étaient trés
majoritairement utilisés en Dordogne :

- lintradermotuberculination simple (IDS) ;

- le dosage de l'interféron gamma, réalisé a I'aide de deux types d’antigénes : le kit Bovigam®
(Prionics, Suisse) et un « cocktail » de deux peptides recombinants (ESAT-6 et CFP-10;
appelés « Recombinants » dans la suite du texte). Les résultats des tests Bovigam® et
Recombinants étaient interprétés de la méme maniére qu’en Cote d’Or pour donner un

résultat d’interféron « global » (Tableau 19).

‘Remargue: La période d’étude de I'lFN en Dordogne s’étend de 2009 a 2011. Les raisons de ce
choix sont exposées dans le paragraphe 3.2. Quelques nuances ont été introduites dans le protocole
utilisé au cours de la campagne 2011-2012 et dans les seuils de positivité du test IFN. Elles ne seront

pas détaillées dans ce manuscrit.

Les seuils de positivité (normalisés) utilisés par le laboratoire vétérinaire départemental de
Dordogne de 2009 a 2011 étaient de 0,05 pour le Bovigam® et de 0.03 pour les Recombinants.

L'arbre décisionnel utilisé en Dordogne pour la lutte contre la tuberculose bovine au cours de
la période d’étude est présenté en Annexe 22. Durant cette période, le test de I'IFN était réalisé
systématiquement sur les animaux présentant un résultat d’IDS non négatif :

- unrésultat d’IFN négatif conduisait a la levée de la suspicion ;
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- en cas de résultat d'IFN positif ou divergent (avec résultat positif en Recombinants), la
suspicion était maintenue et les animaux réagissants étaient soumis a un abattage
diagnostique ;

- encas de résultat d’'IFN divergent (avec résultat positif en Bovigam®), le cheptel était soumis
a une analyse du contexte épidémiologique par la DDCSPP24 afin de statuer sur la suite de la

procédure (levée de la suspicion ou re-contréle).

En plus de ce protocole, certains cheptels étaient placés sous suivi renforcé (anciens foyers,
cheptels en lien épidémiologique avec un foyer...) et soumis a un dépistage annuel a I'aide d’une IDS

et d’un IFN réalisés en paralléle chez tous les animaux.

3.1.3 Etude conduite dans la région de la Camargue

En complément aux études conduites en Cote d'Or et en Dordogne, les données collectées
entre septembre 2009 et mars 2012 au cours des opérations de prophylaxie de la tuberculose bovine
dans chacun des trois départements de Camargue (Bouches-du-Rhone, Gard, Hérault) ont été
analysées. Dans ces trois départements, le dosage de I'lFN (au moyen du kit Bovigam®) était utilisé
annuellement en prophylaxie de maniére systématique sur tous les bovins agés de plus de 24 mois a
la place de I'intradermotuberculination. Cette derniere n’est plus utilisée en « routine » en raison des
caractéristiques propres a la production bovine dans cette région (manades trés étendues,
contention des animaux difficile a mettre en ceuvre, animaux élevés pour le combat...) qui
compliquent la réalisation et I'interprétation de I'intradermotuberculination.

Le seuil de positivité (normalisé) utilisé par le laboratoire vétérinaire départemental de I’'Hérault pour

I'interprétation des résultats de Bovigam® était de 0,04.

3.2 Estimation directe des caractéristiques des tests utilisés en prophylaxie pour le
dépistage de la tuberculose bovine par rapport a une référence disponible

Les tests de dépistage de la tuberculose bovine étudiés étaient les suivants :
- lintradermotuberculination simple (IDS)
- lintradermotuberculination comparative (IDC)
- le dosage de l'interféron gamma (IFN) : kit Bovigam®, antigénes recombinants (ESAT-6 seul
ou « cocktail » associant ESAT-6 et CFP-10) et interprétation en parallele des résultats

obtenus avec ces deux types d’antigeénes, telle qu’elle est présentée dans le Tableau 19.
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‘ATTENTION: En Cote d’Or et en Dordogne, étant donné les conditions d’utilisation de I'IFN, tous
les tests IFN ont été réalisés dans des troupeaux ayant fait I'objet d’une suspicion suite a
I'observation de résultats non négatifs en intradermotuberculination. Les spécificités de I'IFN
calculées dans ces deux départements étaient donc conditionnelles a I’existence de réactions non

négatives en ID dans le troupeau.

En raison des différences fondamentales existant entre les contextes épidémiologiques, les
profils des bovins testés, les modalités de réalisation des tests et les régles d’interprétation des
séquences de tests dans ces trois zones géographiques, les analyses ont été conduites séparément

pour la Cote d’Or, la Dordogne et la Camargue.

‘Remarques:

- lorsqu’un petit nombre de résultats individuels chez des animaux infectés (calcul de la
sensibilité) ou indemnes (calcul de la spécificité) étaient disponibles, un seul animal a été tiré au sort
par troupeau afin de préserver I'indépendance des individus. Ce tirage au sort n’a pas été effectué
lorsque les échantillons étaient de grande taille (dizaines de milliers d’animaux) ;

- I’estimation directe des caractéristiques des tests de dépistage de la tuberculose bovine en
Dordogne a été réalisée par Mlle Jennifer Dhé, dans le cadre d’'un CRD ENVA / ANSES, sous mon

encadrement.

3.2.1.1 Sensibilité des tests

Dans chaque zone géographique, la sensibilité individuelle des tests a été étudiée dans une
population d’animaux pour lesquels M. bovis a été isolé au Laboratoire National de Référence
Tuberculose®. La sensibilité troupeau des tests a été étudiée dans les troupeaux dans lesquels M.
bovis a été isolé par le LNR sur au moins un animal du troupeau et dont les résultats aux tests étaient
disponibles dans une fenétre chronologique correspondant a la date de I’APDI + 2 mois (notion de
« foyer en cours » dans la suite du texte). Les troupeaux étudiés étaient de taille? similaire.

Deux types de sensibilités ont été définis :

LLNR Tuberculose, Laboratoire de Santé Animale, ANSES, Maisons-Alfort
> Nombre d’animaux du troupeau
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- la « sensibilité brute » pour le calcul de laquelle seuls les résultats positifs ont été retenus
(les résultats douteux assimilés a des résultats négatifs) ;
- la « sensibilité UE » pour le calcul de laquelle les critéres de I'Union Européenne ont été

retenus (résultats douteux assimilés a des résultats positifs).

‘Remarques:

- dans certains départements, le nombre de résultats disponibles individuellement a un test
était plus faible que le nombre de résultats collectifs disponibles pour ce méme test, en raison de la
présence de résultats incomplets et d’individus infectés pour lesquels les résultats individuels
n’étaient pas disponibles (découvertes fortuites d’abattoir notamment) ;

- le test réalisé en premiére intention en Cote d’Or était I'IDC, a I'exception de quelques
animaux (controle lors de vente). Pour certains animaux, les mesures de pli de peau suite a I'injection
de tuberculine bovine d’une part et de tuberculine aviaire d’autre part étaient disponibles : les
résultats d’IDS ont alors pu étre déduits des résultats d’IDC ;

- en Camargue, les intradermotuberculinations ne sont plus utilisées en routine et seuls les

résultats d’IFN étaient saisis dans les bases de données.

3.2.1.2 Spécificité des tests

Dans chacune des trois zones géographiques, la spécificité individuelle des tests a été étudiée
chez des animaux provenant d’élevages indemnes de tuberculose bovine, situés dans des zones a
faible risque épidémiologique de tuberculose bovine, dans lesquels aucun foyer n’a été mis en
évidence au cours de la période d’étude (en Camargue), depuis 2004 (en Cote d’Or) ou depuis 2000
(en Dordogne) et n’ayant pas été en lien épidémiologique avec un foyer de tuberculose au cours de
la période d’étude. La spécificité collective (« spécificité troupeau ») des tests a été étudiée a partir

de ces mémes troupeaux.

‘Remarque: En Dordogne et en Cote d’Or, les résultats de prophylaxie (IDS et IDC) étaient saisis
collectivement sans qu’il soit possible d’identifier individuellement les bovins concernés. Or, chaque
bovin du département a subi un test annuel, ce qui signifie que la base globale contenait au
minimum un résultat par campagne étudiée pour un méme bovin. Pour limiter le biais di au défaut
d’indépendance des résultats, les spécificités ont été calculées campagne par campagne. Le

probléeme ne se posait pas pour I'lFN, dont les résultats étaient traités et saisis individuellement.
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3.3 Estimation des seuils de positivité optimaux pour le test de dosage de I'Interféron
gamma en Cote d’Or et en Camargue

Une courbe ROC a été construite pour chaque type d’antigéne utilisé : Bovigam® (en Céte d’Or
et en Camargue) et ESAT-6 (en Cote d’Or), afin de proposer un seuil de positivité permettant
d’optimiser a la fois la sensibilité et la spécificité du test. Les résultats des tests ont été exprimés a
I'aide de la formule dite « normalisée » (Faye et al., 2008) afin de limiter les variations de résultats
lies aux différents lots de kit utilisés (cf. Annexe 18). Les calculs ont été effectués a I'aide du package
DiagnosisMed du logiciel R.

En Cote d’'Or, les données chiffrées nécessaires a la construction de ces courbes étaient
complétes pour 19 bovins infectés (9 résultats en Bovigam® et 19 résultats en ESAT-6) et 40 bovins
indemnes (en Bovigam® et en ESAT-6). En Camargue, les données nécessaires a la construction des

courbes étaient disponibles pour 31 bovins infectés et 73 bovins indemnes.

‘Remargue: Les données nécessaires a la construction de courbes ROC n’étaient pas disponibles

dans la base de données de Dordogne.

3.4 Estimation du risque d’erreur par défaut lié a I'application des protocoles utilisant
I'IFN en Cote d’Or et Dordogne et comparaison au risque d’erreur par défautlié a
I'application de la directive européenne CE/64/432

Le dernier volet de cette étude consistait en I'estimation du risque d’erreur par défaut (c’est-a-
dire le risque de non détection d’un animal infecté de tuberculose) engendré par I'application du
protocole utilisé en Cote d’Or entre 2009 et 2012 comparé au risque d’erreur par défaut lié a
I'application de la directive européenne CE/64/432. Le protocole décisionnel prévu par cette
directive est présenté en Annexe 23.

Le protocole utilisé en Coéte d’Or prévoyait la réalisation d’un IFN chez les animaux ayant
présenté des résultats douteux en IDC. Le schéma appliqué en Dordogne prévoyait la réalisation d’un
dosage de I'IFN chez les animaux ayant présenté des résultats douteux en IDS. La directive
CE/64/432, quant a elle, prévoit Iutilisation exclusive de I'intradermotuberculination avec réalisation
d’une IDC sur les animaux ayant présenté des résultats non négatifs en IDS.

Dans une approche simplifiée, nous avons considéré que ces trois protocoles correspondaient
a l'utilisation des tests en série (régle d’interprétation « ET »). Les tests étudiés (IDS, IDC et dosage de
I'IFN gamma) étant basés sur le méme principe biologique (c’est-a-dire la détection d’une réaction

allergique, in vivo et in vitro respectivement), ils ont été considérés comme non indépendants (Enge
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et al., 2000). La sensibilité (SesErIE) de I'association en série de tests liés par une relation de
dépendance conditionnelle en fonction de leurs sensibilités respectives (Se; et Se;) et de la
covariance de leurs sensibilités (ySe) est définie comme suit :

SeSERIE = Se; * Se; + ySe

Le risque d’erreur par défaut de cette association est : § = 1 — SeSERIE.

Les estimations directes de sensibilités et de spécificités des tests (cf. premiere partie de
cette étude) reposaient sur un faible nombre d’individus, appartenant a des populations tres
particuliéres (animaux sur lesquels M. bovis avait été isolée et animaux provenant d’élevages a bas
risque de tuberculose), non représentatives de I'ensemble de la population bovine soumise au test
IFN. D’autre part, I'estimation des sensibilités et des risques d’erreur par défaut des associations de
tests nécessitait de disposer d’informations concernant la covariance des sensibilités des tests.

Des résultats croisés en IFN et en ID étaient disponibles pour un grand nombre d’individus
provenant d’élevages de statuts épidémiologiques variés mais dont le statut infectieux individuel
était inconnu. Dans une seconde approche, nous avons donc estimé les sensibilités et les spécificités
des trois tests étudiés et leurs covariances a I'aide d’'un modéle a classe latente.

En Cote d’'Or, cette étude a été conduite dans une population de 2879 animaux pour lesquels les
résultats croisés a deux ou trois de ces tests (IDS, IDC, IFN) étaient disponibles (dont 2871 animaux
dont on disposait des résultats en IFN et en IDC, 1788 en IFN et en IDS et 1787 en IDC et en IDS).

En Dordogne, une analyse similaire a été effectuée dans une population de 1500 animaux pour
lesquels on disposait de résultats croisés en IDS et en IFN. Les résultats croisés d’IDS et d’IDC

n’étaient disponibles que pour 12 bovins et n’ont, par conséquent, pas été analysés.

‘Remarque: Les résultats douteux ou divergents aux tests ont été interprétés comme que le
prévoyaient les schémas décisionnels utilisés sur le terrain et selon les exigences de la

réglementation européenne : ils ont donc été assimilés a des résultats positifs (sensibilités « UE »).

"ATTENTION : La majorité des animaux de la population étudiée, pour lesquels des résultats
individuels étaient disponibles, avaient été soumis a un test IFN suite a une
intradermotuberculination non négative. Cette approche ne nous a donc pas permis d’estimer la

spécificité des intradermotuberculinations.
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Le modeéle choisi permettait I'estimation des caractéristiques de deux tests liés par une
relation de dépendance conditionnelle, dans une population (Gardner et al., 2000 ; Dendukuri et al.,
2001 ; Georgiadis et al., 2003 ; Branscum et al., 2005). |l est décrit dans le Chapitre Ill, Paragraphe
3.4.1 de ce manuscrit. Le nombre de paramétres a estimer par le modéle excédait le nombre de
degrés de liberté permis par les données: une approche bayésienne a donc été utilisée pour
I’estimation des caractéristiques des tests.

Les tests étudiés avaient déja fait I'objet de plusieurs études publiées dans la littérature,

récapitulées par De la Rua-Domenech et al. en 2006 (Tableau 20).

Tableau 20 : Valeurs de sensibilité et de spécificité disponibles dans la littérature* pour les
trois tests étudiés (Intervalles de confiance a 95%)

Sensibilité Spécificité
IDS 83,9% [63,2% ; 100%] 96,8% [75,5% ; 99,0%]
IDC 80% [52,0% ; 100%] 98,8% [78,8% ; 100%]
IFN 87,6% [73% ; 100%] 96,6% [85,0% ; 99,6%]

* De la Rua-Domenech et al. (2006)

Dans I’échantillon de Cote d’Or, le nombre d’animaux présentant des résultats positifs en
culture était de 41. Le nombre de bovins présentant des résultats positifs en PCR mais négatifs en
culture était de 16. On pouvait donc considérer que la prévalence minimale dans I’échantillon étudié
était de 0,1% (41 bovins / 2879) et que sa valeur la plus hautement probable était proche de 0,2%
(57 bovins / 2879). Dans I’échantillon provenant de Dordogne, le nombre d’animaux présentant des
résultats positifs en culture était de 12. On pouvait donc considérer que la prévalence minimale dans
I’échantillon étudié était de 0,1% (12 bovins / 1500). Les résultats de PCR étaient incomplets et
n’apportaient pas d’information complémentaire.

Compte tenu de ces informations, les parameétres a et b des distributions a priori des sensibilités et
des spécificités des tests, de leurs covariances ainsi que de la prévalence dans les échantillons ont été
déterminés selon la méthode présentée précédemment (Chapitre | — Paragraphe 4.5) et sont
présentés dans le Tableau 21. En Dordogne, des distributions identiques a celles définies en Cote

d’Or ont été utilisées.
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Tableau 21 : Paramétres des distributions beta (a,b) a priori

TP Parametres des
Limite inférieure

Test Parametre Médiane (95%) distributions beta (a,b)
a b
se! 83,9% 63,2% 9,4 1,79
105 sp’ 96,8% 75,5% 0,10 0,001
Se 80,0% 52,0% 5,73 1,43
Pe Sp 98,8% 78,8% 1,59 0,05
Se 87,6% 73,0% 21,11 2,88
™ Sp 96,6% 85,0% 6,87 0,21
Prévalence 0,2% 0,1% 15,66 767,34
3
(Pour les 3‘;:;% de tests) Inconnues Inconnues 1 1
v sp’ Inconnues Inconnues 1 1

(Pour les 3 paires de tests)
!Se : Sensibilité ; 2Sp : Spécificité ; *y Se : Covariance des sensibilités ; *y Sp : Covariance des
spécificités

L'implémentation a été réalisée par des algorithmes MCMC (Markov Chain Monte Carlo)
utilisant I’échantillonneur de Gibbs. Les calculs ont été effectués a I'aide du logiciel WinBUGS (Lunn
et al., 2000). 51 000 itérations ont été lancées (dont une phase de « burn-in » de 1000 itérations).
Une analyse de sensibilité a également été conduite en utilisant des distributions a priori de plus en
plus diffuses afin de vérifier que I'estimation des parametres d’intérét n’était influencée que de

maniére mineure par ces variations.

‘Remargue: Les méthodes utilisées sont identiques a celles présentées dans le chapitre Ill et ne

seront par conséquent pas détaillées ici.

Les parametres estimés ont ensuite été utilisés pour calculer les sensibilités et les risques d’erreurs
par défaut associés aux séquences de tests appliquées en Cote d’Or et en Dordogne d’une part et

celles recommandées par la réglementation européenne d’autre part.

‘Remargue: Dans un souci de simplification des arbres décisionnels appliqués en Cote d’Or et
Dordogne, nous avons considéré que les bovins présentant des résultats douteux ou positifs en ID

étaient soumis a un second test (interprétation en série). En pratique, sur le terrain, ces animaux
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étaient le plus souvent soumis a un abattage diagnostique. Cette approche surestime donc les

risques d’erreurs par défaut des protocoles utilisant I'IFN par rapport a leurs valeurs réelles.

4 Résultats

4.1 Estimation directe des caractéristiques intrinseques des tests de dépistage de la
tuberculose bovine

4.1.1 Résultats obtenus dans le département de Coéte d’Or

Les résultats de sensibilité et de spécificité obtenus en Cote d’Or par estimation directe sont
récapitulés dans le Tableau 22 et le Tableau 23, respectivement.

Les sensibilités individuelles et collectives des trois types de tests n’étaient pas
significativement différentes a I'exception de I'IDC, dont la sensibilité individuelle était supérieure a
celle du Bovigam® lorsque ses résultats étaient interprétés conformément a la réglementation
européenne (p< 0,05).

Le test le plus spécifique a I’échelle individuelle était I'IDC (p < 0,05). Les spécificités
individuelle et collective du test Bovigam® étaient les plus faibles (p<0,05), engendrant une faible
spécificité de I'IFN global (Sp INDIVIDUELLE BOVIGAM = 59,5% [53,4% ; 64,6%]icos%, €t Sp TROUPEAU
BOVIGAM = 57,0% [49,1% ; 64,9%)],co5%). A I’échelle collective en revanche, les spécificités des ID et du
Bovigam® étaient basses et le test le plus spécifique était I'ESAT-6 (Sp TROUPEAU ESAT-6 = 88,3%
[83,2% ; 93,4%]ico5%). On observe une baisse de la spécificité de I'IDC au cours des trois campagnes et

une augmentation corrélée de la spécificité de I'IDS sur cette méme période.
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Tableau 22 : Résultats de sensibilité obtenus par estimation directe en Céte d'Or

(Valeurs moyennes et intervalles de confiance a 95%)

Sensibilité individuelle (Se))

Sensibilité troupeau (Sey)

TEST 7 5
n Se; Brute Se, UE n' Ser Brute Ser UE
IDC 45 64% 98% 45 80% 98%
D [50% ; 78%] [93% ; 100%] [68%;92%] [93% ; 100%]
IDS 23 70% 87% 33 72% 93%
[51% ; 88%] [73% ; 100%] [58% ; 88%] [86% ; 100%]
65% 93%
H ®
Bovigam® 23 [46% ; 85%] 28 [83% ; 100%]
82% 96%
IFN -
ESAT-6 22 [66% ; 98%] 28 [90% : 100%]
55% 91% 96%
Global - 2213100 75%]  [79% ; 100%]  2° [90% ; 100%)]
In : nombre d’animaux infectés ; ’n’ : nombre de troupeaux foyers
Tableau 23 : Résultats de spécificité obtenus par estimation directe en Cote d'Or
(Valeurs moyennes et intervalles de confiance a 95%)
TEST Spécificité individuelle (Sp)) Spécificité troupeau (Spy)
(et campagne) nt Sp; n'? Spr
98,77% 77,70%
2005-2010 63017 [98,68% ; 98,86%] 722 [74,67% ; 80,74%]
98,57% 58,3%
IDC 2010-2011 62 640 (98,48% : 98,66%] 724 (54,7% : 61.9%]
97,81% 41,99%
2011-2012 19722 [97,61% ; 98,01%] 231 [35,63 ; 48,35%]
96,74% 722 46,54%
2005-2010 63017 [96,60% ; 96,88%] [42,90% ; 50,18%]
96,32% 724 56,8%
IDS 2010-2011 62640 [96,17% ; 96,47%] [53,2% ; 60,4%)]
96,30% 62,77%
2011-2012 19722 [96,04% ; 96,56%] 231 [56,36% ; 69,00%]
59,5% 57,0%
- ® ’ ’
Bovigam 353 [53,4% ; 64,6%] 151 [49,1% ; 64,9%)]
90,0% 88,3%
IFN - ’ ,
ESAT-6 360 [86,9% ; 93,1%] 154 [83,2% ; 93,4%]
0, 0,
Global 352 >6,8% 148 53,4%

[51,6% ; 62,0%]

[45,3% ; 61,4%]

In : nombre d’animaux indemnes ; °n’ : nombre de troupeaux indemnes
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4.1.2 Résultats obtenus dans le département de Dordogne

"Raggel : Lestimation directe des caractéristiques des tests de dépistage de la tuberculose bovine
dans le département de Dordogne a été réalisée par Mlle Jennifer Dhé, dans le cadre d’'un CRD

ENVA/ANSES, sous mon encadrement.

Les résultats de sensibilité et de spécificité obtenus en Dordogne sont récapitulés dans le
Tableau 24 et le Tableau 25, respectivement. Les sensibilités (individuelles et collectives) des tests
étudiés n’étaient pas significativement différentes (p>0,05). A I’échelle individuelle comme a I’échelle
collective, les tests IFN (Bovigam® Recombinants et global) étaient significativement moins

spécifiques que I'IDS (p<0,05).

Tableau 24 : Résultats de sensibilité obtenus par estimation directe en Dordogne

(Valeurs moyennes et intervalles de confiance a 95%)

TEST Sensibilité individuelle (Se)) Sensibilité troupeau (Se;)
n' Se, Brute Se, UE n'? Ser Brute Ser UE
IDC 14 93% 100% 17 94% 100%
D [79% ; 100%] [78% ; 100%] [83% ; 100%] [82% ; 100%]
IDS 18 92% 100% 20 93% 100%
[76% ; 100%] [78% ; 100%] [79% ; 100%] [84% ; 100]
92% 94%
H ®
Bovigam 13 [78% ; 100%] 12 [82% ; 100%]
. 100% 100%
IFN Recombinants 13 [77% : 100%] 12 [76% : 100%]
92% 100% 81%* 100%
Global 13 178%;100%  [77%:100% 12 (62%:100%] (7% ; 100%]

’n : nombre d’animaux infectés ; °n’ : nombre de troupeaux foyers

“La sensibilité troupeau de I'lFN global est plus faible que la sensibilité individuelle, en raison des
résultats divergents de 2 troupeaux infectés dans lesquels aucun résultat d’IFN n’est disponible pour
le bovin infecté. Il s’agit soit d’une découverte fortuite en abattoir pour le premier troupeau et d’une
découverte au cours de I'abattage total pour le second troupeau.

-129 -




Chapitre 1V : Dépistage de la tuberculose bovine

Tableau 25 : Résultats de spécificité obtenus par estimation directe en Dordogne

(Valeurs moyennes et intervalles de confiance a 95%)

TEST Spécificité individuelle (Sp)) Spécificité troupeau (Spr)
(campagne) n’ Sp n'’ Spr
95% 95%
IDC  2011/2012 20 [85% » 100%] 20 [85% ; 100%]
99,85% 98,0%
2009/2010 36 252 [99,81%; 99,89%] 934 [97,1%; 98,9%]
99,68% 94,7%
IDS  2010/2011 35156 oo ooiggaeg 919 [93,2%; 96,1%]
99,7% 97%
2011/2012 741 [99,4%; 100,0%] > [91%; 100%]
89% 86%
; ®
Bovigam 66 [82% ; 97%] o6 [78% ; 95%]
IFN i 86% s
Recombinant 66 [78% : 95%] 66 [74% ; 92%)]
79% 73%
Global 66 [69% ; 89%] o6 [62% ; 83%]

In : nombre d’animaux indemnes ; °n’ : nombre de troupeaux indemnes

4.1.3 Récapitulatif des résultats dans la région Camargue

Les résultats de sensibilité et de spécificité obtenus en Camargue sont récapitulés dans le
Tableau 26 et le Tableau 27, respectivement. Les valeurs de sensibilité observées en Camargue
étaient proches de celles observées en Dordogne. La spécificité troupeau du test Bovigam® était

similaire a celle observée en Cote d’Or.

Tableau 26 : Résultats de sensibilité obtenus par estimation directe en Camargue

(Valeurs moyennes et intervalles de confiance a 95%)

Sensibilité individuelle (Se)) Sensibilité troupeau (Sey)

n’ Se, Brute Se, UE n'? Ser Brute Ser UE

Kit Bovigam® 21 81% 100% 17 86 % 100 %
8 [64%; 98%] _ [85% ; 100%] [71%; 100%]  [82% ; 100%]
n : nombre d’animaux infectés ; °n’ : nombre de troupeaux foyers

TEST

Tableau 27 : Résultats de spécificité obtenus par estimation directe en Camargue

(Valeurs moyennes et intervalles de confiance a 95%)

TEST Spécificité individuelle (Sp)) Spécificité troupeau (Spr)
n’ Sps n'? Spr
98,21% 60,9%
. - ® '’ ’
Kit Bovigam 9606 [97,94% ; 98,47%] 179 [53,8% ; 68,0%]

In : nombre d’animaux indemnes ; °n’ : nombre de troupeaux indemnes
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4.2 Estimation des seuils de positivité optimaux pour le test de dosage de I'Interféron
gamma en Cote d’Or et en Camargue

Deux courbes ROC ont été construites pour le kit Bovigam® (Figure 18), en Cote d’Or et en
Camargue (Figure 19). Une courbe ROC a été construite pour le test ESAT-6 (Figure 20) en Cote d’Or.

Le seuil de positivité optimal pour le kit Bovigam® étudié en Cote d’Or correspondait a une
DO normalisée de 0,13. L’aire sous la courbe (AUC) était de 0,928 [0,853 ; 1,000]icos5%. La sensibilité
au seuil optimal était de 0,889 [0,565 ; 0,980],co5% €t la spécificité associée était de 0,825 [0,681;
0,913]\cos5%. Le seuil de positivité optimal pour le kit Bovigam® étudié en Camargue correspondait a
une DO normalisée de 0,015. L’aire sous la courbe (AUC) était de 0,960 [0,925; 0,996]co5%. La
sensibilité au seuil optimal était de 0,936 [0,793 ; 0,982],co5% et la spécificité associée était de 0,904
[0,815; 0,953]co5%.

Le seuil de positivité optimal pour I'antigéne ESAT-6 étudié en Cote d’Or correspondait a une
DO normalisée de 0,01. L’aire sous la courbe (AUC) était de 0,940 [0,882 ; 0,997]icos%. La sensibilité
au seuil optimal était de 0,947 [0,754 ; 0,991]ico5% et la spécificité associée était de 0,825 [0,681 ;

0,913]ico5%.

Figure 18 : Courbe ROC pour le test Bovigam® étudié en Cote d’Or
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Figure 19 : Courbe ROC pour le test Bovigam® étudié en Camargue
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Figure 20 : Courbe ROC pour le test ESAT étudié en Cote d’Or
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4.3 Estimation du risque d’erreur par défaut engendré par l'utilisation des protocoles
expérimentaux francais incluant I'I[FN et comparaison au risque d’erreur par
défaut lié a I'application de la directive européenne CE/64 /432

4.3.1 Utilisation de I'IDC et de I'IFN en série (protocole appliqué en Cote d’Or)

4.3.1.1 Resultats croisés aux tests et estimation des sensibilités des tests, de leurs
covariances et de la spécificité de I'l[FN par une approche bayésienne

Les résultats croisés aux paires de tests dans la population de bovins étudiés en Céte d’Or sont
présentés dans le Tableau 28, le Tableau 29 et le Tableau 30. Les estimations de sensibilité et de
spécificité individuelles de I'IDS, de I'IDC et de I'IFN « global » et les estimations des covariances de
sensibilité et de spécificité pour chaque paire de test, par une approche bayésienne sont présentées
dans le Tableau 31.

Les sensibilités des trois tests n’étaient pas significativement différentes (p>0,05). La
spécificité de I'IFN était basse (Sp IFN = 62,3% [60,2% ; 64,5%],cos%). Les valeurs de covariances des
sensibilités des trois paires de tests étaient faibles a modérées. Leurs intervalles de crédibilité

incluaient la valeur « 0 ».

‘Remargue : Les spécificités des ID et les covariances des spécificités ne sont pas présentées dans
ce tableau car la majorité des animaux de la population étudiée, pour lesquels des résultats
individuels étaient disponibles, avaient été soumis a un test IFN suite a une
intradermotuberculination non négative (a I'exception des animaux provenant de troupeaux en
abattage partiel). Les spécificités estimées de I'IDS et de I'IDC sont donc anormalement faibles, en
raison de ce biais de sélection. Elles n’ont pas de signification épidémiologique. L’intégralité des

résultats est présentée en Annexe 24.

Tableau 28 : Résultats croisés d’IDC et d’IFN de 2871 animaux de Cote d’Or

IDC IFN Nombre d’animaux
Positif Positif 1046
Négatif Positif 139
Positif Négatif 1503
Négatif Négatif 183
TOTAL 2871
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Tableau 29 : Résultats croisés d’IDS et d’IFN de 1788 animaux de Cote d’Or

IDS IFN Nombre d’animaux
Positif Positif 624
Négatif Positif 27
Positif Négatif 1063
Négatif Négatif 74
TOTAL 1788

Tableau 30 : Résultats croisés d’IDS et d’IDC de 1787 animaux de Cote d’Or

IDS IDC Nombre d’animaux
Positif Positif 1499
Négatif Positif 187
Positif Négatif 19
Négatif Négatif 82
TOTAL 1787

Tableau 31 : Estimation des sensibilités de I'IDS, de I'IDC et de I'IFN gamma, de leurs
covariances et de la spécificité de I'IFN par une approche bayésienne : étude en Cote d’Or

Test Paramétre Moyenne Bornes de l'intervalle de crédibilité a 95%
IDC se’ 0,803 0,616 0,980
IDS Se 0,842 0,590 0,982
Se 0,881 0,728 0,975
IFN
Sp’ 0,623 0,602 0,645
IDC et IDS y se’ 0,025 -0,048 0,122
IDC et IFN y Se 0,023 -0,038 0,105
IDS et IFN y Se 0,026 -0,025 0,105

!Se : Sensibilité ; *Sp : Spécificité ; >y Se : Covariance des sensibilités

4.3.1.2 Estimation des caractéristiques de I'association en série IDC - IFN d’une part et IDS
- IDC d’autre part

La sensibilité et le risque d’erreur par défaut de chaque protocole (séquence de tests utilisée
en Cote d’Or vs. séquence de tests recommandée par la réglementation européenne) ont été déduits
des estimations de sensibilités et de covariances de sensibilité présentées ci-dessus. Les résultats

figurent dans le Tableau 32. Dans le cas du protocole utilisé en Cote d’Or (IDC et IFN associés en
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série), la probabilité d’erreur de détection par défaut était de 26,9% [0,0% ; 58,9%]icos5%. L'application
du protocole prévu par la directive CE/64/432 (IDS et IDC associées en série) engendrait un risque

d’erreur par défaut de 29,9% [0,0% ; 68.5%]ico5%.

Tableau 32 : Sensibilités et risques d’erreur par défaut comparés des deux schémas
décisionnels étudiés (étude du protocole appliqué en Cote d’Or)

Protocole Sensibilité Risque d’erreur par défaut
Cote d’Or (IDC - IFN) 73,1% [41,1% ; 100,0%] 26,9% [0,0% ; 58,9%)]
UE (IDS - IDC) 70,1% [31,5% ; 100,0%] 29,9% [0,0% ; 68.5%)]

4.3.2 Utilisation de I'IDS et de I'[FN en série (protocole appliqué en Dordogne)

4.3.2.1 Resultats croisés aux tests et estimation des sensibilités des tests, de leurs
covariances et de la spécificité de I'l[FN

Les résultats croisés aux deux tests (IDS et IFN « global ») dans la population de bovins étudiés
en Dordogne sont présentés dans le Tableau 33. Les estimations de sensibilité individuelle de I'IDS et
de I'lFN « global » et la covariance des sensibilités des tests, réalisées a partir des résultats croisés
disponibles en Dordogne sont présentées dans le Tableau 34.

De méme que précédemment, les valeurs de sensibilité de I'IDS et de I'IFN n’étaient pas
significativement différentes (p>0,05). La spécificité de I'IFN était basse (Sp IFN = 60,8% [58,2% ;
63,3%]ic 9s%). La covariance des sensibilités de I'IDS et de I'IFN était faible et son intervalle de

crédibilité incluait la valeur « 0 ».

‘Remargue: La spécificité de I'IDS et la covariance des spécificités de I'IDS et de I'[FN ne sont pas
présentées dans ce tableau en raison du fait que la majorité des animaux de la population étudiée,
pour lesquels des résultats individuels étaient disponibles, avaient été soumis a un test IFN suite a
une intradermotuberculination non négative (a I'exception des animaux provenant de cheptels sous
suivi renforcé). La spécificité estimée de I'IDS est donc anormalement faible, en raison de ce biais de
sélection. Elle n’a pas de signification épidémiologique. L’'intégralité des résultats est présentée en

Annexe 25.
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Tableau 33 : Résultats croisés d’IDS et d’IFN de 1500 animaux de Dordogne

(Interprétation « UE » : résultats douteux et divergents considérés comme positifs)

IDS IFN Nombre d’animaux
Positif Positif 345
Positif Négatif 757
Négatif Positif 257
Négatif Négatif 141
TOTAL 1500

Tableau 34 : Estimation des sensibilités de I'IDS et de I'IFN gamma, de leur covariance et de la
spécificité de I'IFN par une approche bayésienne : étude en Dordogne

Bornes de l'intervalle de crédibilité a

Test Parameétre Moyenne 95% (ICr 95%)
IDS se' 0.882 0,758 0,975
IEN Se 0,842 0,589 0,981

Sp° 0,608 0,582 0,633
IDS et IFN y sé 0,026 -0,026 0,104

!Se : Sensibilité ; *Sp : Spécificité ; >y Se : Covariance des sensibilités

‘Remargue : En raison de l'utilisation trés majoritaire de I'IDS en Dordogne, le nombre de résultats
croisés en IDS et IDC disponibles était tres faible (12 animaux). Ces données n’ont pas été utilisées, et
le risque d’erreur engendré par le protocole prévu par la réglementation européenne en Dordogne

n’a donc pas pu étre estimé.

4.3.2.2 Evaluation des caractéristiques de I'association en série IDS — IFN

La sensibilité et le risque d’erreur par défaut du protocole appliqué en Dordogne ont été

déduits des estimations ci-dessus. Les résultats sont présentés dans le Tableau 35.

Tableau 35 : Sensibilité et risque d’erreur par défaut liés a I’utilisation du protocole appliqué en

Dordogne
Protocole Sensibilité Risque d’erreur par défaut
Dordogne (IDS - IFN) 76,8% (42,1% ; 100,0%] 23,2% [0,0% ; 58,0%]

La sensibilité et le risque d’erreur par défaut du protocole appliqué en Dordogne (IDS et IFN
gamma associés en série) ont été déduits des estimations ci-dessus. La probabilité d’erreur de

détection par défaut était de 23,2% [0,0% ; 58,0%] c95%.
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5 Discussion

5.1 Estimation directe des caractéristiques des tests de dépistage de la tuberculose
bovine

La premiére partie de cette étude avait pour but de réaliser une estimation directe des
sensibilités et des spécificités du dosage de I'lFN dans ses conditions d’utilisation de terrain et de les
comparer a celles des tests habituels (intradermotuberculinations simple et comparative). Ces
estimations ont été faites en utilisant comme référence positive I'isolement de M. bovis au LNR
(apres abattage) et comme référence négative I'appartenance a un cheptel indemne depuis plusieurs
années et ne présentant pas de risque épidémiologique particulier vis-a-vis de la tuberculose bovine.
L'isolement de M. bovis en culture a été choisi en tant que référence positive en raison de sa
spécificité parfaite (absence de résultats faussement positifs), mais elle présente I'inconvénient de ne
pas avoir une sensibilité parfaite. Par ailleurs, les animaux présentant des résultats positifs en culture
constituent probablement une population particuliere dans laquelle la maladie a évolué
suffisamment longtemps pour que les bacilles tuberculeux soient retrouvés dans les nceuds
lymphatiques ou pour avoir engendré des lésions. Ces deux points engendrent un biais de sélection
des animaux infectés et un biais dans I'estimation des caractéristiques des tests.

Pour chacune de ces estimations, les calculs ont été effectués a partir d’'un nombre trés limité
d’animaux, ce qui engendre a la fois une piétre précision des résultats obtenus et une faible
puissance statistique. Par ailleurs, les tests sont utilisés dans des contextes trés particuliers (usage
en série, difficultés de controle des foyers de tuberculose, fréquence des mycobactéries atypiques en
Cote d’Or, bovins de combat en Camargue...). Avant de procéder a toute interprétation de ces

résultats, il est indispensable de garder a I’esprit ces deux points.

En Cote d’'Or, la sensibilité et la spécificité individuelles du test ESAT-6 étaient particulierement
satisfaisantes comparées a celles du Bovigam®. La sensibilité individuelle brute de I'IFN global® était

faible mais sa sensibilité individuelle « UE »*

était satisfaisante et n’était pas significativement
différente de celle de I'IDC (p>0,05). A I'échelle collective, la sensibilité «troupeau » du test

Bovigam® n’était pas significativement différente de celle de I'ESAT-6 (p>0,05).

! Interprétation en paralléle des résultats au test Bovigam® et a 'ESAT-6
? Résultats douteux assimilés 3 des résultats positifs, interprétation prévue par la réglementation
européenne et appliquée sur le terrain
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Les spécificités individuelle et collective de I'IFN global étaient basses, en raison de la faible
spécificité du test Bovigam®. Le seul test IFN dont la spécificité (individuelle et collective) était
correcte était I'ESAT-6.

Les sensibilités individuelles moyennes du test Bovigam® et de I'IFN global étaient plus élevées en
Dordogne qu’en Céte d’Or. Cette observation peut étre mise en relation avec |'utilisation d’un seuil
de positivité pour le Bovigam® plus bas en Dordogne (0,03% D.0O.) qu’en Cote d’Or (0,04% D.O.). Les
sensibilités des tests IFN a I'échelle collective étaient similaires dans les deux départements.

Les spécificités individuelles et collectives du test Bovigam® et du test IFN global étaient plus élevées
en Dordogne qu’en Cote d’Or (p<0,05). En revanche, le gain de spécificité attendu du fait de
I"utilisation du CFP-10 dans le cocktail d’antigénes recombinants en Dordogne, par comparaison avec
I'utilisation de I'antigéne ESAT-6 seul en Cote d’Or n’a pas pu étre mis en évidence. Ces deux points
peuvent étre dus a I'utilisation d’un seuil de positivité plus élevé pour les Recombinants en Dordogne
(0,05% D.0.) qu’en Cote d’Or (0,04% D.O.).

En Camargue enfin, les sensibilités moyennes (individuelles et collectives) du test Bovigam® étaient
plus élevées qu’en Cote d'Or et Iégerement inférieures a celles observées en Dordogne. Sa spécificité
individuelle était élevée mais sa spécificité « troupeau », faible, se rapprochait de celle observée en
Cote d’Or.

Seuls les résultats disponibles en Camargue permettaient une estimation non conditionnelle
des caractéristiques du dosage de I'IFN, ce qui pose la question de la légitimité d’une comparaison
des résultats obtenus dans ces deux contextes différents. En effet, en Cote d’Or et en Dordogne, tous
les animaux étudiés provenaient de cheptels dans lesquels des résultats non négatifs en ID avaient
été observés, et avaient subi une ID trois jours avant la réalisation du prélévement de sang pour le
dosage de I'IFN. Certaines études ont suggéré que la production d’interféron gamma pouvait étre
augmentée par I'administration de tuberculine au pli sous-caudal 7 a 59 jours auparavant (Rothel et
al., 1992), mais ce phénomene n’a pas pu étre mis en évidence dans d’autres études (Doherty et al.,
1995 ; Ryan et al., 2000 ; Gormley et al., 2004). Bien qu’a notre connaissance aucune étude n’ait été
publiée a ce sujet, il n’est pas exclu que s’il existe une influence de I'administration intradermique de
tuberculine sur le résultat de I'IFN, elle ne soit pas strictement identique selon le type et la quantité

de tuberculine utilisée (IDS vs. IDC).

Les sensibilités individuelles et collectives, des intradermotuberculinations n’étaient pas
significativement différentes en Dordogne et en Cote d’Or (p>0,05).
En Cote d’Or comme en Dordogne, la spécificité individuelle des tests allergiques était satisfaisante.

Les spécificités « troupeaux » des intradermotuberculinations étaient significativement plus élevées
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en Dordogne qu’en Cote d’Or (p<0,05), en raison de la fréquence des réactions croisées avec des
mycobactéries atypiques de I'environnement et de la grande taille des troupeaux de Céte d’Or.

L'étude de I'évolution des spécificités « troupeau » de I'IDS et de I'IDC en Cote d’Or au cours des trois
campagnes pose question. L'augmentation de la spécificité collective de I'IDS peut étre liée au fait
que certains vétérinaires « ferment les yeux » sur un pli de peau légerement augmenté en
tuberculine bovine, en particulier dans les cheptels qui ont été sujets a des résultats faussement
positifs les années précédentes. La diminution corrélée de la spécificité collective de I'IDC tendrait a
montrer qu’a partir du moment ou la réaction a la tuberculine bovine est considérée comme positive
par le vétérinaire, la mesure de la réaction a la tuberculine aviaire est réalisée avec soin. De plus, une
lecture objective par mensuration du pli de peau est effectuée de maniére systématique lors de la

réalisation des IDC. En Dordogne au contraire, la lecture des IDS est subjective (lecture « a la main »).

Dans la littérature, le dosage de I'IFN est considéré comme au moins aussi sensible que I'ID,
voire plus (Neill et al., 1994 ; Wood et Jones, 2001 ; Pollock et al., 2003), en raison du fait que le
dosage de I'lFN détecte les animaux infectés a un stade plus précoce que I'ID (avec un délai entre
infection et détection compris entre une et cing semaines pour I'lIFN [Pollock et al., 2003], contre 15
jours a 6 mois, avec une moyenne de 3 a 8 semaines pour I'ID [Francis, 1958]). D’autre part, il a été
prouvé que le délai entre l'infection et le moment auquel le dosage de I'IFN est en mesure de la
détecter n’est pas dépendant de la dose infectante (Dean et al., 2005). Ces éléments sont
intéressants car le dosage de I'IFN serait susceptible de détecter une infection par de faibles doses
de M. bovis des ses premiers stades. Il présente toutefois (tout comme I'ID) le désavantage de ne pas
détecter les individus en phase d’anergie.

Par ailleurs, il n’existe pas un unique test de dosage de l'interféron gamma mais de multiples
modalités techniques utilisables. A I'heure actuelle, seul le kit Bovigam® (Prionics, Suisse) est
commercialisé. Une nouvelle version du kit est d’ailleurs en cours d’évaluation, ce qui signifie que les
caractéristiques du test tel qu’il sera disponible dans quelques années seront probablement assez
différentes de celles du test étudié (Moyen, LVD 24, 2012, communication personnelle). Les autres
cocktails d’antigénes utilisés (ESAT-6, CFP- 10) sont fabriqués « maison » par les laboratoires et ne
sont donc pas identiques d’un laboratoire vétérinaire départemental a I'autre.

La technique d’interprétation a l'aide de la formule normalisée (Faye et al., 2008) et non de la
densité optique brute est une spécificité francaise. Nous avons également évoqué I'existence de
variations dans les seuils de positivité d’un laboratoire a I'autre et d’'une année sur |'autre.

Ces particularités, ajoutées aux variations classiquement rencontrés dans les études
d’évaluation de tests (origine et profil de la population animale étudiée, contexte épidémiologique,

laboratoire dans lequel sont réalisés les tests, méthodes d’interprétation des résultats douteux et
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modalités des analyses statistiques conduites) engendrent une grande variation des chiffres publiés
dans la littérature (De la Rua-Domenech et al., 2006). Ces observations justifient pleinement la mise
au point de protocoles adaptés a chaque région et a chaque contexte, et montrent a quel point il
serait difficile (et probablement délétere) de proposer un protocole unique pour I'ensemble du

territoire.

D’un point de vue pratique, 'utilisation du dosage de I'lFN présente |'avantage de n’imposer
gu’une seule contention des animaux testés et de fournir des résultats non dépendants du
vétérinaire, contrairement a l'intradermotuberculination qui impose de contenir les animaux deux
fois a 72 heures d’intervalle et dont la lecture est dépendante de I'opérateur. Une étude menée
actuellement (Bekkara et al., 2012, résultats non publiés) montre qu’il existe une fort effet
« opérateur » (vétérinaire) sur la qualité de réalisation des intradermotuberculinations et le respect
des regles imposant la déclaration de résultats non négatifs. Au contraire, la réalisation de I'lIFN est
standardisée et ses résultats ne sont donc pas soumis a la subjectivité du vétérinaire. En considérant
certains cas extrémes relatés par les services vétérinaires départementaux, I'utilisation de I'lFN évite
également que le vétérinaire ne subisse de pression de la part d’un éleveur souhaitant éviter la
déclaration de résultats non négatifs en ID et le blocage de son exploitation qui en résulterait.

De plus, I'enregistrement des résultats individuels d’IFN par le laboratoire en améliore la tracabilité
et I'archivage.

Parmi les inconvénients inhérents a I'utilisation de I'IFN, citons la nécessité d’un transport
des prélevements sanguins au laboratoire dans un délai de 4 a 6 heures suivant le prélevement. Les
conditions de conservation de I'échantillon peuvent influer sur le résultat du test (Rothel et al.,
1990 ; Waters et al., 2007) et le co(t de ce test qui s’éleve a 40 a 60 euros par animal (Boschiroli, LNR
Tuberculose, 2012, communication personnelle). Dans certains cas, le résultat du test est
ininterprétable, ce qui impose de procéder a un nouveau prélevement de sang.

A titre de comparaison, chez I'Etre humain, les tests utilisés pour diagnostiquer une
tuberculose latente sont similaires a ceux mis en ceuvre dans I'espéce bovine. Deux tests de dosage
de l'interféron gamma sont commercialisés (Quantiféron® et Elispot®, Herrmann et al., 2006). Une
méta-analyse des informations disponibles dans la littérature (Menzies et al., 2007) aboutit a la
conclusion que la sensibilité du test cutané a la tuberculine (test de Mantoux) et des deux IFN étudiés
est sous-optimale. La spécificité des IFN est plus marquée que celle du test a la tuberculine chez les
sujets vaccinés avec le BCG (ou sensibilisés par d’autres mycobactéries non tuberculeuses).
Toutefois, comme chez les bovins, les résultats discordants entre tests cutanés et IFN sont fréquents
et inexpliqués, avec un nombre important de conversions d’un IFN positif a un IFN négatif. A I'heure

actuelle, chez I'Etre humain, les IFN sont essentiellement utilisés pour le diagnostic de I'infection
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tuberculeuse latente autour d’un cas de tuberculose, chez les migrants infectés dans leur pays

d’origine ou chez les groupes a risque (L'Hadj et al., 2006).

5.2 Etude des seuils de positivité optimaux pour le dosage de I'interféron gamma

Le second obijectif était de proposer un seuil de positivité pour deux antigenes disponibles
(Bovigam® et ESAT-6), selon le contexte dans lequel ils sont utilisés. Il apparait en effet qu’il existe de
grandes variations du seuil optimal selon la population considérée et les modalités d’utilisation du
test. Il a été montré que la production d’IFN était nettement diminuée chez I'Etre humain dans des
conditions d’immunodépression telles que la grossesse chez les femmes atteintes du HIV
(Jonnalagadda et al., 2012). Chez I'animal, le taux basal d’interféron gamma produit par les
lymphocytes est susceptible de varier selon la race bovine considérée : les bovins de combat élevés
en Camargue ont un taux d’interféron gamma « basal » inférieur a celui des autres races bovines
francaises (Schiller et al., 2010). Par ailleurs, lors de la contention des animaux (et en particulier
d’animaux peu manipulés et sensibles au stress, tels les bovins camarguais), il n’est pas exclu que le
déclenchement d’un pic de cortisol lié au stress modifie la réponse aux test allergiques (Dondo et al.,
1996 ; Schiller et al., 2010), y compris la production d’IFN par les lymphocytes T. Enfin, chez I'Etre
humain, la quantité d’IFN produite peut varier en fonction du spoligotype de la souche de

Mycobacterium responsable de I'infection (Rakotosamimanana et al., 2010).

D’aprés notre étude, en Cote d’Or, le seuil optimal pour le Bovigam® est de 0,1. Ce constat
reflete bien les défauts de spécificité du test Bovigam® tel qu’il est utilisé entre 2009 et 2012, avec un
seuil d’interprétation de 0,04. Le seuil optimal pour 'ESAT-6 est de 0,01.

En Camargue en revanche, le seuil optimal pour le Bovigam® est de 0,01, reflétant le manque de
spécificité du test tel qu’il est utilisé en Camargue.
La comparaison trois courbes ROC montre que leurs allures étaient similaires et que leurs AUC ne

sont pas significativement différentes (p>0,05), ce qui suggére une qualité similaire des tests étudiés.

Etant donné le contexte de dépistage en Cote d’Or et en Dordogne (zone infectée), il apparait
opportun de conserver un seuil suffisamment bas pour détecter une majorité de bovins infectés, a
quelques nuances pres. En Cote d’Or, le test est utilisé en série aprés I'IDC et les réactions
faussement positives en ID, comme en IFN, sont fréquentes : le seuil de positivité choisi ne doit donc
toutefois pas étre trop bas sous peine d’engendrer le blocage a tort des cheptels. Dans les troupeaux

foyers en abattage partiel en revanche, le seuil choisi doit permettre d’optimiser la sensibilité au
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détriment de la spécificité (seuil trés bas) dans le but d’éradiquer rapidement la maladie, quitte a
abattre des animaux dont le résultat est faussement positif. Dans ces foyers, I'utilisation de I'lIFN est
d’autant plus intéressante que l'utilisation de la tuberculine forte permettant d’augmenter la
sensibilité de I'ID (au détriment de sa spécificité) n’est plus possible en raison de I'arrét de sa
production’.

En Camargue enfin, I'IFN est le seul test utilisé : il constitue la seule « chance » de détecter |'infection
et le seuil choisi ne doit pas étre trop élevé.

Il est également indispensable de prendre en compte le fait que le dépistage est réalisé a
I’échelle collective, ce qui engendre une augmentation de la sensibilité dans les troupeaux infectés.
Cette considération doit étre tempérée en raison du faible nombre d’individus infectés présents dans
les troupeaux foyers : souvent un ou deux bovins sur 200 a 300 bétes (DPP21, 2012, communication

personnelle).

5.3 Estimation des caractéristiques des tests par une approche bayésienne

Comme expliqué précédemment (paragraphe 3.4), les estimations directes de sensibilité
réalisées dans la premiere partie de notre étude portent sur un trés petit nombre d’individus,
provenant d’une population infectée particuliere. Afin d’évaluer les sensibilités des tests et leurs
covariances dans un échantillon représentatif de la population dans laquelle le test IFN est utilisé sur
le terrain (troupeaux ayant obtenu des résultats non négatifs en intradermotuberculination,
troupeaux en abattage partiel et troupeaux sous suivi renforcé), une approche bayésienne par un
modele a classe latente incluant des priors informatifs a été utilisée. Ces estimations ont été
effectuées a partir d’'un nombre important d’animaux dont le statut infectieux individuel n’était pas
connu mais pour lesquels des résultats croisés aux trois tests étaient disponibles.

L'IFN et les intradermotuberculinations étant basés sur le méme principe biologique, le modele choisi

autorisait donc I'existence d’une dépendance conditionnelle entre les tests (Enge et al., 2000).

Les sensibilités de I'IFN et des intradermotuberculinations ne différaient pas de maniere
significative (p>0,05). Les résultats moyens de covariance des sensibilités suggéraient I'existence
d’une relation de dépendance faible entre les tests, mais ne permettaient pas d’exclure I'absence de
dépendance (inclusion de la valeur 0 dans les intervalles de crédibilité a 95%). La spécificité de I'IFN

était proche de celle estimée par la méthode directe. Les spécificités des intradermotuberculinations

! Note de service DGAI/SDSPA/N2010-8305 du 8 novembre 2010
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n’ont pas été interprétées en raison du fait qu’elles ont été calculées dans une population d’animaux
pour lesquels des résultats individuels étaient disponibles, c’est-a-dire des animaux ayant présenté
des résultats non négatifs en intradermotuberculination (3 I'exception d’un nombre restreint
d’animaux provenant de troupeaux en abattage partiel en Cote d’Or ou en suivi renforcé en
Dordogne). Elles n’ont donc pas de signification épidémiologique.

La comparaison des résultats obtenus avec ceux de l'estimation directe montre que la
sensibilité de I'IFN était probablement surestimée dans les populations infectées avec isolement de
M. bovis et que sa spécificité était surestimée dans la population indemne de Dordogne. Cette
derniére observation n’est pas retrouvée en Cote d’Or, probablement en raison de la présence de
mycobactéries atypiques dans I'environnement, dont le nombre peut étre trés variable d’un élevage
a l'autre (DDPP 21, 2012, communication personnelle) et qui engendrent des réactions croisées
d’intensité variable selon les animaux étudiés.

Deux études récentes ayant pour objet [I'estimation des caractéristiques des
intradermotuberculinations et du dosage de I'lFN gamma par une approche bayésienne ont été
publiées par des équipes de recherche espagnole (Alvarez et al., 2012) et irlandaise (Clegg et al.,
2011). Le test IFN étudié était le Bovigam®, avec un seuil de positivité de 0,05 et 0,1 respectivement
(exprimé en D.O. brute). Les résultats obtenus dans ces deux études sont résumés dans le Tableau

36.

Tableau 36 : Résultats de deux études récentes portant sur la comparaison des caractéristiques
de I'IFN et des intradermotuberculinations par une approche bayésienne

Cleggetal., Alvarez et al., Praud et al.,
. 2011 2012 2012
Test Parametre
Cote d’Or Dordogne
Irlande Espagne (France) (France)

g3 65,9% 80,3%
Ipc [62,1% ; 69,8%]° [61,6% ; 98,0%]

5p* 99,3%

[98,9% ; 99,7%]

Se 69,4% 84,2% 88,2%
IDS' [40,1% ; 92,2%] [59,0% ; 98,2%] [75,8% ; 97,5%)]

Sp 99,4%

[98,7% ; 99,9%]

Se 64,1% 89,3% 88,1% 84,2%
IEN [60,8% ; 67,5%] [77,5% ; 97,2%] [72,8% ; 97,5%] [58,9% ; 98,1%]

Sp 88,7% 85,7% 62,3% 60,8%

[87,4% ; 90,0%] [74,4% ; 87,6%] [60,2% ; 64,5%] [58,2% ; 63,3%]

! Interprétation « UE » dite « sévere » ; 2 Se : Sensibilité ;3 Sp : Spécificité ; “Intervalle de crédibilité a

95%
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Les sensibilités des intradermotuberculinations estimées dans notre étude n’étaient pas
significativement différentes de celles obtenues par Clegg et al. (2011) et Alvarez et al., (2012). La
sensibilité de I'IFN dans les deux départements francgais était similaire a celle estimée en Espagne
mais supérieure a celle estimée en Irlande. La spécificité de I'IFN en France était inférieure a celle
estimée en Irlande et en Espagne.

Ces observations peuvent étre expliquées par la nature du test (utilisation du Bovigam® seul en
Irlande et en Espagne vs. utilisation du Bovigam® et de recombinants en Dordogne et en Cote d’Or)
et par ses modalités d’utilisation. En Espagne et en Irlande, I'IFN est utilisé en parallele a
I'intradermotuberculination, afin d’accélérer I'éradication de la tuberculose bovine dans les foyers.
Dans ces deux pays, comme en France (troupeau en abattage partiel ou résultat positif en ID dans un
troupeau suspect, conduisant directement a I'abattage diagnostic de I’animal concerné) les animaux
« meilleurs répondants » en ID sont donc éliminés immédiatement sans subir d’IFN, quel que soit le
contexte du test et ne sont donc pas représentés dans I’échantillon étudié. Il est donc probable que

la sensibilité de I'lFN soit sous-estimée.

5.4 Comparaison du risque d’erreur par défaut engendré par 'application des
protocole associant ID et [FN au risque d’erreur par défaut engendré par
I'application de la directive européenne CE/64 /432

Le dernier objectif de nos travaux était de comparer le risque de ne pas détecter I'infection

chez un bovin tuberculeux en appliquant des protocoles associant I'intradermotuberculination et
I'IFN en série, au risque encouru en appliquant le protocole prévu par la réglementation européenne
qui associe I'IDS et I'IDC en série.
Les sensibilités des associations en série des trois paires de tests ont été estimées a partir des
résultats obtenus par approche bayésienne. Les risques d’erreur par défaut engendrés par le
protocole IDC — IFN (26,9% [0,0% ; 58,9%)],co5%) et le protocole IDS — IFN (23,2% [0,0% ; 58,0%)],cos%.)
n’étaient pas significativement différents du risque d’erreur par défaut lié a I'application de la
réglementation européenne (29,9% [0,0% ; 68.5%]icos%) (p<0,05).

Aucun exces de risque lié a l'utilisation des protocoles expérimentaux mis en ceuvre en
Dordogne et en Céte d’Or, et donc a la commercialisation dans I’Union Européenne de bovins soumis
a un dépistage associant I'ID et I'IFN en série, n’a pu étre mis en évidence. Etant donné les conditions
tres particulieres d’étude de I'IFN, il importe néanmoins de rester extrémement précautionneux

quant a l'interprétation de ces résultats.
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‘En conclusion, I'utilisation du test IFN telle qu’elle a été mise en ceuvre en France ne semble pas
avoir majoré le risque d’erreur par défaut dans la détection des bovins infectés, et ce d’autant plus
que le fait de considérer les schémas décisionnels francais comme des associations en série de I'ID et
de I'lIFN surestime le risque d’erreur par défaut par rapport a la situation de terrain. En effet, dans les
conditions pratiques, les animaux ayant obtenu un résultat d’ID positif (et souvent, grand douteux)
subissent un abattage diagnostique sans étre soumis a un test IFN : ils ne représentent donc pas de
danger.

Les résultats de I’estimation des caractéristiques des tests par une approche directe doivent
étre interprétés avec prudence en raison des faibles effectifs. lls tendent a confirmer les données de
la littérature concernant l'intérét d’utiliser des antigenes recombinants en Cote d’Or comme en
Dordogne. L’utilisation du Bovigam® seul (sans recombinants) en Camargue parait satisfaisante.

Les résultats obtenus par I'approche bayésienne montrent que la sensibilité de I'IFN « global » est
satisfaisante mais que ce test s’avere moins spécifique que I'ID.

Les limites du test IFN sont a la fois liées a ses caractéristiques diagnostiques et aux contraintes
techniques et économiques qu’il engendre. Son utilisation en tant qu’unique test de dépistage
devrait par conséquent étre réservée a des conditions trés particulieres, telles que celles
rencontrées en Camargue.

Cette étude montre [Iimportance de la connaissance du contexte technique et
épidémiologique dans lequel est utilisé un test en cours de validation (seuils de positivité, nature des
antigenes, modalités d’interprétation, profil de la population testée, évolution de la maladie dans la
population et conditions d’utilisation du test). Elle illustre les probléemes pratiques inhérents a
I'utilisation a des fins de recherche de données collectées sur le terrain, nécessairement
hétérogenes et incomplétes.

Enfin, la réflexion menée a partir des deux approches d’estimation des caractéristiques des tests
souligne le probléme lié a la nature des populations étudiées, qui sont sélectionnées de maniére
treés particuliere dans le cas d’une estimation directe par rapport a une référence imparfaite, ce qui
limite les possibilités d’extrapolation a la population générale. Au contraire, I'estimation des
caractéristiques des tests par un modele a classe latente implémenté par une approche bayésienne
permet a la fois d’étudier un échantillon d’animaux représentatifs de la population dans laquelle le

test est appliqué et d’intégrer les résultats obtenus au cours d’études antérieures.
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Chapitre V: Discussion générale et perspectives

1 L’estimation des caractéristiques du test de dépistage : un pré-requis a la
conception et a I’évaluation des outils d’aide a la prise de décisions sanitaires

1.1 Bilan des travaux accomplis au cours de la thése

Comme évoqué précédemment, nous avons choisi, au cours de nos travaux, de nous intéresser
a I'estimation de la part d’incertitude liée a I'utilisation de tests en tant qu’outils d’aide a la prise de
décision. L'estimation de la sensibilité et de la spécificité des tests est un pré-requis a la conception
et a la validation de protocoles décisionnels.
Nous avons vu que ce type d’études peut étre appliqué a la conception de stratégies décisionnelles
dans différents cas de figure:

- en l'absence de référence concernant le statut individuel d’animaux appartenant a
une (ou plusieurs) population dans laquelle (lesquelles) le contexte épidémiologique
de la maladie est connu, ou non ;

- en présence d’une référence imparfaite.

Les exemples choisis illustrent la diversité des objectifs des études de caractéristiques de
tests : étude exploratoire conduite dans le but de choisir un test de dépistage (brucellose porcine) ou
de remplacer un test déja utilisé (épididymite contagieuse du bélier), conception de protocoles
associant plusieurs tests et enfin évaluation d’un protocole déja existant apres plusieurs années
d’utilisation sur le terrain (tuberculose bovine).

Ces trois maladies ont été étudiées en raison de leur impact sanitaire en santé publique (tuberculose
bovine, brucellose porcine en Polynésie frangaise) et de leur impact économique direct ou indirect.
Par ailleurs, ces trois études constituent des travaux originaux n’ayant jusqu’alors pas fait I'objet de

publications dans la littérature.

1.2 Sensibilité et spécificité : caractéristiques « intrinseques » au test ?

Les différents exemples traités au cours de nos travaux montrent que pour un méme test, les
estimations de sensibilité et de spécificité peuvent étre variables d’une étude a I'autre.
De telles variations peuvent étre dues aux différences de protocoles

d’échantillonnage (Knottnerus et Leffers, 1992; Moons et al., 1997). Les sujets doivent étre inclus
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indépendamment de leur résultat au test de référence’, les individus infectés ne doivent pas é&tre
atteints d’une forme particulierement sévére ou évoluée de la maladie? (en particulier lorsque le test
évalué est destiné a étre utilisé pour le dépistage dans une population présentant peu ou pas de
signes cliniques, dans un objectif de détection précoce de la maladie) (Paolaggi et Coste, 2001).

Le choix des modalités techniques de réalisation des tests est un autre point crucial : le choix du seuil
de positivité, les délais de réalisation, les réactifs et protocoles techniques mis en ceuvre et la gestion
des résultats douteux ou ininterprétables sont souvent tres variables d’une étude a I'autre (Greiner
et Gardner, 2000). Par ailleurs, la lecture des résultats doit étre faite « a I'aveugle », c’est-a-dire a
Iinsu du contexte clinique, épidémiologique et des résultats obtenus aux autres tests étudiés’
(Paolaggi et Coste, 2001).

Au-dela des variations induites par d’éventuels biais liés au protocole d’étude, la sensibilité et
la spécificité individuelles des tests peuvent également étre influencées par le profil des populations
testées : le statut immunitaire des animaux (maladies intercurrentes, gestation, traitements
immunosuppresseurs...) (Dondo et al., 1996), leur origine génétique (Lagrange et al., 1979), leur
mode d’élevage (pression microbienne de I'environnement)... La sensibilité et la spécificité
« troupeau » sont, comme nous I'avons vu dans le premier chapitre de ce manuscrit, intimement
dépendantes de la prévalence de la maladie dans le troupeau et du nombre d’individus testés.

Se pose alors la question de I'extrapolation des résultats obtenus dans le cadre des études
d’estimation de sensibilité et de spécificité des tests. Dans la majeure partie des cas, lorsque le
protocole d’étude et le profil de la population étudiée sont décrits de maniere suffisamment
détaillée, il est possible de statuer sur la possibilité d’extrapolation. Ainsi, dans le cas de I'étude des
caractéristiques des tests de dépistage de la brucellose porcine en France métropolitaine, on peut
considérer que les animaux étudiés appartiennent a une population trés similaire a la population des
porcs de I'Union Européenne et que les résultats obtenus sont par conséquent extrapolables a cette
population. Ce n’est en revanche pas le cas concernant I'étude des caractéristiques du test de dosage
de lI'interféron gamma pour le dépistage de la tuberculose bovine, en raison du fait que cette étude a
été réalisée dans des contextes trés particuliers (fréquence des réactions croisées dues a des
mycobactéries atypiques et grande taille des troupeaux en Cote d’Or, animaux de combat en

Camargue).

1 s epe . oge .« . T . .

La non vérification de cette condition engendre un biais de vérification ou « work up bias »
2 ~. - , . ey s . .

Biais de sélection sur la gravité de la maladie ou « spectrum bias »
3~ .

Biais de lecture ou « context bias »
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‘La sensibilité et la spécificité sont couramment désignées par le terme « caractéristiques
intrinseques » (Toma et al,, 2010). Elles peuvent toutefois étre influencées par certains facteurs,
inhérents a la population testée ou a la méthodologie de I'étude. Il convient par conséquent d’étre
prudent et de comparer rigoureusement les circonstances d’évaluation d’un test avant d’en

extrapoler les résultats a la population générale.

1.3 Quand Ila référence manque: avantages et limites de I'estimation des
caractéristiques des tests par un modele a classe latente implémenté par une
approche bayésienne

Comme nous l'avons vu précédemment, la particularité des modeles a classe latente est de
permettre la construction d’une référence lorsqu’aucune information n’est disponible concernant le
statut infectieux individuel des animaux de I’échantillon. Ce type de situation est fréquemment
rencontré en médecine vétérinaire, en raison de |'approche collective de la lutte contre les maladies
du bétail. Dans la majorité des cas, les décisions sanitaires concernant les animaux de rente sont
prises a I'échelle du troupeau et le statut sanitaire individuel des animaux constituant le troupeau
n’est souvent pas connu. Par exemple, lorsque la présence d’une maladie réglementée est confirmée
dans un cheptel, il est fréquent d’abattre tous les animaux de ce troupeau mais la mise en évidence
de I'agent pathogene sur chaque individu n’est pas toujours possible. Dans ce cas, aucune référence
positive n’est disponible. Pour d’autres maladies, le contexte épidémiologique général est connu
mais le statut individuel des animaux ne fait pas I'objet d’une recherche systématique : aucun statut

« officiellement indemne » n’existe et aucune référence négative n’est disponible.

L’estimation des parametres d’'un modeéle a classe latente peut étre effectuée de maniere
fréquentiste, par la méthode du maximum de vraisemblance'. Contrairement & I'approche
bayésienne, elle fournit une estimation ponctuelle des parametres d’intérét (Hui et Walter, 1980) et
nécessite de disposer d’'un grand nombre de données afin que le degré de liberté permis par les
données soit supérieur au nombre de parametres a estimer. Ce point est souvent problématique. Il
peut notamment étre résolu en utilisant plusieurs populations dans lesquelles la prévalence de la
maladie est différente, sans toutefois tendre vers 0 ou 1 (Nielsen et Toft, 2002). Lorsqu’on ne dispose
pas de telles populations, ou lorsque les tests sont liés par une relation de dépendance
conditionnelle, les modeéles sont souvent non identifiables et leur résolution nécessite d’utiliser une

approche différente.

Yen Anglais : Maximum Likelihood, ML
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L'approche bayésienne pour I'estimation des caractéristiques de tests de dépistage en
I'absence de test de référence est de plus en plus fréguemment utilisée en médecine humaine
(Meyer et al., 2009) comme en médecine vétérinaire (cf. Annexe 5).

Son principal intérét réside dans la possibilité d’intégrer dans I'estimation les résultats d’enquétes
préliminaires, les données bibliographiques disponibles sur le sujet et les avis d’experts afin de
rendre identifiable un modéle qui ne I'était pas. Ces informations a priori doivent étre générées
indépendamment de |'étude en cours (Enge et al., 2000). Lorsque le nombre d’unités de I’échantillon
étudié est faible, le choix de la loi a priori est crucial pour la suite de I'analyse : deux lois a priori
différentes conduisent logiquement a deux systemes d’inférence différents, mais I'accumulation d’un
grand nombre de données finit par gommer cette différence. Le paradoxe de I'approche bayésienne
est qu’il n’existe pratiguement jamais une unique loi a priori, mais plutét un ensemble de lois
compatibles avec les informations disponibles et les opinions des experts. Cette imprécision des
informations cliniques et épidémiologiques disponibles est souvent assimilée a la subjectivité de
I’'analyse bayésienne et décrite comme une limite par certains auteurs (Berwick et al., 1981). On peut
au contraire considérer que cette imprécision refléte la réalité des choses : lorsque les informations
disponibles sur un test sont imparfaites et incomplétes, cette « imperfection » est retrouvée dans
I'inférence résultante aprés intégration des résultats observés.

Par ailleurs, les études préliminaires nécessaires au choix des hypotheses a priori présentent
I’'avantage de rendre explicite les informations manquantes, incertaines ou approximatives et sont
autant d’incitations a la mise en ceuvre de nouvelles recherches cliniques et/ou épidémiologiques. Il
conviendra dans tous les cas d’estimer I'impact de ces « priors » dans I'estimation des parametres a
posteriori par une étude de sensibilité.

Cette approche présente toutefois l'inconvénient inhérent a toute modélisation: le
compromis entre la simplicité du modéle et son aptitude a refléter des situations parfois complexes
est difficile a trouver. Un réalisme poussé implique d’utiliser des modéles compliqués : le nombre de
parameétres a renseigner devient vite important et accroit les risques d’erreurs dans |'écriture du
modele. Au contraire, un modele simple ne doit pas étre simpliste. Le risque majeur est alors le

mangque de finesse pour I’évaluation des scénarios (Seegers et al., 2011).

‘L’estimation directe présente l'intérét d’étre relativement simple a appliquer, a condition de
disposer d’une référence valable concernant le statut des individus vis-a-vis de la maladie. Son
inconvénient majeur réside dans le fait d’étre fondée sur des populations trés particulieres, souvent
peu représentatives de la population générale. Ce type d’approche convient bien a la réalisation

d’études préliminaires en laboratoire ou sur le terrain.
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L’estimation des caractéristiques des tests par une modélisation avec construction d’'une référence
permet de s’affranchir de la connaissance du statut individuel des animaux et de conduire I'étude
dans une population d’animaux tout venant, tirés au sort et donc représentatifs de la population
d’origine.

En dehors de ces points techniques, I'évolution de la maladie dans la population étudiée peut influer
sur I'approche choisie. Dans le cas de I’évolution épizootique d’une maladie dans une population
jusque-la indemne, que les pouvoir publics souhaitent maitriser le plus rapidement possible,
I’estimation directe des caractéristiques présente |'avantage d’étre rapide et de ne pas nécessiter
d’avoir de recul par rapport a 'utilisation de ce test. Au contraire, lorsqu’une maladie évolue sur un
mode depuis plusieurs années avant le début de la lutte, il semble acceptable de prendre le temps
d’utiliser des méthodes plus élaborées reposant sur les données de terrain et sur les informations a
priori disponibles. Dans ce second cas, il est également fréquent que la circulation de la maladie a bas
bruit complique sa détection (contrairement a la survenue de foyers dans une population jusque-la
indemne, souvent accompagnée d’une expression clinique facilement repérable), ce qui plaide en
faveur de l'utilisation de méthodes indirectes en raison de I'absence de référence facilement

utilisable.

2 Dela prise de décision « intuitive » a la conception d’un outil d’aide a la prise
de décision sanitaire : simplifier et rationnaliser une stratégie décisionnelle
complexe

2.1 Dutest simple a I'arbre décisionnel : diversité des outils d’aide a la prise de
décision sanitaire

Comme en témoignent les travaux présentés dans ce manuscrit, la notion d’« outil d’aide a la
prise de décision sanitaire » recouvre plusieurs aspects : il peut s’agir d’un simple test ou critére
clinique, comme d’un arbre décisionnel complexe permettant de décomposer et de rationnaliser la
décision.

Le déroulement d’une consultation médicale en constitue un bon exemple. Un point particulier
d’un examen clinique, ou un test de dépistage effectué isolément, est en effet déja un « outil »
simple, dont le clinicien interprete le résultat en fonction des connaissances dont il dispose, souvent
inconsciemment, afin de déterminer la conduite a tenir. La stratégie décisionnelle la plus simple est
donc intuitive. Lorsque ce premier critere ne permet pas d’aboutir a une conclusion, un second

critere doit lui étre associé selon un arbre décisionnel a deux nceuds (cf. Chapitre Il : application
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portant sur I'épididymite contagieuse du bélier). L'exemple le plus fréquent et le plus simple d’arbre
décisionnel est I'association de deux tests en série ou en parallele. Comme nous l'avons évoqué
précédemment, I'avantage de I'association en série est I'’économie potentielle du second test en cas
de réponse négative au premier. Ses inconvénients majeurs sont la perte de temps liée a I'attente
des résultats du premier test avant de procéder au second, et la chute du taux d’observance du
second test. L'association en paralléle permet quant a elle un gain de temps appréciable mais
engendre des colts supérieurs, en termes d’argent, de contraintes pratiques et de risques
éventuellement lié a la réalisation des tests.

Certaines précautions doivent étre prises avant la mise en ceuvre de telles stratégies : selon Grenier
(1999), I'exploitation séquentielle de tests impose qu’il n’existe pas de redondance entre les tests.
Comme l'illustrent les trois études rapportées dans ce manuscrit, cette condition parait toutefois tres
difficile a vérifier sur le terrain. Un grand nombre de protocoles décisionnels utilisent des séquences
de tests plus ou moins fortement dépendants. Dans ce cas, I'étude des caractéristiques des tests
utilisés pour la construction d’arbre décisionnels doit étre effectuée dans les conditions d’application
de ces tests (c’est-a-dire conditionnellement au résultat obtenu au premier test dans le cas d’'une
association en série) et I'existence d’une relation de dépendance conditionnelle entre les tests doit
impérativement étre prise en compte sous peine d’introduire un biais majeur dans I'évaluation de

I'efficacité du protocole (Vacek, 1985).

‘Dans les situations « banales », lorsque le nombre d’informations a intégrer est faible et que les
répercussions de la prise de décision sont mineures (en termes de colt et de risque), les décisions
intuitives sont acceptables car elles ont I'avantage d’étre rapides et efficaces. Dans ce type de cas, la
décision est souvent prise a I'échelle de I'atelier, de la bande d’animaux, voire de I'individu (Seegers
et al., 2011). Au contraire, lorsque la décision doit étre prise dans un contexte complexe (en raison
de la gravité de la maladie ou de la difficulté de trancher), I’analyse du raisonnement selon un arbre
décisionnel a nceud multiples est indispensable et la gestion est le plus souvent du ressort des

pouvoirs publics.

2.2 Avantages et limites des outils d’aide a la prise de décision sanitaire

L'utilisation d’outils d’aide a la prise de décision sanitaire permet au décideur (ou au clinicien)
d’appuyer sa décision sur des critéres objectifs ayant fait I'objet d’une analyse rationnelle préalable,
prenant en compte les bénéfices, les risques et les colts qu’engendrent la décision, a I'échelle de

I'individu et a I’échelle de la collectivité. Selon certains auteurs (Timmermans, 1994), toute décision,
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N

méme apparemment simple, gagne a étre prise selon un raisonnement rationnel et explicite.
L'exemple du dépistage de la tuberculose bovine montre que sur le terrain, I'application de ce type
de stratégie évite le traitement des dossiers au cas par cas par les DD(CS)PP, ce qui allége la charge
de travail. Elle limite également le sentiment d’iniquité dénoncée par certains éleveurs, voire

décourage les pressions dont les acteurs de terrain pourraient étre |'objet.

Pourtant, l'utilisation d’outils d’aide a la prise de décisions sanitaires donne parfois
I'impression de déshumaniser la décision. La prise de décision sanitaire, qu’elle repose ou non sur la
construction d’un arbre décisionnel, reléve de la responsabilité du décideur et ne saurait s’affranchir
de son opinion.

La résolution d’une question, méme complexe, sous la forme d’un arbre décisionnel apparait simple
et trés didactique. Il importe néanmoins d’étre prudent. La construction de l'arbre exige des
réponses catégorielles, alors méme que la plupart des données disponibles sont quantitatives : leur
transformation en catégories est a 'origine d’une incertitude. Le choix des réponses aux questions
posées n’est pas toujours évident et I'arborescence n’est pas toujours adaptée a certains cas
particuliers. Aussi, I'apparente simplicité des arbres, souvent demandée par les autorités dans un
souci d’homogénéisation des stratégies sur I'ensemble du territoire, est-elle réductrice. La mise en
place de stratégies communes a plusieurs contextes différents est cependant réalisable, a condition
de laisser une certaine liberté d’interprétation et d’adaptation aux acteurs de terrain, et de fonder la

relation entre les pouvoirs publics centraux et locaux sur la confiance.

‘Afin de permettre une utilisation quotidienne par les acteurs de terrain, I'outil d’aide a la prise de
décision sanitaire doit donc étre suffisamment simple pour ne pas décourager les utilisateurs mais ne
doit pas étre simpliste, au risque d’induire des erreurs de stratégie. Il doit étre congu en étroite
collaboration avec ces acteurs de terrain afin de prendre en compte les particularités du contexte

dans lequel il est appliqué.

' DD(CS)PP : Direction départementale (de la cohésion sociale et) de la protection des populations
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3 Perspectives

3.1 Choix des outils d’aide a la prise de décision sanitaire en santé animale : de la
diversité des approches possibles

Comme indiqué dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous avons choisi, au cours de nos
travaux, de nous intéresser a I'estimation de la part d’incertitude liée a l'utilisation de tests en tant
gu’outils d’aide a la prise de décision, dans le but de réaliser une évaluation comparative de
stratégies de maftrise par dépistage, suivi ou non d’un abattage. Cet angle constitue un prérequis a la
mise en ceuvre de toute stratégie décisionnelle. Il peut étre complété par I'usage d’outils permettant
d’apporter des informations plus ou moins directes sur les stratégies décisionnelles (Seegers et al.,
2011) : analyse du risque, approche dynamique permettant d’étudier persistance intra-troupeau des
agents pathogenes incriminés et leur propagation, analyse socio-économique, etc.

Dans une premiere approche, les modéles épidémiologiques n’intégrant pas de dimension
socio-économique fournissent des informations tout a fait pertinentes, telles que I'identification des
points critiques de contréle du systeme ou la hiérarchisation de stratégies en termes d’efficacité
épidémiologique, en incluant des éléments d’incertitude ou de variabilité des résultats (Dubé et al.,
2008). En régle générale, la nécessité d’une étude socio-économique de la stratégie décisionnelle est
a mettre en rapport avec le colt de la lutte envisagée. Lorsque les répercussions économiques ou
sanitaires de la maladie sont mineures, ou en contexte « indemne », les principes de la lutte
éventuellement organisée et les stratégies décisionnelles appliquées sont relativement simples
(exemples de la lutte contre I'épididymite contagieuse du bélier ou contre la brucellose porcine en
métropole). En revanche, lorsque les répercussions de la maladie sont séveres et que les mesures de
lutte sont colteuses, comme dans le cas de I'éradication de la tuberculose bovine, les séquences
décisionnelles sont complexes, coliteuses et justifient la mise en ceuvre d’une étude socio-
économique approfondie (Cavalerie, 2012).

Par ailleurs, I'étude d’une stratégie décisionnelle peut étre menée a priori, avant son
utilisation sur le terrain (exemple des stratégies de dépistage de la brucellose porcine et de
I’épididymite contagieuse du bélier) ou a posteriori, a des fins d’évaluation (exemple des stratégies
de dépistage de la tuberculose bovine). Dans le cas de la conception d’un protocole a partir de
données expérimentales, il est indispensable de confronter cette évaluation préliminaire aux
résultats obtenus apres application de ce protocole sur le terrain durant un laps de temps a
déterminer. Par la suite, en raison du nombre d’éléments de contexte susceptibles de varier sur le
terrain, entre autres du fait de la mise en place de plans de lutte, il convient également de réajuster

et de réorienter les mesures de lutte par décisions successives (Thornley et France, 2009).
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Enfin, les analyses simples de stratégies décisionnelles considerent implicitement que les
modalités d’intervention prévues sont systématiquement mises en ceuvre par les acteurs. C’est
malheureusement loin d’étre le cas. Dans les faits, il existe de nombreuses limites a I'observance en
raison de contraintes pratiques, sociologiques ou économiques. Ce point a été évoqué dans |'étude
conduite sur la tuberculose bovine. Dans le domaine de la lutte contre cette maladie, 'utilisation de
tests imparfaits dans un contexte épidémiologique complexe (réactions faussement positives,
phénomeénes de résurgence, contamination des bovins par la faune sauvage) a abouti, il y a quelques
années, a un découragement des acteurs de terrain. Cette lassitude a notamment retenti sur la
qualité de réalisation et d’interprétation des intradermotuberculinations et surtout sur la

transmission des informations aux instances décisionnaires.

‘Ainsi, la construction d’une stratégie décisionnelle en médecine vétérinaire nécessite-t-elle de
prendre en compte les options disponibles afin d’en limiter, autant que possible, les conséquences

économiques et non économiques sur les élevages.

3.2 Vers une amélioration de 'adaptation des données collectées

La collecte d’informations concernant la maladie étudiée et la population cible est
indispensable a la conception et a la validation de stratégies décisionnelles. La connaissance des
éléments de contexte nécessite la mise en oeuvre d’études préliminaires portant sur les
caractéristiques épidémiologique de la maladie et des outils disponibles pour la détecter (sensibilité
et spécificité des tests seuls ou associés, valeurs prédictives, modalités de réalisation pratique,
répétabilité et reproductibilité, possibilité d’automatisation, etc).

Dans les années 1980, le premier écueil rencontré lors de la conception de protocoles de lutte
contre les maladies animales était justement celui de la collecte des données, en raison de I'absence
de procédures d’assurance qualité et d'une qualité de surveillance souvent moindre qu’en médecine
humaine (Morris, 1995).

De nombreux réseaux d’épidémiosurveillance des maladies animales ont depuis vu le jouret
permettent d’organiser la collecte d’informations et leur transmission: c’est par exemple le cas du
réseau SAGIR, créé en 1986 par I'Office National de la Chasse et de la Faune Sauvage (ONCFS), qui
surveille la mortalité des animaux sauvages et cherche a en identifier la cause, ou du réseau
RESAPATH, créé en 1982 dans le but de surveiller I'antibiorésistance des bactéries pathogenes de
I'animal (ANSES, 2010). Depuis 2011, 'ANSES (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de

I’Alimentation, de I'Environnement et du Travail) a également créé une plateforme de surveillance
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épidémiologique animale dont les missions sont de participer a I'élaboration et a I'amélioration des
dispositifs de surveillance épidémiologique, de faciliter la centralisation, la valorisation et le partage
des données sanitaires et de contribuer a I'analyse des données sanitaires et a leur diffusion
(SURVEPI, 2011).

Néanmoins, I'expérience prouve que la collecte des données en santé animale reste difficile a
organiser et surtout que les données « de terrain » sont peu adaptées a une analyse épidémiologique
a des fins de recherche. La disponibilité de données suffisantes et adaptées est donc probablement la
limite principale pour la construction et la validation des stratégies décisionnelles (Seegers et al.,
2011).

Ce type de données, acquises a I'échelle locale parallélement a la mise en place de plan de lutte par
les organismes a vocation sanitaire ne sont souvent guére centralisées ou difficilement accessibles,
présentent des défauts d’homogénéité (reproductibilité imparfaite, contextes variés...). Comme le
montre l'exemple de la tuberculose bovine, les bases de données utilisées par les services
vétérinaires départementaux sont avant tout congues pour permettre la gestion pratique et
financiere des interventions réalisées dans les élevages. Les informations sont saisies par des
personnes différentes, selon un codage variable et comportent un risque majeur de biais lié a
I'inclusion. Pour certains opérateurs, il peut en effet étre plus «tentant» d’enregistrer une

information anormale qu’une information normale, tandis que d’autres personnes hésitent a

déclarer un résultat non négatif (par crainte des conséquences d’une telle déclaration).
Certains auteurs critiquent également I’'utilisation de données provenant de troupeaux dont
le profil et I'intensité du suivi sanitaire ne sont pas représentatifs de la population a laquelle la

stratégie décisionnelle a pour vocation d’étre extrapolée (Mcintyre et al., 2008).

‘II reste donc d’importants progres a faire en matiere de collecte, de centralisation et de
transmission des données inhérentes a la lutte contre les maladies animales afin d’affiner I'étude des
stratégies décisionnelles. Toutefois, I'élaboration de nouveaux outils statistiques permet de remédier

a certaines de ces limites.
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CONCLUSION

La conception et I'évaluation d’outils d’aide a la prise de décisions sanitaire ont pour
particularité de devoir intégrer un grand nombre d’éléments de différentes natures:
épidémiologique, économique, sociale, etc. Le propre de ces stratégies décisionnelles est d’étre
appliquées dans un contexte d’incertitude : variabilité des populations étudiées, imperfection des
tests, évolution des caractéristiques épidémiologiques de la maladie — spontanée ou consécutive a la
mise en ceuvre de la stratégie décisionnelle —.. dont I'étude et la connaissance nécessitent la
combinaison de multiples approches. Parmi ces points, nous avons choisi de centrer nos travaux sur
I’estimation de l'incertitude liée a I'utilisation de tests de dépistage ou de diagnostic, seuls ou
associés, en tant qu’outils d’aide a la prise de décisions sanitaires. Cette étape est un prérequis
indispensable a I'établissement de toute stratégie décisionnelle, mais |'utilisation de I'épidémiologie
dans le choix de stratégies décisionnelles ne saurait se résumer a cet unique aspect.

Sur le terrain, 'utilisation d’outils d’aide a la prise de décisions sanitaires revét une importance
particuliére dans la lutte contre des maladies dont les conséquences économiques ou sanitaires sont
graves. Aussi, ces outils constituent-ils le seul moyen de rationaliser les choix et les dépenses
engendrées par la lutte contre les maladies animales. Afin de limiter l'impression de
« déshumanisation » de la décision qui résulte de leur utilisation, il convient de garder a I'esprit que
le choix final est du ressort et de la responsabilité du décideur, et que ce type d’outils ne saurait

refléter I'ensemble des cas particuliers rencontrés sur le terrain.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Articte history: While serological tests are essential in surveillance and control programs of animal diseases,
Received 11 June 2010 to date none of the common serological tests approved in the EU (complement fixation test

Received inrevised form

or Rose-Bengal test)has been shown to be reliable in routine individual diagnosis of porcine
27 September 2011

brucellosis, and some more recent tests like ELISA have not been fully evaluated yet. In the

Accepted 29 October 2011 absence of agold standard, this study allowed the estimation of sensitivities and specificities
% - of these tests with a Bayesian approach using Markov Chain Monte Carlo algorithms.
eywords: . : . . .
Bayesian model The pig population that was tested included 6422 animals from Metropolitan France.
Brucelia suis Serum samples were collected from a large population of pigs, representative of Euro-
Diagnostic tests pean swine population and tested with five brucellosis serological tests: Rose-Bengal test
Sensitivity (RBT), fluorescence polarization assay (FPA), indirect ELISA (I-ELISA) and two competitive
Specificity ELISAs (C-ELISA). The sensitivity and the specificity of each test were estimated. When
doubtful results were excluded, the most sensitive and specific test was C-ELISA; (Se C-
ELISA; =0.964, [0.907; 0.994], 95% credibility interval (Crl); Sp C-ELISA; =0.996, [0.982;
1.0], 95% Crl).
When doubtful results were considered as negative, C-ELISA; was still the most sensitive
and specific test (Se C-ELISA; = 0.960, [0.896; 0.994],95% Crl and Sp C-ELISA; =0.994, [0.977;
0.999],95% Crl). The same conclusions werereached when doubtful results were considered
as positive [Se C-ELISA; = 0.963, [0.904, 0.994], 95% Crl and Sp C-ELISA; = 0.996, [0.986: 1.0],
95% Crl).
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
In France, until the 1970s, porcine brucellosis was lim-
ited to small domestic farms. Nowadays, while the pig
* Corresponding author. Tel: +33 149 771 323: fax: +33 140 771 344, industry is free of the disease, outbreaks occur sporadi-
E-mail address: Bruno.Garin-Bas tuji@anses.fr (B. Garin-Bas tuji). cally. From 1993 to 2008, 60 outbreaks, of which 54 were
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confirmed as due to Brucella suis biovar 2, were reported in
30 French districts. All of them concerned outdoor rearing
farms and available data suggest that currently wild boars
or hares are the main source of infection of domestic pigs
(EFSA, 2009).

Diagnosis of porcine brucellosis is based on the obser-
vation of clinical signs (i.e. abortion, infertility, orchitis
or more rarely arthritis), associated with positive serol-
ogy andjor Brucella isolation. Currently, in France and
the EU, serological surveillance of porcine brucellosis is
required only for breeding hogs and intra-community
trade. However, in France, as soon as a brucellosis outbreak
is confirmed, the corresponding farm is depopulated.

No reference test (or “gold standard”™) is currently avail-
able and, to date, none of the available serological tests has
been shown to be reliable in routine individual diagnosis to
be used as an only test. Isolation of B. suis is a good positive
standard, but no good negative standard has been iden-
tified. Commonly used serological tests, e.g. Rose-Bengal
test (RBT) and complement fixation test (CFT) (OIE, 2009),
have an acceptable sensitivity that allows the use of the
test to classify herds (EFSA, 2009). However, tests available
and prescribed by the OIE (World Organisation for Animal
Health) suffer from a lack of specificity (OIE, 2008, 2009).
ELISA tests could replace the RBT and CFT because of their
high sensitivity and specificity but have not yet been fully
evaluated and standardized for use in pigs. Some studies
have been carried out to estimate the sensitivity and the
specificity of these tests, but in specific contexts and differ-
ent species [Gall et al., 1998, 2003; Silva Paulo et al., 2000;
Nielsen, 2002: Gall and Nielsen, 2004 : Munoz et al., 2005:
EFSA, 2009: Muma et al., 2009: Nielsen et al., 2008) and
only a few studies dealt with screening in pigs (Silva Paulo
et al., 2000; Muma et al., 2009; Nielsen et al., 2008).

This makes difficult theinterpretation of positive results
obtained from animals controlled for trade or artificial
insemination purpose and hampers the implementation of
surveillance programs with brucellosis-free status defini-
tion.

Our study aimed at estimating the sensitivity and
the specificity of five serological tests for the diagno-
sis of porcine brucellosis. We studied a population of
French pigs, with genetic characteristics and breeding
conditions similar to those of most pigs from Euro-
pean countries, allowing an extrapolation to this general
population.

To do so, we used a Bayesian approach implemented
via Markov Chain Monte Carlo algorithms. This approach is
frequently used in human and veterinary medicine (Meyer
et al, 2009) to estimate sensitivities and specificities of
tests in the absence of a gold standard (Branscum et al.,
2005; Rutjes et al., 2007).

2. Materials and methods
2.1. Data collection

The study included sera from 6422 pigs in Metropolitan
France. Pigs were randomly selected from various farms,

considered as free or infected. 1799 pigs from 32 outdoor
farms were included in the analysis. In these 32 farms, an
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outbreak of porcine brucellosis, confirmed by the isolation
of B. suis biovar 2 on at least one animal, had occurred
6-12 months earlier. In these farms, all pigs were tested.
The number of animals tested ranged from 1 to 181 animals
(mean =56 animals: median =35 animals).

The remaining 4623 pigs (hogs ) were selected primarily
in officially brucellosis free artificial insemination (Al) units
(96.6%; 4466 pigs) and the rest from industrial pig breed-
ing farms (3.4%; 157 pigs). These 4623 pigs were randomly
selected among the breeding animals tested bythe National
Laboratory for the Control of Breeding Animals. They did
not present any clinical evidence of brucellosis and were
reared without any contact with wild reservoirs of brucel-
losis. Most of thermn were Large White, French Landrace and
Piétrain.

Each serum sample was subjected to five serological
tests. Blood samples were collected from 1997 and 2005,
specifically for this research project.

2.2. Diagnostic tests

We studied five serological tests: (i) Rose-Bengal
test (RBT), Institut Pourquier (France); (ii) fluorescence
polarization assay (FPA), B. abortus antibody test kit,
Diachemix/Prionics (Switzerland); (iii) indirect enzyme
immunoassay ([-ELISA), Chekit B. suis, ldexx-Bommeli
(Switzerland); (iv) competitive enzyme immunoassay (C-
ELISA; and C-ELISA;), respectively SVANOVIR® Brucella-Ab
C-ELISA, Svanova (Sweden) and Compelisa, VLA (United
Kingdom). The general principles of these tests are
described in OIE (2009). C-ELISA; and C-ELISA; are based
on different immunological principles: (i) the anti-5-
LPS (smooth lipopolysaccharide major outer-membrane
antigen) monoclonal antibody, competing with the pig
antibody for binding to the S-LPS coated on the plate dur-
ing the first incubation step is different and (ii), while in
C-ELISA, the amount of monoclonal antibody bounded to
the antigen is measured thanks to an anti-mouse conjugate,
in C-ELISA;, the monoclonal antibody isitself conjugated to
the enzyme. To our knowledge, the properties of these two
C-ELISA had not been compared but were expected to be
different.

The RBT antigen was standardized according to OIE
and EU requirements (OIE, 2008; EU, 2008). Cut-offs
were as recommended by the tests manufacturers for
the other tests (FPA=20; [-ELISA>70%; C-ELISA, = 30%;
C-ELISA, <60%). With FPA and 1-ELISA, results could be
“negative”, “positive” or “doubtful”.

Serological analyses were performed by a unique lab-
oratory, the EUfOIE{FAQ Brucellosis Reference Laboratory
(ANSES, Maisons-Alfort; France) in order to limit bias
linked to the tests performance. Samples were identified by
a code number and tests were performed without knowing
the results to the other tests. Results to the five tests were
compared after having been merged in a database.

Animals with doubtful results were first excluded in the
main analysis. They were further included in the model,
considering them as either (i) negative results or (ii) pos-
itive results, in order to study their influence on the
estimation of the parameters of interest.
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Table 1
Parameters of the beta (a, b) prior distributions.
Parameter of interest Lower limit 95% Mean Beta(a,b)
a b
RET Se 0.75 0.6 33.37 5.432
Sp 0.76 0.88 24.93 3.400
FPA Se 0.87 0.92 107.4 9.341
Sp 0.91 0.97 30.39 0.940
Se 0.94 0.98 47.04 0.960
I-ELISA Sp 0.94 0.98 4704 0.960
Se 0.91 0.96 58.02 2.418
C-ELISA Sp 076 0.92 9.660 0540

2.3, Statistical methods

A Bayesian approach was used to estimate the sen-
sitivity and the specificity of the five tests without gold
standard.

The Bayesian approach is based on the introduction of
priorinformation, from literature and experts’ advice. Since
all parameters (sensitivity of the five tests, specificity of
the five tests and prevalence in the population) were prob-
abilities, their prior distributions were modelled as beta
distributions (Johnson and Gastwirth, 1991; Praet et al.,
2006).

To construct a beta prior distribution, the most probable
value of the parameter (or “best guess”; &y) and a “lower
limit” (81; i.e. a value for which the experimenter is 95%
sure that the parameter will be larger) were determined
(Enge et al., 2000).

As sensitivities and specificities of screening tests in
swine were not well known, diffuse prior distributions
were introduced in the model. Means and lower limits were
determined using literature data on brucellosis tests in
various species (cattle, swine and small ruminants). Mean
sensitivities ranged from 0.597 to 1 for RBT, 0.72 to 0.993
for FPA, 0.96 to 1 for [-ELISA and 0.905 to 0.988 for C-ELISA.
Mean specificities ranged from 0.81 to 1 for RBT, 0.93 to
0.984 for FPA,0.938 to 1 for -ELISAand 0.60 to 1 for C-ELISA
(Gall et al., 1998, 2003: Silva Paulo et al., 2000: Nielsen,
2002; Gall and Nielsen, 2004; Munoz et al., 2005; EFSA,
2009: Muma et al., 2009; Nielsen et al., 2008).

Then, parameters a and b were calculated for each
parameter (Enge et al., 2000). In the case of beta (g, b) pri-
ors, the mode of the distribution is given by the formula
Bg=(a—1)/(a+b—-2)when a>1 and zero otherwise. Solv-
ing this equation, a=1+8¢ (b—2){{1 —8¢). So for a given
guess (Fp) and a given value of b, a is determined. Once a
pair {a, b) has been obtained, software like R can be used
to determine whether the appropriate percentile of the
specified beta (a, b) distribution is &g. If this constraint
is not satisfied, another b is selected and the appropri-
ate a is calculated. The process is repeated until a beta
(a, b) distribution that satisfies the constraints posed by
the prior specification is identified. The distribution is then
presented graphically to the subject matter experts for ver-
ification; if not satisfactory, the process is repeated with
another type of distribution. If a<1 is appropriate, then
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since the formula for the mode cannot be used, one can
equate 8y = af(a + b) (which is the mean of the beta distribu-
tion) and proceed as described above. Best guesses, upper
limits and distribution parameters are provided in Table 1.

Prevalence in the population was unknown: beta (1, 1)
uninformative distribution (which correspond to uniform
distribution between 0 and 1) was used as prior for preva-
lence.

Posterior distributions of the parameters were obtained
using Markov chain Monte Carlo (MCMC) techniques
(Gelman et al., 1995), and summarized using the mean
and 95% credible interval (0.25th and 0.95th percentiles)
(Enge et al., 2000; Branscum et al., 2005). The analysis was
performed with program WinBUGS (Lunn et al., 2000).

The convergence of the MCMC algorithm was assessed
by checking the stabilisation of the plots of iterate values
of parameters, after a given number of samples and by run-
ning multiple chains from dispersed starting values. Early
samples were discarded as a “burn-in” period (1000 sam-
ples among 51,000).

The model presumed that the tests were condition-
ally dependent and allowed to estimate the Se and Sp
covariances of the tests (Gardner et al., 2000). It was
an adaptation of the multiple tests model developed by
Berkvens et al. (2006). The sensitivity and the specificity
of the five tests were estimated (five test-one popula-
tion model). The number of parameters of the model was
63 (prevalence, sensitivity and specificity of the first test,
two conditional sensitivities and two conditional speci-
ficities for the second test, four conditional sensitivities
and four conditional specificities for the third test, eight
conditional sensitivities and eight conditional specificities
for the fourth test, and 16 conditional sensitivities and 16
conditional specificities for the fifth test). This model was
inestimable because the data (32 ‘classes’ of test results)
provide only 31 degrees of freedom. This issue was handled
introducing informative priors in the model (Dendukuri
and Joseph, 2001; Rutjes et al., 2007). The components of
the vector, defined as conditional probabilities, are givenin
Table 2.

The multinomial probability of test-outcome combina-
tions is given in Appendix 1. Parameters of interest, ie.
sensitivities(Se)of the five tests, specificities (Sp) of the five
tests (Appendix 2) and sensitivity and specificity covari-
ances (CovSe and CovSp, respectively) were defined as
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Table 2
Conditional probabilities for a five test-model.
Prevalence = P(D*) pl
Ser =P(T1*|D*) p2
Sp1=ATy7|D7) p3
HTy* | D*nTy*) M
KTH D nTi—) P>
KT D~ nTy7) p6
AT:-ID-nTht) p7
KT;- D nTy nTet) p8
KT;= D nTy—nTy) P9
KTy;= D" nTy~nTyt) plo
P(T3_|D+HT1_HT2_) pll
AT~ D" nTi~nTz™) plz
KTy;= D" nTy~nTyt) pl3
AT~ ID~nTy—nTy7) pl4
KTy~ |ID-nTy* nTy*) pls
P(T4+\D+I'TT1+QT1+QT3+) plé
KT D AT nTa  nTao) Iz
HTaHD T nT nTy*) pls
HTD T nT nTym) plg9
HT4aD Ty nTa Tyt p20
p(T4+\D+ﬁT1_ﬁT2+ﬂT3_) p21
KT NTi- NT; NTi*) p22
KT D NTy NT; nT3o) p23
BTy |ID-nTy—nTy—nTy7) p24
KTy |ID-nTy—nTy—nTy*) p25
KTy |ID-nTy—nTy* nTy) p26
ATy nTi~nTa* nTst) p27
ATy DTyt ATy~ nTs™) p28
KTy~ ID-nTyt Ty~ nTst) p29
KTy ID-nTy nTytnTsy~) p30
P(T4_|D_QT1+QT2+I'TT3+) p}]
PTs* DT nT nTy nTet) p3Z

HTs* D nTi 0T 0T nTa™) EE]
HTs*D nTi*n T nTa nTa*) pI4
HTs* DT Tyt nTa nTy) p3s
HTs*D*nTi* Ty nTa nTyt) p36
HTs*D*nTi* Ty~ nTatnTy) P37
AT D nTi T~ nTs~ nTet) pIs
AT D' nTi nT; nTs~nTe™) p39
HTsHD Ty~ nTe nTat 0Tyt P40

BT D' nTy—nTetnTatnTy™ p4l
B(Te*|D* Ty~ nTy* 1Te- AT,* D42
P(T5+\D+QT1_HT2+QT3_HT4_ p43

BT D' nTy—nTy-nTe nTy™ p45

)
)
)
AT D T~ nTe~ nTst nTgt) p#4
)
ATs*D*NT,~ nTy~nT3 nTyt) P46

BT D' nTy—nTy nTe~nTy~ p47
HTs* D Ty nTy nTe nTy™ p48
HTs-|ID-nTi nT; nTi nTa* p49
BT~ |ID-nTy—nTy-nTstnTy~ pho

BTs=|ID-nTy—nTy* nTs—nTy~ phz

)

)

)

)

HTs-|ID-nTy—nTa nTy*nTyt) p51

)

AT~ D~ nTy~nT ynTy~nTyt) ph3
)

HTs-|ID-nTi nTy*nTs* nTa™ ph4
HTs~ D nTi~nTa* nTy* nTat) P55
BT~ |ID-nTy*nTy Ty nTy™) phé
KT~ |ID-nTy*nTy Ty nTyt) ph7
KT~ |ID-nTy* Ty nTy nTy™) ph8
KTs- D~ nTi* nTz~nTa* nTa*) phe
ATs~ D nTi nTa nTs~nTa) pel
BTs—|ID-nTytnTytnTy—nTyt) p6l
BT~ |ID-nTyt Tyt nTy nTy™) p62
HTs-ID-nTy Tyt nT nTyt) pe3

functions of the model parameters. For detailed informa-
tion on conditional dependence in this model, we refer
readers to Berkvens et al. (2006) and Praet et al. {(2006).
The WinBUGS code is available in Appendix 3.

To compare the models, we used the deviance informa-
tion criterion (DIC; Spiegelhalter et al., 2002). Essentially,
the DIC is a diagnostic tool that balances the requirements
of model fit and low complexity. Typically, as models get
more complex by the addition of extra parameters, their fit
improves. The DIC diagnosis therefore penalizes additional
parameters so that a parsimonious model is chosen, and the
smaller the DIC value, the better the compromise is. One
advantageis that the DIC can be calculated directly in Win-
BUGS from the chains produced by an MCMC run and canbe
applied in a variety of contexts (Spiegelhalter et al, 2002).

The results were compared by examining their 95%
credibility intervals (Crl). According to Enge et al. (2000),
a credibility interval can be interpreted to mean that one
is 95% sure that the corresponding parameter is in this
interval. If two credibility intervals do not overlap, the
parameters can be considered as different.

3. Results

3.1. Description of tests results

Inthe “free” population, most of the pigs (84.1%)showed
negative results with all the five tests. In the “infected” pop-
ulation, 56.9% of the pigs had a positive outcome in at least
one test.
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697 pigs (10.9%) of 6422 got doubtful results. Most of
them belonged to presumed free population. The results of

the 5725 pigs without doubtful results are summarized in
Table 3.

3.2, Estimations of sensitivities and specificities when
doubtful results were excluded

The results are displayed in Table 4. Estimated preva-
lence was 0.121 ([0.105; 0.134], 95% Crl). C-ELISA; was
the most sensitive and specific test (Se C-ELISA;=0.964,
[0.907; 0.994], 95% Crl: Sp C-ELISA; =0.996, [0.982: 1.0],
95% Crl). C-ELISA; was a little less sensitive and specific
than C-ELISA; (Se C-ELISA; =0.953, [0.906; 0.989], 95% Crl
and Sp C-ELISA{ =0.956, [0.942; 0.966], 95% Crl).

I-ELISA had the worst sensitivity (Se I-ELISA=0.663,
[0.607; 0.710], 95% Crl) and FPA the worst specificity (Sp
FPA=0.930,[0.917; 0.941], 95% Crl).

Our analysis indicated low to moderate average sensi-
tivity and specificity covariances, with only one negative
covariance (CovSepLgsa-per)- The average estimates of
CovSe and CovSp ranged from -0.0015 to 0.0362. C-
ELISA, and RBT had the higher sensitivity covariance
(COVSEQEUSAl _RET = 0.0210; [0.0031 9; 0.0470], 95% CI’]) and
I-ELISA and FPA had the higher specificity covariance
(CovSprpLsa-rpa =0.0362 [0.0198; 0.0329], 95% Crl). The
95% Crlof CovSeincluded O for five pairs of tests and the 95%
Crl of CovSp included O for one pair of tests. The fourteen
other intervals included strictly positive values. Results are
detailed in Appendix 4.
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Table 3
Cross-classified test results in 5725 pigs in two subpopulations {697 pigs
with doubtful results in FPA andjor [-ELISA excluded).

Tes s results Subpopulation

RBT FPA [-ELISA C-ELISA; (C-ELISA; ‘“Infected” “Free”

700 3889

29 26

47 43

1 12

1

0

33

6

20
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W~ W OWNOOoOW= 00008 = ~=]o0 ] =00~
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[ N g o T e T e B e S e S e Sl o i e S SN P B B e B e T e S e Sl e S
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16 2
12
46
373 1
Total 1607 4118

0: negative result; 1: positive result.

Table 4
Estimates of the sensitivity and the specificity of the five tests, doubtful
results excluded (95% credibility intervals {95% Crl) are also provided).

Parameter Average estimate [95% Crl]
RET Se 0.876[0.835; 0.913]
Sp 0.951[0.939; 0.959]
EPA Se 0.937[0.890; 0.970]
Sp 0.930[0.917; 0.941]
Se 0.663[0.607; 0.710]
I-ELISA Sp 0.9690.958; 0.975]
Se 0.953[0.906; 0.989]
CELSA: Sp 0.956 [0.942; 0.966]
Se 0.964[0.907; 0.994]
C-ELSA, Sp 0.996[0.982; 1.0]
Prevalence 0.121[0.105; 0.134]

3.3. Estimations of sensitivities and specificities when
doubtful results were taken into account

Introducing the doubtful results in the study did not
change the results.

When doubtful results were considered as negative
results, C-ELISA; remained the most sensitive and spe-
cific (Se C-ELISA;=0.960, [0.896; 0.994], 95% Crl and Sp

C-ELISA7 =0.994, [0.977; 0.999], 95% Crl). I-ELISA was still
the less sensitive test (Se [-ELISA=0.664 [0.612;0.717],95%
Crl) and FPA the less specific one (Sp FPA=0.929 [0.913;
0.940], 95% Crl).

When doubtful results were considered as posi-
tive results, the same conclusions were reached (Se
C-ELISA;=0.963, [0.904, 0.994], 95% Crl and Sp C-
ELISA,=0.996, [0986; 1.0], 95% Crl; Se I-ELISA=0.687
[0.639; 0.730], 95% Crl and Sp FPA=0.830 [0.817; 0.841],
95% Crl).

Values of DIC were respectively 168,173 and 174 for the
three hypotheses (doubtful excluded, considered as nega-
tive or considered as positive).

3.4 Sensitivity analysis results

To analyse the sensitivity of the model, we repeated the
analyses by making the prior distributions for the sensitiv-
ity and specificity parameters progressively more diffuse
(Enge et al., 2000). Average estimates of parameters were
minimally affected and the most{least sensitive and spe-
cific tests were the same ones as in the main analysis. For
instance, when sensitivities and specificities of the tests
were modelled as beta (1, 1) distributions, C-ELISA; sen-
sitivity was 0.867 (95% Crl: [0.447; 0.997]), and C-ELISA,
specificity was 0.977 (95% Crl: [0.908; 1.0]).

We performed an analysis estimating the parameters
for only three or four tests among five (respectively three
test-one population and four test-one population models).
Parameters estimates were not different from the results
of the five test-one population model. For instance, aver-
age values of Se C-ELISA; varied from 0.963 to 0.964 and
average values of Sp C-ELISA; varied from 0.995 to 0.997.

4, Discussion

The characteristics of the five studied tests were esti-
mated through a Bayesian approach. This approach is
frequently used in evaluation of diagnostic tests, in vet-
erinary or human medicine (Meyer et al., 2009). It offers
some advantages over frequentist methods.

Its main interest is the possibility to take into account
prior information about tests accuracy or prevalence in the
form of experts’ opinion or literature data. Priors should be
generated independently of the study. According to Enge
et al. (2000), the best solution would be to use information
collected in similar studies. As explained below, only a few
studies have dealt with porcine brucellosis diagnostic tests
and they were performed in different contexts and areas.
For each parameter, means and lower limits were deter-
mined on brucellosis tests in various species [cattle, swine
and small ruminants) (Gall et al., 1998, 2003: Silva Paulo
et al., 2000: Nielsen, 2002 Gall and Nielsen, 2004: Murioz
et al., 2005; EFSA, 2009; Muma et al., 2009; Nielsen et al.,
2008), in order to take into account the large range of the
values.

Another advantage of the Bayesian method is that it
provides true probability intervals (credibility interval con-
tains the true parameter with 95% certainty), whereas a
95% frequentist confidenceinterval is considered to contain
the true parameter value in 95% of the times (Enee et al.,
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2000). The width of the credibility intervals also depends
on the adaptation of the prior distributions to the data. The
prior distributions used in this study might not be ideal, but
reflect the central tendency and variation of the sensitivity
and specificity of the respective tests in previous studies
about detection of B. suis in pigs.

Bayesian analyses of diagnostic test accuracy require a
sensitivity analysis and the assumption of accuracy among
the population. If this hypothesis is not perfectly verified,
estimates of sensitivity and specificity might be biased.
Johnson et al. (2009) recommend separate analyses of tests
to evaluate the variation of the parameters of interest.
Additional analyses performed as sensitivity analysis tend
to prove that the assumption of accuracy among population
is verified in our study.

Tests were considered as conditionally dependent. Two
tests are said to be independent if, given that an animal is
diseased (or not), the probability of positive (or negative)
outcome for the first test is the same whatever the outcome
for the other test (Enge et al., 2000). The five tests studied
are based on the same biological process (Nielsen, 2002):
they detect anti-Brucella-S-LPS antibodies and can there-
fore be expected to be conditionally dependent (Gardner
et al., 2000). Taking into account this dependence was
essential; otherwise the estimates of sensitivity and speci-
ficity might have been biased due to an underestimation of
the classification errors (Vacek, 1985). Posterior estimates
of covariances confirmed the hypothesis of conditional
dependence between tests, with low to moderate values
of covariances.

Tests results were evaluated in a blind fashion and only
one sample was collected from each animal (without re-
testing), which avoids introducing an additional observer
dependence. The study of tests on samples from several
animals in a herd can create another type of dependence,
because factors affecting sensitivity and specificity can
cluster among herds (Donald et al., 1994). These clusters
were not taken into account in our study. We chose to
merge infected and non-infected subpopulations in order
to avoid limitations due to very low prevalence situations
(presumed free population) (Nielsen and Toft, 2002).

Few studies investigated the characteristics of porcine
brucellosis serological tests in the absence of a gold
standard (Silva Paulo et al., 2000; Muma et al.,, 2009;
Nielsen et al., 2008). Most of them compared only two
or three tests at a time. Furthermore, studies were car-
ried out in very different contexts, populations, numbers
of animals, geographical areas and studied tests (princi-
ple, provider, cut-offs and dealing with doubtful results).
Our results were coherent with the results obtained in
these studies. More specifically, we found that C-ELISA tests
were the most sensitive and specific tests. According to
EFSA (2009), the average sensitivity of C-ELISA test was
Sec prLsakrsa = 1.000 ([0.988; 1.000], 95% CI) and its average
Speciﬁcity was SDC—ELISA_EFSA:0-979 ([0976, 0.982], 95%
CI). Qur estimation of the sensitivity of RBT was consis-
tent with the estimation of the EFSA (Seppr_grsa =0.870:
[0.802; 0.922], 95% CI) but our estimation of its speci-
ficity was lower (Sprpremsa=0.998; [0.997; 0.998], 95%
CI). The specificity of FPA seemed slightly higher than in
our study (Spepa_ersa = 0.952; [0.945; 0.958], 95% CI). More
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information on the validation of veterinary diagnostic test
is available in Greiner and Gardner (2000).

According to Branscum et al. (2005), the estimation of
the parameters is more correct when the studied disease
is persistent and when antibodies are detectable through-
out the main part of the life course. Nevertheless, this
persistence of antibodies is not strictly correlated to the
persistence of the positive outcome to the test, particularly
when the antibody titre decreases. Another issue is raised
by infected animals in early stages of the infection, during
seroconversion time. These animals are infected but cannot
be detected by serological tests.

Many factors like biological ones can influence the
apparent sensitivity (proportion of non-responders to a
test, prevalence in the population, etc.) and specificity
(cross-reacting pathogens, removal of test-positive ani-
mals during eradication programs, etc.). Test parameters
also vary with breed and management conditions of ani-
mals.

The studied population of pigs was genetically homo-
geneous (most of them were Large White, Landrace and
Piétrain pigs) and representative of the European pig pop-
ulation (local breeds excepted) (SanCristobal et al., 2008).
Their breeding conditions (inindustrial farms or in outdoor
farms) were quite similar to those of other pigs in Euro-
pean countries. Serological analyses were performed by
the EU/OIE{FAO Brucellosis Reference Laboratory (ANSES,
Maisons-Alfort; France). The results of our study could thus
probably be extrapolated to these pig populations.

The possibility of doubtful outcomes to FPA and [-ELISA
test lead us to perform three studies: (i) doubtful results
excluded, (ii) doubtful results considered as negative ones
and (iii) doubtful results considered as positive ones. The
comparison of average values of the parameters of interest
and their 95% credibility intervals showed that these three
hypotheses gave similar results. This could be explained
by the low number of doubtful results compared to the
large number of serum samples. It would be possible to
perform an analysis considering doubtful results as nega-
tive or positive ones according to the results of the 3 other
tests for each animal, but this study could not be practically
used in screening programs, in which pigs are subjected to
one test (or two tests when the first one gives a positive
outcome). Another possibility would be to collect epidemi-
ological information on animals and farms and use it to
interpret the doubtful results. It would also be possible to
change the cut-offs of the tests in order to reduce the num-
ber of doubtful results and to simplify the interpretation of
the results.

To conclude, this study is an original survey. We eval-
uated new tests for the detection of B. suis (FPA, [-ELISA
and two C-ELISA tests), and compared their characteris-
tics with CFT. The serum samples were collected from a
large population of pigs, representative of European swine
population.

We showed that C-ELISA tests (more specifically C-
ELISA;) were the most sensitive and specific swine
brucellosis diagnostic tests. Among the five serological
tests, none was sensitive or specific enough to be used
alone. In order to screen porcine brucellosis (particularly
on a herd scale), pigs should be tested by more than one
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test. This diagnostic sequence should be adapted according
to the epidemiological context. For instance, in European
countries like France, where brucellosis occurs sporadi-
cally, causes clinical signs and is thus easily detected, a
test with a high specificity would be useful to avoid false
positive outcomes in free pig farms.
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Abstract

in order to optimise testing strategies to detect B. ovis.

Sp | ELISA =0952 [OQOL 10], 95% Crl)

flocks.

Background: Brucelia ovis causes an infectious disease responsible for infertility and subseguent economic losses in
sheep production. The standard serclogical test to detect B. ovis infection in rams is the complement fixation test
(CFT), which has imperfect sensitivity and specificity in addition to technical drawbacks. Other available tests include
the indirect enzyme-linked immunosorbent assays (I-ELISA) but no I-ELISA kit has been fully evaluated.

The study aimed to compare an I-ELISA kit and the standard CFT. Our study was carried out on serum samples
from 4599 rams from the South of France where the disease is enzootic. A Bayesian approach was used to estimate
tests characteristics (diagnostic sensitivity, Se and diagnostic specificity, Sp). The tests were then studied tagether

Results: After optimising the cut-off values in order to avoid doubtful results without detericrating the
concordance between the results of the two tests, the I-ELISA appeared to be slightly more sensitive than CFT
(Se | esa=0917 [0.822; 0.992], 95% Credibility Interval (Crl) compared to Se cqr=0.860 [0.740; 0.967], 95% Crl).
However, CFT was slightly maore specific than FELISA (Sp c=0.288 [0947; 1.0], 95% Crl) compared to

The tests were then associated with two different interpretation schemes. The series association increased the
specificity of screening and could be used for pre-movement testing in rams from uninfected flocks. The parallel
asseciation increased seguence sensitivity, thus appearing mare suitable for eradicating the disease in infected

Conclusions: The high sensitivity and acceptable specificity of this FELISA kit support its potential interest to avoid
the limitations of CFT. The two tests could also be used together or combined with other diagnostic methods such
as semen culture to improve the testing strategy. The choice of test sequence and interpretation criteria depends
on the epidemiological context, screening objectives and the financial and practical constraints.

Keywards: Brucelia ovis, Diagnostic tests, CFT, I-ELISA, Sensitivity, Specificity, Bayesian approach

Background

Brucella ovis is a Gram-negative coccobacillus. In sheep,
B. ovis infection is responsible for a reproductive disease,
often causing genital lesions such as unilateral or bilat-
eral epididymitis in rams and, more rarely, abortion
in ewes. This disease mainly spreads via venereal trans-
mission, even though other routes of infection have
been observed. Infected ewes generally clear the micro-
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organism from the vagina within two ocestrus cycles
[1], but the clearance periocd can extend up to three
months [2]. It has also been suggested that ewes could
play a role in the maintenance of the infection in flocks
[3,4].

B. ovis infection in sheep was first reported in 1953 in
Australia and New Zealand [5]. It is currently present in
South and Nerth American countries, Australia, New-
Zealand, South Africa and Southern European countries
[6]. In France, the number of infected flocks has
increased since Rev.l vaccination against B. melitensis
infection was stopped in 2008.

@ 2012 Praud et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Cpen Access article distributed under the terms of the Creative
Cornmons Attribution License (httpy// creativecormmons.org//licenses/by/2.0), which permits urrestricted use, distribution, and
reproduction in ary mediurn, provided the original work is properly cited.
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The infection generates economic losses in infected
flocks (decrease in fertility, ban on trade). These losses
must be taken inte account when evaluating the most
suitable screening strategy. Financial losses are princi-
pally die to a drop in fertility, with recycling ewes com-
monly observed in an infected flock. Reproductive
failure rates depend on the extent of lesions: if only one
testicle is invelved, conception rates may be 70%,
whereas in healthy rams conception rates of 90% can be
expected [7]. Estimates of the abortion rate in ewes and
perinatal mortality vary from 0% to 8% in experimental
studies. Furthermore, lambs born in the second and
third cycle are 1620 Ibs lighter at weaning which can
equate to a loss of $10 to $20 for each cycle missed [7].
B, ovis infection also induces indirect losses such as a
shorter reproductive career, a decrease in the economic
value of rams or an increase in the number of rams
needed per ewe [B]. These observations emphasise the
importance of developing suitable testing strafegies in
various control and eradication situations.

The diagnosis of B. ovés infection mainly depends on

difficult because other bacteria, such as Actinobacillus
seminis, Histophilus ovis, Haemophilus spp., Corvaebac-
terinm pseudoiuberculosis ovis, Chlarmydophila aborius
or B. melitensis, may cause similar symptoms and more
than 50% of 8. ovis infected animals do not show any
palpable epididymitis lesion [9]. Infected rams excrete B.
ovis in semen intermitiently, so the bactericlogical
examination of semen Is not very sensitive [10].

As in many cther parts of the world, there is currently
no compulsory surveillance of the disease in EU flocks.
Moreover, neither compulsory eradication programme
compensation  scheme for culling animals in
infected flocks is foreseen in the EU Member States.
Nevertheless, in order to avoid the contamination of
non-infected areas or flocks through international or
intra-community trade, rams have to undergo sero-
logical pre-movement tests [11]. Rams are also tested
hefore their admission to artificial insemination units.
Omn farms, diagnosis mainly relies on 2 clinical detection
and a serclogical test when the palpation of testicles
reveals lesions or when there is significant infertility in
the fiock.

farious tests are available to detect B ovis antibodies
in serum, such as the complement fixation test {CFI),
agar gel immunodiffusion (AGID) or indirect enzyme-
linked immunosorbent assay (I-ELISA) but only CFT
is prescribed for intermational or intra-community
trade (}6,12]). CFT has good sensitivity and specificity
but also has some technical drawbacks such as anti-
complementary activity [13], prozone phenomenon [14],
incompetibility with haemolysed sera ([10,14}), serim in-
activation [14] and workload [15].

oY
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Other tests such as the indirect ELISAs (I-ELISA) are
available but no I-ELISA kit has been fully evaluated in
previcus studies. According to literature data, some I-
FLISAs appear more sensitive than CFT {{12,16]), but
there are differences in the contexts (various geograph-
ical areas, breeds and breeding conditions of the ani-
mals, sample sizes, fests manufacturers and cut-off
values) and the statistical methods used for comparison
(CFT being considered as the gold standard and estima-
tion of relative sensitivity and specificity of I-ELISA)
([15-19]). Advantages of I-ELISA include its ease of use;
it is less labour intensive than CFT and can be used to
test haemolysed or anti-complementary serum samples
[15].

Our study compared a commercial FELISA kit and
standard CFT in order to evaluate its potential use as a
complementary test for international trade ov for diag-
nosis on farms, and to assess its possible use instead of
CFT or in asscciation with it t¢ improve the detection
and eradication of the disease and the protection of dis-
ease-free flocks.

Methods
Serum samples
The study included sera from 4,599 rams collected in
the South of France, in areas where B ovis infection is
enzootic: 3,063 were from Pyrénées Atlantiques (subpo-
pulation 1; individual prevalence estimated at 22% in
2006 [201), 1,340 were from Provence-Alpes-Ubte d'Azur
isubpopulation 2 enzoctic infection but prevalence un-
krown) and 196 young rams, between 12 and 14 months
of age, were from a cooperative that was found to be
infected, B. ovis being isclated in some animals (subpo-
pulation 3). A free population used as a source of prioy
information on the specificity of [-ELISA included 3,792
rams selected from free artificial insemination (Al units.
Blood samples were collected as part of the usual offi-
cial screening scheme on farms (and not specifically for
research) The EU recommendations about screening
procedures and EU ethical guidelines and animal welfare
regulations were strictly respected.

Serological tests

CFT and FELISA (Chekit B, ovis, Idexx, France) were
performed in parallel on all sera from the infected popu-
lations described above. The antigens used for both CFT
and I-ELISA consisted in a hot-saline water soluble ex-
tract of the REO 198 strain prepared according to OlE
recommmendations {4]. The CFT antigen (ANSES, France)
was standardized against the International Standard
anti-Brucelln ovis Serum (ISaBoS; AHVLA, UK) and the
test performed according to OIE and EU sequirements
with a positivity threshold of 50 ICFTU/mb {[6,11]). -
ELISA  induded an anti-ruminant IgG monoclonal
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antibody labelled with horseradish peroxidase as conju-
gate, 3,3°,5,5 - Tetramethylbenzidine (TMB) as substrate
and a slightly acidic detergent sclution as stopping re-
agent. Serum samples and conjugate incubation steps
were performed at 37 °C for 60 min. {+ 10 min.). Sub-
strate was incubated at room femperature for 15 min.
Optical densities (450 nm) were then fransformed in %
values by comparing the test-sample optical density
{OD) to the positive contrel O, both Gbs being cor-
vecied Dy subtracting the negative conirol OD. The
manufacturer’s recommended cut-offs were negative if
urder 10%, doubtful betweers 10% and 50% and positive
above 50%. The reproducibility of each batch used in the
study was checked against the ISaBoS on twe plates per
batch, All tests were performed by the same two techni-
cians at the EU/OIE/FAQ Brucellosis Reference Labora-
tory {ANSES, Maisons-Alfort, France). The blood
sarmples were collected in the frame of a national official
surveillance program. All samples were provided to the
authors’ laboratory either by the local breeders’ organi-
zations (GDS) or by the National Laboratory for the
Control of Breeding Animals without any Material
Transfer Agreement. Therefore these blood samples
could be freely used for the production of any additional
data.

Data analyses

A new cut-off was established {see additional details in
the Results section) to eiminate doubtiul resulis without
deteriorating the concordance between the results of
CFT (the officially prescribed test} and I-ELISA.

Then, each test’s sensitivity (Se) and specificity (Sp)
were estimated using a Bayesian approach implemented
through Markov Chain Monte Carle algorithms. The
Bayesian approach has often been used to estimate sen-
sitivities and specificities of tests in the absence of a gold
standard, whether in veterinary or huwman medicine
{{21-23]}. The main advantage of this method is to com-
bine prior information from the literature and experts’
advice with field data.

The model used was a generalization of the Bavesian
independence model to allow for dependent test out-
coraes. it has been applied in previous studies ([21,24-
261} and used to estimate the respective covariance of
the sensitivities (ySe) and of the specificities of the two
tests (y5p). Two tests are said to be independent of,
givers that an animal is diseased (or not), the probabiity
of positive (or negative] outcome for the first test is the
sarme whatever the outcome for the other test [27]. Both
tests are based on the same biclogical process: they use
the same HS antigen preparation and therefore detect
mainly anti-Brucella-R-LPS antibodies. They are conse-
quently expected to be conditionally dependent [24].
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Prior distributions of parameters were modelled as
beta distributions {{27,28]). To construct a bheta prior
distribution, the most probable value of the parameter
{or “best guess™; Hy) and a “lower imit” (B;; Ze a value
for which the experimenter is 95% sure that the param-
eter will be larger}) were determined [27]. Table 1 pro-
vides the parameters of the heta (a,b) distribution for
each parameter estimated by the model

Prior information on CFT combined literature and
experts’ advice with field data. Only prior information
from similay studies in Hterature was input into the
medel. According to previous studies, mean CFT sensi-
tivity ranged from 88.9% to 98.7% and mean CFT specifi-
city from 8%.3% to 100%. The lowest sensitivity reported
was 77% and the lowest specificity 78% ([10,14,25-33]}).

Prior information on I-ELISA specificity (Sp I-ELISA)
was input from a study performed on the sera from the
3,792 rams selected in officially brucellosis free Al units.
As these rams were being raised in specific conditions,
with hittle contact with environmental pathogens poten-
tially responsible for cross—reactions, they were not rep-
resentative of the population bred on farms in the South
of France. They were not therefore studied with the
population of 4,599 rams from the South of France but
used to provide prior information on the specificity of I-
ELISA (Sp I-ELISA = 95.74%).

Since little information was available in the literature
on this I-ELISA sensifivity and since the comesponding
studies were carried out with very different methods, in
different contexts, as indicated above, beta (1,1} unin-
formative distributions (uniform distributions between 4
and 1) were chosen.

Prevalence in the population and covariance of the
sensitivity and the specificity were unknown: beta (1,1)
uninformative distributions were also used as priors for
these parameters.

The statistical analysis was performed with the Win-
BUGS program [34]. The MCMC algorithm convergence
was assessed by checking the stabilisation of the plots of

Table 1 Parameters of the Betala,b) distributions used as
priors

Parameter Mean Lower limit Parameters of
{95%) beta distribution
e
CFT Se¥ 09 08 315 35
Sp* 0.5 08 707 037
I-ELISA Se*  Unknown Unknown 1 1
Sp* 0.98 09 11.03 023
Prevalence vy Se¥ Unknown Unknown 1 1
¥ Se*  Unknown Unknown 1 1
Unknown Unknown 1 1

*Se = Sensitivity; Sp =Specdificity; ¥ =covariance.
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iterate parameter value, after a given number of samples
and by running multiple chains from dispersed starting
values. Early samples (1,000 out of 50,000} were dis
carded as o “burn-in” peried. A sensitivity analvsis was
also performed by making the prior distributions more
diffuse in order to check that the parameter estimates
were little affected by these variations [27].

After having estimated the sensitivity and the specifi-
city of the two tests, thelr characteristics were evaluated
when ased in association [35]. With the serial associ-
ation, the overall result was positive when the vesults
were positive with both tests. With the parallel associ-
ation, the overall result was positive when at least one
test gave a positive result. The sensitivity and specificity
of the combined tests were estimated taking into ac-
count the conditional dependence between results [241
The sensitivity of the serial association was: Segppzs =
Serzrsa*Secpr +ySe and its specificity was: Spsprips = (1
- Sprrrisa ) (1 = Spcer) — ¥5p. The sensitivity of the asso-
ciation in parallel was: Sepaparipr = 1-((1-Semrsa?(1-
Secy)} — v Se and its specificity was: Sppagaries = Spie-
Lisa * Spepr + ¥ Sp; (with Se: sensitivity, Sp: specificity, v
covariance),

Results

A new cut-off was established for [-ELISA in order to
eliminate doubtlul results without alfecting the concord-
ance between the results of CFL (the officially pre-
scribed test) and [-ELISA. A cut-off at 45% QD {see
above; was the best compromise to optimise both the
concordance of positive results and the concordance of
negative results, With this new cat-off, the two tests
gave concordant results (positive / positive or negative /
negative) for 4,161 rams (92.6%).

The apparent prevalence assessed in the whoele studied
population by the [-ELISA kit was 25.6%. In the subpo-
pulations 1, 2 and 3, the apparent prevalences were re-
spectively 17.0%, 44.8% and 27.6%. Table 2 gives the
results of the 4,599 tested rams.

The IELISA kit was slightly more sensitive than the
CFT (Se T-ELISA =0917 [0.822; 0.992], 95% Credibility
Interval {CrI) whereas Se CFT=0.860 [0.740; 0.967],

Table 2 Cross-classified results in 4,599 rams from the
South of France

CFT I-ELISA* Number of rams
{proportion}
Negative Negative 3,335 (72.8%)
Negative Posithve 270 (5.99)
Positive Negative 72 (1.6%)
Positive Positive 902 (19.7%)
TOTAL 4,599 (100%)

* cyt-off: 45% CD.
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5% Crl). I contrast, the CFT was somewhat more spe-
cific than the [-FLISA (Sp CFT = G988 [{0.947; 1.0}, 5%
Crl whereas 5p FELISA =0.952 [0.901; 1.0], 95% Crl).

Prevalence in the studied population of 4,599 from the
South of France was evaluated at 0.238 ([0.187; 0.284],

5%  Crl). The sensitivity covariance was (.0241
{[-0.00773; 0.0949], 95% CrI) and the specificity covari-
ance was (L00521 ([-4.61 107; 0.0361], 95% Crl).

These two tests could also be associated to improve
diagnosis reliability. Two interpretation schemes were
studied: a serial association and a2 parallel association.
The estimations of sensitivity and specificity of each se-
quence were based on the individual sensitivities and
specificities described above.

The diagnostic sensitivity of the association in series
was Sesprips = G812 [(L699; 0.980] (95% Cxl) and its spe-
cificity was Spgppips = 0,995 [0.994; 09961 (95% Crl). The
diagnostic sensitivity of the parallel association was
Separarim = 0964 ([0.902; 0.983], 95% Crl) and its spe-
cificity was Sppagarie. = 0.946 ([0.854; 1.0], 5% CrlD.

Discussion

The estimation of the mean prevalence in the sample
{24%) confirmed the value assessed previously in French
areas in which B ovis infection is enzootic [20].

The estimation of the diagnostic sensitivity and specifi-
city of a test should ideally be derived from testing a sta-
tistically relevant panel of animals. The history of these
animals and their infection status should be known. The
panel should be representative of the region where the
test is to be used [36]. As mentioned above, there is cur-
rently no regulatory program in the EU for eradicating
the disease or surveving the absence of 5. ovis infection
{(ie. with an appropriate definition of a B ovis-free sta-
tus), except in Al units. In these units, animals are kept
in specific conditions that could lead to an overesti-
mation of tests specificity. Designing an adequate sam-
pling of a sufficient number of free animals (from free
flocks) is therefore very difficult. Moreover, the selection
of an appropriate gold-standard-infected population {i.e
culture-positive animals) is extremely cumbersome and
requires a very important budget Furthermore, Brucella-
culture should be performed in conditions providing
optimised sensitivity, with a corresponding increase in
costs, in order to prevent any consecutive overesti-
mation of the diagnostic sensitivity of the serclogical
tests under study. The technical and financial constraints
highlighted above justify the use of the Bayesian ap-
proach to estimate the characteristics of serclogical tests
for the disgnosis of B, ovis infection when the infection
status of each animal of the studied population is
unknowrn.

The outcome of our study is consistent with previous
results available in the literature. The CFI has a goed



Praud er al. BMC Veterinagry Research 2012, 8:68
hitp/fwww. blomedcantral.com/1746-8148/8/68

diagnostic sensitivity and an acceptable specificity but
has some technical disadvantages. The EU/OIE/FAO
Reference laboratory estimated that this I-ELISA com-
mercial kit was cheaper than the CFT (in-house pro-
duced antigen) when the cost was caleulated for a daily
analysis of 90 serum samaples, mainly due to lower man-
power costs {data not shown). Moreover, the evaluated
I-ELISA is standardised and easier and guicker to per-
form. Altogether, these advantages allow the analysis of
more samples by a single technician in a working day
than the CFT. Moreover, the I-ELISA can be automated
to speed up the process, Furthermore, haemolysed and
anti-complementary sera do not affect I-ELISA perform-
ance {{15,32]). These advantages may further reduce the
cost of this I-ELISA compared to the CFT.

In a screening situation, one important issue is the in-
terpretation of doubtful results obtained with the I-
ELISA. We established a cot-off different from that
recommended by the manufacturer to avoid doubtful
results without decreasing the concordance between the
results of the two tests. Nevertheless, it is possible to ad-
just this cuf-off according to the epidemiological con-
text. When the test is used for international or intra-
community trade, false positive results due to a lack of
specificity could hinder trade and raise economic issues
in brucellosis free contexts. Exported rams should come
exclusively from uninfected farms (e showing only
negative results to regular tests), so the positive predict-
ive value of the test results is low. For this reason, a high
cut-ofl value could be used (for instance 60% OD). In
consirast, when the test is used to diagnose 8. ovis infec-
tion in infected areas or to confirm the infection in rams
with clinical lesions with the aim of eradicating the dis-
ease, false negative results might slow down eradication
and, in particular conditions, it could be acceptable to
culf seropositive but uninfected rams. Accordingly, in a
context of high prevalence, a low cut-off value could
therefore be used (for exarnple 30% QD).

The imperfect diagnostic performance of both tests
could justify their use in association [35]. With the serial
association, the overall result is positive when the results
are positive with both tests. This interpretation scheme
increases the diagnostic specificity of screening and
could therefore be recommended for pre-movement
testing in a brucellosis free context, in order to avoid
false positive results due to the relative lack of diagnostic
specificity of this I-ELISA. With the parallel association,
the overall result is positive when at least one test gives
a positive resuft.

The parallel association increases the sensitivity of
the screening. Accordingly, it could be recommended in
a context of suspected infection with the aim of acceler-
ating the eradication of the disease. In this context,
many sera may have {o be tested in a fllock and the
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rapidity of the process influences the snccess eradica-
tion operations.

The fellowing situations would be suitable for applica-
tion of screening strategies using the I-ELISA kit:

— Rams for export must come from brucellosis free
flocks. In this case, the animals could be tested with
[-ELISA alone. If all results were negative, rams
could be qualified for export. Rams from flocks
showing positive results to [-ELISA should not be
exported and should be subjected to further
investigations (clinical examination, CFT, semen
culture or PCR for instance) to confirm or rule out
the infection.

— In infected flocks in which B ovis has already been
identified, the testing regime should be focused on a
quickly eradication of the disease. In this case, all
animals {including females) should be submitted to
[-ELISA and CFT in parallel. Animals with positive
results to at least one of the two tests should be
culled and replaced by virgin animals from flocks
free of B. ovis infection. The remaining animals
resulting negative to both tests could be kept in the
flock but should neither be sold nor exported.
Further tests should be carried out at 45- to 60-days
intervals until all infected animals have been
eliminated (ie. after the entire animal population
has been tested negative twice). This strategy raises
financial issues in infected flocks with a high
prevalence of the disease, because many animals
would be culled.

— In all flocks, animals should be submitted to a
clinical examination two months before the breeding
season. Rams with clinical signs of epididymitis
should be banned from reproduction and subjected
to an [-ELISA test. Rams with positive results to I-
ELISA should undergo further investigations (semen
culture) to confirm the presence of Brucella ovis.

Conclusions

Our study used a Bayesian approach to evaluate the
diggnostic performance ol a commercially available I-
ELISA kit to detect B ovis infection in sheep. We
showed that this [-ELISA kit was slightly more sensitive
than the CFT, but somewhat less specific. The high sen-
sitivity and acceptable specificity of the I-ELISA kit sup-
port its potential interest for diagnosing #. ovig infection
in sheep. This I-ELISA kit has certain advantages over
CFT and could be used alone or as a first test in asso-
ciated testing regimes. The interpretation of the results
and the testing sequences should be chosen depending
on screening objectives, the disesse’s prevalence in the

target population and economic and  practical
consiraints.
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CFT: Complement fixation test; FELISA: Indirect enzyme-linked
immunosorbent assay; Al: Artificial insemination; 15aBoS: International
standard anti-Brucellg ovis serum; Se: Sensitivity, Sp: Specificity; yv: Cavariance;
Crl: Credibility interval.
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Abstract (182 words)

Porcine brucellosis due to Brucella suis biovar 1 raises important issues for pig breeders in French Polynesia. In
this region, the disease is enzootic, spreads silently and engenders economic losses in infected farms as well as
sporadic human cases.

While serological tests are essential in surveillance and control programmes of animal diseases, to date none of
the available tests has been shown to be reliable enough to be used in routine individual diagnosis of porcine
brucellosis. Few studies about the estimation of the sensitivity and the specificity of porcine brucellosis
screening tests have been published but no evaluation of the behaviour of these tests is available in the
epidemiological context of French Polynesia.

The studied population included 1,595 pigs from French Polynesia. Five tests were evaluated: Rose-Bengal Test
, Fluorescence Polarization Assay, Indirect ELISA and two Competitive ELISAs (C-ELISA). The sensitivity and
the specificity of each test were estimated. C-ELISA; was the most sensitive test (Se C-ELISA; = 0.954 [0.889,
0.992]) while both C-ELISA were the most specific ones (Sp C-ELISA; = 0.856 [0.806; 0.915] - Sp C-ELISA; =

0.849 [0.817; 0.879]).

Keywords

Bayesian theory; Brucella suis; diagnostic tests; sensitivity, specificity; French Polynesia
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Text (1057 words)

Porcine brucellosis is a bacterial disease, usually due to Brucella suis, that induces economic losses due to
infertility and other reproductive issues. In French Polynesia (FP), brucellosis is enzootic and 1s due to the
zoonotic biovar 1 of B. suis (Antras and Garin-Bastuji, 2011).

Diagnosis of porcine brucellosis is mainly based on the observation of clinical signs. It can be associated with
positive serology but to date no reference test is available (OIE, 2009). Few studies about the estimation of
sensitivity and specificity of porcine brucellosis screening tests have been published and no evaluation of the
behaviour of these tests is available in the epidemiclogical context of FP (Praud ef al., 2012).

Our study aimed at estimating the sensitivity and the specificity of five serological tests for the diagnosis of

porcine brucellosis in FP through a Bayesian approach (Enee et af., 2000).

Materials and methods

The study included 1,595 sera collected from pigs bred in FP. Two groups were randomly selected: (i) 694 pigs
bred in six farms, where B. suis biovar 1 had been recently isolated and (7#) 901 pigs from 11 farms without any
sign or risk factor of brucellosis identified by the Veterinary Office.

Each sample was subjected to five serological tests, standardised, performed and with results interpreted as
described in Praud et af (2012): (i) Rose-Bengal test (RBT), Institut Pourquier, France; (ii) fluorescence
polarization assay (FPA), B. aborius antibody test kit, Diachemix / Prionics, USA/Switzerland; (i) indirect
ELISA (I-ELISA), Chekit B. suis, Idexx-Bommeli, Switzerland; (#v) competitive ELISA, C-ELISA,,
SVANOVIR® Brucella-Ab C-ELISA, Svanova, Sweden and C-ELISA,;, Compelisa, VLA, UK (2- and 1-step
format respectively).

A Bayesian approach was used to estimate the sensitivity and the specificity of the five tests without gold
standard (Enee et al., 2000, Berkvens et al, 2006). The detailed statistical method is described in Praud et al

(2012).

Results

In the presumed free population, 86.5% of amimals showed negative results in all tests. In the infected herds,
67.3% of pigs had a positive outcome in at least one test.

The parameters estimates are displayed in table 1. Estimated prevalence in the sample was 0.210 ([0.136; 0.293],

95% Credibility Interval (CrT)). C-ELISA, was the most sensitive test (Se C-ELISA, = 0.954 [0.889; 0.992])
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while both C-ELISA were the most specific ones (Sp C-ELISA; = 0.856 [0.806; 0.915] - Sp C-ELISA; = 0.849

[0.817; 0.879]).

Table 1: Estimates of the sensitivity and the specificity of the five tests

Mean estimate

[95% CrI*]

Parameter of interest

Sensitivity 0.712[0.489,0.921]

RBT
Specificity 0.853 [0.812, 0.898]
Sensitivity 0.751 [0.554 , 0.939]
FPA
Specificity 0.819[0.779 , 0.858]
Sensitivity 0.850 [0.708 ;, 0.978]
I-ELISA
Specificity 0.824 [0.787 ; 0.862]
Sensitivity 0.644 [0.356,0.973]
C-ELISA,
Specificity 0.856 [0.806 ;, 0.915]
Se 0.954 [0.889 ; 0.992]
C-ELISA,
Sp 0.849[0.817 ,0.879]

*95 % credibility intervals

Discussion

Only few studies have been carried out to estimate the sensitivity and the specificity of diagnostic tests for
porcine brucellosis. Our previous study (Praud et al, 2012) evaluated the characteristics of the five same tests
(RBT, FPA, I-ELISA, C-ELISA; and C-ELISA;) in Metropolitan France (MF), with the same statistical
approach. No significant difference was observed between the sensitivities of the tests in the two areas, except in
the case of the [-ELISA for which sensitivity resulted higher in FP. The most sensitive test was C-ELISA; in
both populations. The specificities of the tests varied greatly, with significant differences between the studied
populations. Nevertheless, the five tests were more specific in MF and the C-ELISAs were the most specific in
both populations.

Since in these two studies the testing as well as the statistical methods were identical, these peculiarities could be
explained by differences of epidemiological contexts and tested populations. Greiner and Gardner (2000) have
shown that test sensitivity and specificity could vary according to many biological factors. Porcine brucellosis is
enzootic in FP, while MF is free of the disease, with sporadic occurrences due to a wildlife reservoir. In

Metropolitan farms, brucellosis often discloses an acute form with obvious symptoms, whereas in Polynesian
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farms, the disease spreads silently and is often detected later than in MF. In all reported outbreaks, B. suis biovar
2 has been isolated in MF, whereas biovar 1 is the one historically isolated in pigs and humans in FP as in the
rest of the Pacific. To our knowledge, no study suggested that tests might react differently according to the
biovar of B. suis in cause, but this cannot be excluded.

The differences between the specificities of the five tests could probably be explained by the differences of
management of the animals from one area to the other. The Metropolitan “free subpopulation™ was reared in
officially brucellosis free artificial insemination units, without any contact with other animals and with less
cross-reacting pathogens in the environment while in FP, farms are less bio-secured and the presumed free status
1s based only on the absence of clinical signs and known risk factors.

To conclude, this study confirmed that competitive ELISA tests are the most specific available tests for the
diagnosis of swine brucellosis. The sensitivity and the specificity could however vary greatly according to the C-
ELISA format used as well as the studied population. This should be taken into account for designing

surveillance and eradication schemes.
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Summary

Bovine tuberculosis is an infectious disease which economic and sanitary repercussions are severe.
For this reason, policy rules have been decided by European countries in order to eradicate the
disease. Nevertheless, this eradication is incomplete in some areas and in particular in a few French
departments like Cole d’Or.

Diagnosis of bovine tuberculosis is mainly based on skin tests. These tests are known Lo be imperfect,
especially because of their poor herd specificity due to crossed-reactions with non-pathogenic
mycobacteria. In order to improve the screening scheme, a gamma interferon assay (IFN) has been
used since a few years in European countries, but has not been fully evaluated yet.

In European countries, IFN is usually performed in parallel association with skin tests in order to

speed the eradication of bovine tuberculosis. In Cote d'Or (France), an experimental screening
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scheme hased on a serial association of skin test and IFN has been initiated in 2009 (“Cote d'Or
protocol”) to shorten the interval between a suspicion and its invalidation.

Our study aimed at estimating the efficiency of IFN used in serial association after skin tests for the
diagnostic of bovine tuberculosis. Intradermal and gamma interferon tesl results of 2,879 animals
from 657 farms located in Céte d’Or were collected. The sensitivities of the tests were estimated
using a latent-class model implemented through a Bayesian approach. The average sensitivity of IFN
seemed higher than skin test sensitivity, but their credibility intervals overlapped widely.
Subsequently, we assessed the individual default error risk {i.e. the risk of concluding that an infected
animal is free) due to the application of Céte d’Or and EU protocols. The results suggest that the risk
of importing infected cattle considered as free from areas using IFN in series after skin tests is not

higher than from areas following European recommendations.

Key words

Bovine tuberculosis, diagnosis, gamma interferon assay, serial association, sensitivity, Bayesian

Introduction

Bovine tuberculosis is a chronic infectious disease mainly due to Mycobacterium bovis. Its clinical
expression is discrete and unnoticeable until several years of evolution (Francis, 1958). The detection
of the disease in live animals in mainly based on intradermal injections of tuberculin but these tests
are known to be imperfect, especially because of their lack of herd specificity in a context of low
prevalence. On dead animals, a culture of mycobacteria can be performed from lesions or lymph
node samples but getting the final result can take until 3 months (De la Rua-Domenech et al., 2006).
In European countries, policy rules have been decided to eradicate bovine tuberculosis, because of
its economical (production decrease, trade restriction...) and sanitary (zoonotic risk) repercussions.
Nevertheless, the eradication of this disease has not been successful in some European countries.
This failure can be explained by difficulties in performing the skin tests or in interpreting their results
(Alvarez et al., 2009), and by the existence of wild reservoirs as badgers (Meles meles} (Krebs et al.,
1997; More, 2009).

Even though France has been considered as officially free from bovine tuberculosis since December
2000, the eradication of the disease is still incomplete in a few French departments. In Céte d'Or in
2010, 45 outhreaks have been registered, despite policy measures (Fediaevsky et al., 2011). This
department is located in the Bourgogne region, known for its extensive farms breeding grass calves
for export. In this department, a systematic screening is performed annually on each animal older
than 24 months. The main screening test used in Cole d’Or is single intradermal comparative cervical

tuberculin test (SICCT), because many cross-reactions with non-pathogenic mycobacteria and M.
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1

2

3 70 avium subsp. paratuberculosis are noticed, causing false positive results and hampering trade. These
g 71  observations have led to a demotivation of breeders, veterinarians and local veterinary officers
6 72  (Direction Départementale de la Protection des Populations de Céte d’Or,; DDPP21).

é 73  In European Union (EU), screening rules for bovine tuberculosis recommend the use of SIT
?O 74  (CE/64/432 directive). According to this directive, when a positive or a doubtful result to SIT (single
11 75  intradermal cervical tuberculin test) is noticed on an animal, its whole herd is under suspicion and all
::g 76  commercial exchanges are blocked until the performance of an SICCT, 6 weeks later to confirm or
::g 77  invalidate the suspicion. This delay cannot be shortened as far as the first intradermal tuberculin
16 78  injection desensitizes the animals during 42 days: an SICCT test performed during this period could
::; 79  result in a false negative result {CE/64/432 directive; OIE, 2011). This serial association of SIT and
19 80  SICCTis named “EU protocol” in the text.

3? 81  Another test (gamma interferon test; IFN), considered as more sensitive and as specific as
gg 82  intradermal test, has been used since 1980 in Australia (Wood et al., 1991) and since 2000’s in
24 83  European countries {De la Rua-Domenech et al., 2006) but is still being validated in France. Gamma
gg 84  interferon is a cylokine produced by T-Lymphocytes after an antigenic stimulation, in particular due
27 85 to M. bovis infection (Pollock & Neill, 2002). In Céte d’Or, an experimental screening project using a
gg 86  serial association of SICCT and gamma interferon test has been initiated in 2008 in order to shorten
g? 87 the interval between the suspicion and its invalidation. This use of gamma interferon test (i.e. in
32 88  serial association with SICCT) is not evocated in the European directive CE/64/432, raising issues in
23 89  the certification of the status of animals exported by France. This protocol is named “Céte d'Or
gg 90  protocol” in the text.

37 91  The main issue in validation studies of bovine tuberculosis diagnostic tests is the choice of a gold
gg 92  standard (Clegg et. af, 2011). To estimate the diagnostic characteristics of tests when the infectious
40 93  status of animals is unknown, studies have used latent class models, implemented through
j,; 94  frequentist or Bayesian modelling strategies (Hui and Walter, 1980; Greiner and Gardner, 2000,
ji 95  Branscum et al., 2005; Rutjes et al., 2007; Toft et al., 2007).

45 96  The aim of our study was to assess the overall sensitivity and the default error risk linked to the
j? 97  application of the screening scheme used in Cote d’Or (serial association of SICCT and IFN) and to
jg 98  compare them with the effectiveness of the screening scheme prescribed by European Commission
50 99  (serial association of SIT and SICCT).

10

53 101  Material and methods

gg 102  Sample and screening context

g? 103  Intradermal and gamma interferon tests crossed results of 2,871 animals from 657 farms located in
58 104  Céte d'Or were collected by veterinarians and veterinary laboratory of Céte d’Or and centralised by
o0
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local veterinary officers (DDPP21). Data was collected between 2009 and 2012. Each animal of each
herd was submitted to an SICCT. If the result was negative for the whole herd, its “officially free”
status maintained. Animals with positive results to SICTT were slaughtered and their herd was
considered as “suspect”. Animals with doubtful results to SICTT were submitted to a gamma
interferon test to confirm or invalidate the SICCT result. When IFN gave a negative result, the
“officially free” status of the herd was maintained. Otherwise, the herd was submitted to further
investigations (research of M. bovis at the abattoir and SICCT six weeks later).

Moreover, in some herds, where the infection has been confirmed, SICCT and IFN were performed in

parallel in order to speed the eradication process.

Tests
The SICCT was performed using standard methods (de la Rua-Domenech et al., 2006). Avian and
bovine purified protein derivative (PPD) tuberculins were injected separately in the neck of the
animals, after the measurement of skin fold thicknesses at day 0 (thickness at the point of bovine
PPD injection: BO and thickness at the point of avian PPD injection: AO). Results were read 72 hours
later measuring skin fold thicknesses al day 3 (B3 and A3, respectively). These results were
interpreted as indicated in Table 1.

Detailed quantitative resulls of skin fold thickening were available for 1,787 animals. For these
animals, the SIT results were deduced from DB results. When DB was € 2 mm, SIT result was
negative; when DB was between 2 and 4 mm, SIT result was doubtful and when DB > 4 mm, SIT result
was positive.

Gamma interferon tests were performed 72 hours after the tuberculin injections, on animals showing
non negative results with SICCT. The Bovigam® kit (Bovigam®; Prionics AG, Switzerland) was used
according to the manufacturer's recommendations. Recombinant antigens (ESAT-6) were added in
order to improve the specificity (Pollock et al., 2003). The results were expressed as a percentage of
optic density (% 0.D.) using a normalised formula in order to improve the repeatability of the tests
(Faye et al., 2008):

Bovigam® result : % D.O. = (Bovine PPD — Avian PPD) / (Positive — Negative)

ESAT-6 result : % D.0O. = (ESAT-6 — PBS) / (Positive — Negative)

The results were positive above 0.04 and negative under this cut-off.

The results of Bovigam® and ESAT-6 were interpreled jointly using the rules presented in Table 2.

The term “IFN result” refers to the overall result.
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1

2

3 138 Analyses were performed by a unique laboratory, the Veterinary Laboratory of Cote d’Or. Samples
g 132  were identified by a code number and tests were performed without knowing the results to the
6 140  other tests.

é 141  According Lo EU recommendations (and decision tree used in Céte d’Or) and in order to simplify the
?O 142 interpretation of the results, doubtful results with skin tests and divergent results to IFN were
11 143 considered as positive ones.

12

13 144

:: g 145  Statistical methods

16 146 A latent class analysis through a Bayesian approach implemented in WinBUGS (Lunn et al., 2000) was
::; 147  used to estimate the sensitivities (Se) of the three tests (SIT, SICCT and IFN). Latent class models
19 148  permit to construct a reference when the true infectious status of the animals is unknown. Since the
3? 149 three studied tests were based on the same biological process, the chosen model allowed to a
gg 150  conditional dependence between their sensitivities and specificities (Enge et al., 2000). For each pair
24 151  of test, the sensitivity covariance was estimated using a two test-one population model. More
gg 152  information about the model is available in literature (Gardner et al., 2000 ; Dendukuri et al., 2001 ;
27 153 Georgiadis et al., 2003 ; Branscum et al., 2005; Praud et al., 2012).

gg 154  Informative priors were modelled as beta(a,b) distributions constructed as indicated in Enge et
g? 155  @fl.(2000). Priors on sensitivities and specificities were determined from a literature (meta-analysis of
32 156  previous results; De la Rua-Domenech et af (2006)). Since no information was available on
23 157 covariances of sensitivities and specificities, theses parameters were medelled as uninformative
gg 158  distributions with limits indicated by Toft et al. (2007). Prior distributions are summarized in Table 3.
37 158  The convergence of the MCMC algorithm was assessed by checking the stabilisation of the plots of
gg 160  iterated values of parameters and by running multiple chains from dispersed starting values. Early
40 161  samples were discarded as a burn-in period of 1000 samples ameng 51,000. Posterior inferences
j,; 162  were expressed as means and 95% credibility intervals (Enge et al., 2000; Branscum et al., 2005). The
ji 163  results were compared by examining the overlapping of theses intervals (Enge et al., 2000).

45 164

46

47 165  The sensitivities (Se) of the two protocols using these tests in series (“E.U. protocol” and “Cote d'Or
jg 166  protocol”) were then calculated as described in Praud et af. (2012):

50 167  Sewy prorocor= S€si*Se€scer + ¥Sesipsicer

g; 168  Secar poneroroco= S€sccr®Se€irn + YS€sicotien

53 169  The default risk error B was defined as the risk to conclude that an animal was free whereas he was
gg 170  infected: B=1-Se.

g? 171

58 172  Results

59

60
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Cross resulls to the tests studied by pairs are displayed in table 4 and table 5.

The sensitivities of the tests and their covariances estimated with a latent class analysis implemented
through a Bayesian approach are presented in table 6.

The sensilivity and the risk of default error of both protocols were then estimated. The sensitivily of
the “Cote d'Or protocol” (i.e. serial association of SICCT and IFN} was 73.1% [41.1%; 100.0%)] (95%
Confidence Interval; 95% Cl) and the sensitivity of the “EU protocol” was 70.1% [31.5%; 100.0%]sss; ¢
The risks of default error of these two decision schemes were Pear vor sroracor = 26.9% [0.0%;

58.9%)as% ¢ and Pey sroroco, = 29.9% [0.0%; 68.5%), respectively.

Discussion

The aim of our study was to assess the overall sensitivity and the default error risk linked to the
application of the screening scheme used in Cote d'Or (serial association of SICCT and IFN} and to
compare them with the effectiveness of the screening scheme prescribed by European Commission
(serial association of SIT and SICCT). Intradermal and gamma interferon test results of 2,879 animals
from 657 farms located in Céte d'Or were collected between 2009 and 2012.

The sensitivity of each test has been estimated through a latent class analysis using a Bayesian
approach. This approach is adapted to the estimation of tests characteristics in absence of a gold
standard and permits to take into account prior information like experts’ opinion or literature data
(Greiner and Gardner, 2000).

The sensitivities of the tests were estimated in a representative sample of the bovine population
submitted to gamma interferon test in Céte d'Or, ie. animals from herds in which non negative
results to SICCT were noted. The average sensitivity of IFN (88.1%; [72.8%; 97.5%]ss ¢} Seemed
higher than SICCT sensitivity (80.3%; [61.6%; 98.0%]ssy ) and slightly higher than SIT sensitivity
(84.2%; [59.0%; 98.2%]as% cq), but their credibility intervals overlapped widely. Two similar studies off
IFN using a Bayesian approach have been carried out recently in Ireland (Clegg et al,, 2011) and Spain
(Alvarez et al., 2012).The estimated sensitivity of IFN was 89.3% [77.5%; 97.2%]ssucq in Spain and
64.1% [60.8%; 67.8%]ssycq in Ireland. Our estimate is thus similar to the Spanish result but
significantly higher than the Irish one. In these studies, Bovigam® test was used alone, whereas
recombinant antigens were added in France. The cut-offs were not comparable since results were
expressed as 0.D. without using the % Q.D.

The screening context is different since in these countries IFN is associated in parallel with skin tests
in bovine tuberculosis outbreaks, in order to speed the disease eradication, whereas in Céte d’Or it is
mainly used in serial association with skin tests to speed the release of herds further to a false
positive result with SICCT. Nevertheless, the IFN is also used in parallel association in Cote d’Or in

some herds. In the three countries, the animals with most important reactions to skin tests are
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1

2

3 208 slaughtered before being subjected to IFN. This includes a selection bias that is likely to
g 209  underestimate the sensitivity of the IFN.

6 210  In previous studies, IFN test was described as at least as sensitive as skin tests or more sensitive than
é 211 these tests (Neill et al., 1994; Wood et Jones, 2001 ; Pollock et al., 2003), since IFN permils Lo detect
?O 212 theinfection earlier than skin tests. According to Dean et al. (2005}, the period between the infection
11 213 and the possibility of detection does not depend on the infecting dose. The IFN test is easier to
::g 214  perform than skin tests, since animals need to be restrained only once, to take the blood sample.
::g 215  This is particularly important in Bourgogne, because beef cows spend most time grazing and are not
16 216 used to be handled. The IFN test can be standardised, its result does not depend on the manipulator
::; 217  and its individual results are systematically recorded by the laboratories. Its main drawbacks are its
19 218  cost (40 to 60 euros per test per animal) and technical aspects: the delay between the blood
3? 219  sampling and the analysis at the laboratory should not exceed eight hours {Gormley et al., 2004). In
gg 220  Cote d'Or, this condition was satisfied thanks to a specific system of sample collection and to the
24 221  immediate analysis of the samples by the veterinary laboratory of Cote d’Or.

gg 222 Our second aim was to assess the individual default error risk (i.e. the risk of concluding that an
27 223 infected animal is free) due to the application Céte d'Or protocol and E.U. protocol. The default error
gg 224 risk inhering in the Céte d'Or protocol was Pears pon srotacal = 26.9% [0.0%; 58.9%]gsy, o The default
g? 225  error risk inhering in the E.U. protocol was By woroco. = 29.9% [0.0%; 68.5%]. The average value of
32 226 Peore vor protoco. Was slightly lower than the average value of Bey rroracol but their confidence intervals
23 227 overlapped widely. Our study could not demonstrate the existence of a default error risk excess
gg 228  linked to the use of the serial association of SICCT and IFN compared to the serial association of SIT
37 229  and SICCT. This result suggests that the risk of importing infected cattle considered as free from
gg 230  Bourgogne did not seem higher than from areas following CE/64/432 Directive recommendations.

40 231

41

47 232  To conclude, our study was an original survey aiming at estimating the efficiency of gamma
ji 233 interferon test used in serial association with SICCT for the diagnosis of bovine tuberculosis, in an
45 234  infected area where the disease prevalence is low.

j? 235  The estimation of the sensitivity of gamma interferon showed that this test was slightly more
jg 236 sensitive than SICTT. Our results were consistent with previous studies, even if the epidemiological
50 237  context of bovine tuberculosis in Cote d'Or is very particular. When studying the IFN test and skin
g; 238 teslsin series, we could not demonstrate the existence of a default error risk excess linked to the use
53 239  of the serial association of SICCT and IFN compared to the serial association of SIT and SICCT.

s 2
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Table captions
Table 1: Interpretation of the results of SICCT

Table 2: Interpretation of the results of gamma interferon test

Table 3: Prior Beta(a,b) informative distributions introduced in the model

Table 4: Cross results to SICCT and IFN (doubtful and divergent results considered as positive ones)
Table 5: Cross results to SIT and SICCT {doubtful and divergent results considered as positive ones)

Table 6: Bayesian posterior estimates of the sensitivities of the tests and their covariances
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Tahble 1: Interpretation of the results of SICCT

Skin fold thickening at the Difference of skin fold thickening at the points of
point of bovine PPD bovine PPD injection (DB = B0 — B3) and avian PPD Result
injection (DB = B3-B0) injection (DA = A3-A0)

W o~ 3@ A s WM

10 DB-DA >4 mm Positive

12 DB >2 mm 1mms=DB-DA<4 mm Doubtful

14 DB-DA<1mm Negative

16 DB<2mm Negative
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Table 2: Interpretation of the results of gamma interferon test

Bovigam® result ESAT-6 result IFN result
Positive Positive Positive
Positive Negative

Divergent
Negative Positive
Negative Negative Negative
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Tahle 3: Prior Beta(o,b) informative distributions introduced in the model

Parameters of prior beta

Test Parameter Median  Lower limit {95%) (a.b) distributions

a b

W o~ 3@ A s WM

Se' 83.9% 63.2% 9.4 1.79
SIT
1 Sp’ 96.8% 75.5% 0.10 0.001

13 Se 80.0% 52.0% 5.73 1.43
14 SIcCT
15 Sp 98.8% 78.8% 1.59 0.05

Se 87.6% 73.0% 21.11 2.88
17 IFN
18 Sp 96.6% 85.0% 6.87 0.21

20 L' se: Sensitivity; * Sp: Specificity
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Tahle 4: Cross results to SICCT and IFN (doubtful and divergent results considered as positive ones)

SICCT results IFN results Number of animals
Positive Positive 1,046
Positive Negative 138
Negative Positive 1,503
Negative Negalive 183

TOTAL 2,871
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Tahle 5: Cross results to SIT and SICCT (doubtful and divergent results considered as positive ones)

SIT results SICCT results Number of animals

Positive Positive 1,499

Positive Negative 187

W o~ 3@ A s WM

10 Negative Positive 19

L Negative Negative 82

13 TOTAL 1,787
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Tahle 6: Bayesian posterior estimates of the sensitivities of the tests and their covariances

Test Parameter Mean 95% Credibility Interval {95% Crl)
SIT Se 0.842 [0.550 ; 0.982]
SICCT Se' 0.803 [0.616 ; 0.980]
IFN Se 0.881 [0.728 ; 0.975]
SIT and SICCT ySe’ 0.025 [-0.048 ; 0.122]
SICCT and IFN y Se 0.023 [-0.038 ; 0.105]

Se : Sensitivity ; g y Se : Sensitivity covariance
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Annexe 5 : Récapitulatif au 1°" janvier 2012 des études d’évaluation de tests de dépistage de maladies animales infectieuses par une approche

bayésienne

Modeéle utilisé

Auteurs Année Maladie infectieuse dépistée Espéce animale Nombre de tests Dépendance Nombre de populations

Enoe et al. 2001 Infection par Actinobacillus pleuropneumoniae Porc 2 Oui 6
Valle et al. Infection par le virus du BVD Bovin 1 - 5
Fosgate et al. 2002 Brucellose Bovin 4 Non 2
Sergeant et al. Paratuberculose Ovin 2 Oui 2
Hanson et al. 2003 Infection a Mycoplasma pneumoniae et Brucellose Porc / Bovin 2 Non 1
Orr et al. Leucose bovine Bovin 2 Oui 2

Branscum et al. 2005 Peste porcine classique Porc 1,20u3 Oui / Non lan
Ridge et Galvin Leucose Bovin 2 Non 2
Bronsvoort et al. Fiévre aphteuse Bovin 3 Non 5
Fosgate et al. Brucellose Buffle et bovin 2 Oui 2
Kostoulas et al. 2006 Paratuberculose Chévre 2 Oui 3
Robbe-Austerman et al. Paratuberculose Ovin 3 Oui 2
Wells et al. Paratuberculose Bovin 4 Oui 7
Elvinger et al. Influenza aviaire H7N2 Volaille 2 Oui 1
Goris et al. Fievre aphteuse Bovin 2 Oui 2
Mercier et al. Paratuberculose Chévre 2 Non 2
Muma et al. 2007 Brucellose Bovin 3 Oui 3
Pinches et al. FIV et FeLV Chat 3 Non 1
Toft et al. Infection par le virus du Visna Maedi Ovin 3 Oui 6
Van Shaike et al. Paratuberculose Bovin 2 Oui 2
Bronsvoort et al. Fievre aphteuse Buffle 2 Oui 3
Engel et al. Fievre aphteuse Bovin 6 Oui 6
Mahé et al. 2008 Salmonellose Volaille 2 Oui 1
Nérette et al. Anémie infectieuse Saumon 3 Oui 4
Vandenbussche et al. Fievre catarrhale ovine Ovin 2 - n
Woldemariam et al. Campylobactériose Volaille 2 Oui 2
Alinovi et al. Paratuberculose Bovin 4 Non 1
Drew et al. 2009 Tuberculose Suricate 3 Oui 2
Weber et al. Paratuberculose Bovin 2 Oui 2
De Benedictis et al. Influenza A Chien 1 - 1
Fablet et al. Infection par Mycoplasma hyopneumoniae Porc 4 Oui 1
Norton et al. Paratuberculose Bovin 2 Oui 4
Rose et al. 2010 Hépatite E Porc 2 Non 1
Schumaker et al. Brucellose Bison 2 Oui 2
Scott et al. Maladie de Johne Bovin 2 - n
Van der Goot et al. Influenza aviaire Volaille 2 Oui 2
Wilkins et al. Salmonellose Porc 2 Oui 2
Clegg et al. Tuberculose Bovin 2 Oui 2
Haley et al. 2011 Infection par le circovirus porcin 2 Porc 2 Oui 2
Matope et al. Brucellose bovine Bovin 4 Non 2
Wagner et al. Infection par Borrelia burgdorferii Cheval 2 Non 2
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Annexe 6 : Principes généraux des tests sérologiques de dépistage de la brucellose étudiés

Epreuve a I’antigéne tamponné (EAT) ou Rose-Bengale test (RBT)

L'EAT est une technique qualitative d’agglutination active directe sur lame, obtenue en
mélangeant une goutte du sérum de l'individu testé a une goutte d’antigéne (Ag constitué d’une
suspension inactivée de Brucella) coloré au Rose Bengale. L’agglutination apparait dans les minutes
qui suivent et est confirmée par les témoins (positif et négatif) (Figure A).

Figure A : Epreuve a I’Antigene Tamponné : aspect des résultats positif et négatif

Photo : ANSES

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Le test ELISA peut étre utilisé pour la détection et le dosage d’antigénes ou d’anticorps. Dans le
cas de la détection d’un anticorps, celui-ci est fixé spécifiquement sur les antigénes tapissant un
support, et révélé par un second anticorps (dit « de détection »), couplé a une enzyme qui induit la
coloration d’un substrat. La lecture automatisée des densités optiques est réalisée a l'aide d’un
spectrophotometre (Figure B). On distingue plusieurs types d’ELISA. Le principe de I'ELISA indirect (I-
ELISA) et de I'ELISA compétitif (C-ELISA) sont détaillés dans la figure C et la figure D, respectivement.

Figure B : Aspect d’une plaque de réaction ELISA en fin de manipulation

Photo : ANSES
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Figure C : Principe de I’ELISA indirect
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Figure : [http://www.enzolifesciences.com/support/immunoassay-kits/immunoassay-basics/]

Figure D : Principe de I’ELISA de compétition
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Figure : [http://www.enzolifesciences.com/support/immunoassay-kits/immunoassay-basics/]

Test de polarisation de fluorescence ou Polarised Fluorisation Assay (FPA)

Le FPA est basé sur la mesure de la polarisation de la lumiere causée par la présence de
molécules de grande taille résultant des réactions antigéne/anticorps.
La vitesse de rotation des molécules en milieu liquide dépend de leur taille, avec une vitesse moins
élevée pour grosses molécules. Un marqueur fluorescent est utilisé pour marquer un antigene en
solution. Cet antigene est mis en présence du sérum a tester. Si le sérum contient des anticorps
spécifiques de I'antigéne marqué, un complexe antigéne/anticorps de grande taille se forme. Le
changement de vitesse de rotation de la molécule du a cette liaison est mis en évidence en lumiéere
polarisée (Figure E).

Figure E : Principe du FPA (D’apreés Arkin et al., 2012)
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Figure : [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK92000/]
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Test de fixation du complément (FC)

Un antigéne spécifique est ajouté au sérum testé. Si des anticorps spécifiques de I'antigéne sont
présents dans le sérum, des complexes immunitaires se forment. Du complément est ajouté. Il est
alors activé par ces complexes immunitaires, et ainsi consommé. Des érythrocytes sensibilisés sont
ensuite ajoutés. Une lyse des érythrocytes se produit lorsqu’il reste suffisamment de complément
(c’est-a-dire lorsque aucun complexe immunitaire n’a été formé). Si le complément a été consommé,
les érythrocytes restent intacts et donnent aprés centrifugation un précipité (Figure F). L'obtention
d’un résultat semi-quantitatif est rendu possible par le titrage du point final du sérum.

Figure F : Aspect d’une plaque de réaction de fixation du complément en fin de manipulation

Photo : ANSES
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Annexe 7 : Probabilités de survenue des combinaisons de résultats a cinq tests dépendants

dans une population

pr00000 = prev*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*(1-p23)*(1-p47) + (1-prev)*p3*p6*pl2*p24*p48
pr00001 = prev*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*(1-p23)*p47+ (1-prev)*p3*p6*p12*p24*(1-p48)
pr00010 = prev*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*p23*(1-p46) + (1-prev)*p3*p6*pl12*(1-p24)*p49
pr00011 = prev*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*p23*p46 + (1-prev)*p3*p6*pl12*(1-p24)*(1-p49)
pr00100 = prev*(1-p2)*(1-p5)*pl1*(1-p22)*(1-p45) + (1-prev)*p3*p6*(1-p12)*p25*p50
pr00101= prev*(1-p2)*(1-p5)*p11*(1-p22)*p45 + (1-prev)*p3*p6*(1-p12)*p25*(1-p50)
pr00110 = prev*(1-p2)*(1-p5)*pll1*p22*(1-p44) + (1-prev)*p3*p6*(1-p12)*(1-p25)*p51
pr00111 = prev*(1-p2)*(1-p5)*pl1*p22*p44 + (1-prev)*p3*p6*(1-p12)*(1-p25)*(1-p51)
pr01000 = prev*(1-p2)*p5*(1-p10)*(1-p21)*(1-p43) + (1-prev)*p3*(1-p6)*p13*p26*p52
pr01001 = prev*(1-p2)*p5*(1-p10)*(1-p21)*p43 + (1-prev)*p3*(1-p6)*p13*p26*(1-p52)
pr01010 = prev*(1-p2)*p5*(1-p10)*p21*(1-p42) + (1-prev)*p3*(1-p6)*p13*(1-p26)*p53
pr01011 = prev*(1-p2)*p5*(1-p10)*p21*p42 + (1-prev)*p3*(1-p6)*p13*(1-p26)*(1-p53)
pr01100 = prev*(1-p2)*p5*p10*(1-p20)*(1-p41) + (1-prev)*p3*(1-p6)*(1-p13)*p27*p54
pr01101 = prev*(1-p2)*p5*p10*(1-p20)*p41 + (1-prev)*p3*(1-p6)*(1-p13)*p27*(1-p54)
pr01110 = prev*(1-p2)*p5*p10*p20*(1-p40) + (1-prev)*p3*(1-p6)*(1-p13)*(1-p27)*p55
pr01111 = prev*(1-p2)*p5*p10*p20*p40 + (1-prev)*p3*(1-p6)*(1-p13)*(1-p27)*(1-p55)
pr10000 = prev*p2*(1-p4)*(1-p9)*(1-p19)*(1-p39) + (1-prev)*(1-p3)*p7*p14*p28*p56
pr10001 = prev*p2*(1-p4)*(1-p9)*(1-p19)*p39 + (1-prev)*(1-p3)*p7*p14*p28*(1-p56)
pr10010 = prev*p2*(1-p4)*(1-p9)*p19*(1-p38) + (1-prev)*(1-p3)*p7*pl4*(1-p28)*p57
pr10011 = prev*p2*(1-p4)*(1-p9)*p19*p38 + (1-prev)*(1-p3)*p7*p14*(1-p28)*(1-p57)
pr10100 = prev*p2*(1-p4)*p9*(1-p18)*(1-p37) + (1-prev)*(1-p3)*p7*(1-p14)*p29*p58
pr10101 = prev*p2*(1-p4)*p9*(1-p18)*p37 + (1-prev)*(1-p3)*p7*(1-p14)*p29*(1-p58)
pr10110 = prev*p2*(1-p4)*p9*p18*(1-p36) + (1-prev)*(1-p3)*p7*(1-p14)*(1-p29)*p59
pr10111 = prev*p2*(1-p4)*p9*p18*p36 + (1-prev)*(1-p3)*p7*(1-p14)*(1-p29)*(1-p59)
pr11000 = prev*p2*p4*(1-p8)*(1-p17)*(1-p35) + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*p15*p30*p60
pr11001 = prev*p2*p4*(1-p8)*(1-p17)*p35 + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*p15*p30*(1-p60)
pr11010 = prev*p2*pa*(1-p8)*p17*(1-p34) + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*p15*(1-p30)*p61
pr11011 = prev*p2*p4d*(1-p8)*pl7*p34 + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*p15*(1-p30)*(1-p61)
pr11100 = prev*p2*pd*p8*(1-p16)*(1-p33) + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*p31*p62
pr11101 = prev*p2*pd*p8*(1-p16)*p33 + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*p31*(1-p62)
pr11110 = prev*p2*pd*p8*p16*(1-p32) + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*(1-p31)*p63
pr11111 = prev*p2*pa*p8*p16*p32 + (1-prev)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*(1-p31)*(1-p63)
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Annexe 8 : Expression des paramétres d’un modéle permettant I’estimation des
caractéristiques de cinq tests dépendants dans une population en fonction des probabilités
conditionnelles des combinaisons de résultats aux cing tests

Sel=p2

Spl=p3

Se2=p2*p4+(1-p2)*p5

Sp2=p3*p6+ (1-p3)*p7

Se3=p2*(p4*p8+(1-p4)*p9)+(1-p2)*(p5*p10+(1-p5)*p11)

Sp3=p3*(p6*p12+(1-p6)*p13)+(1-p3)*(p7*pla+(1-p7)*pl5)

Sed=p2*(pd*(p8*pl6+(1-p8)*pl7)+(1-p4)*(p9*p18+(1-p9)*p19))+(1-p2)*(p5*(p10*p20+(1-p10)
*p21) +(1-p5)*(p11*p22+(1-p11)*p23))

Spd=p3*(p6*(p12*p24+(1-p12)*p25)+(1-p6)*(p13*p26+(1-p13)*p27))+(1-p3)*(p7*(p14* p28 +(1-
p14)*p29)+(1-p7)*(p15*p30+(1-p15)*p31))

Se5=p2*(p4*(p8*(p16*p32+(1-p16)*p33)+(1-p8)*(p17*p34+(1-p17)*p35))+(1-p4)*(p9* p18*p36+(1-
p18)*p37)+(1-p9)*(p19*p38+(1-p19)*p39)))+(1-p2)*(p5*(p10*(p20*p40+(1-p20)*p41)+(1-
p10)*(p21*pd2+(1-p21)*p43))+(1-p5)*(p11*(p22*p44+(1-p22)*p45)+(1-p11)*(p23*p46+(1-
p23)*p47)))

Sp5=p3*(p6*(p12*(p24*p48+(1-p24)*p49)+(1-p12)*(p25*p50+(1-p25)*p51))+(1-p6)*(p13
*(p26*p52+(1-p26)*p53)+(1-p13)*(p27*p54+(1-p27)*p55)))+(1-3)*(p7*(p14*(p28*p56+(1-
p28)*p57)+(1-p14)*(p29*p58+(1-p29)*p59))+(1-p7)*(p15*(p30*p60+(1-p30)*p61)+(1-p15)
*(p31*p62+(1-p31)* p63)))
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Annexe 9 : Expression des covariances des sensibilités de cinq tests dépendants étudiés par
paires dans une population

vSeT T, = p2*p4 - sel*se2

vSeT T; = p2*(p4*p8+(1-p4)*p9) - sel*se3

vSeT T, = p2*(pd*(p8*pl6+(1-p8)*pl17)+(1-p4)*(p9*p18+(1-p9)*p19)) - sel*sesd

vSeT Ts = p2*(p4*(p8*(pl6*p32+(1-p16)*p33)+(1-p8)*(p17*p34+(1-p17)*p35))+(1-pl)*(p9*(p18*
p36 + (1-p18)*p37) + (1-p9)*(p19*p38 + (1-p19)*p39))) - sel*se5

vSeT,T3 = p2*pd*p8+(1-p2)*p5*p10 - se2*se3

vSeT, T4 = p2*(pd*(p8*pl6 + (1-p8)*pl17))+ (1-p2)*(p5*(p10*p20 + (1-p10)*p21)) - se2*se4d

vSeT,Ts <- p2*(pd*(p8*(p16*p32 + (1-p16)*p33)+(1-p8)*(p17*p34 + (1-p17)*p35)))+(1-p2)*(p5*(p10
*(p20*p40 + (1-p20)*p41)+(1-p10)*(p21*p42 + (1-p21)*p43))) - se2*se5

vSeTsT, = p2*(p4*p8*pl6 + (1-p4)*p9*p18)+(1-p2)*(p5*p10*p20+(1-p5)*p11*p22) - se3*sed

ySeTsTs = p2*(p4*(p8*(p16*p32 + (1-p16)*p33))+(1-p4)*(p9*(p18*p36+(1-p18)*p37)))+(1-p2)*(p5*

(p10*(p20*p40 + (1-p20)*p41))+ (1-p5)*(p11*(p22*p44 + (1-p22)*p45))) - se3*se5

ySeTaTs = p2*(pd*(p8*(p16*p32) +(1-p8)*(p17*p34))+(1-p4)*(p9*(p18*p36)+ (1-p9)*(p19*p38)))+(1-
p2)*(p5*(p10*(p20*p40)+(1-p10)*(p21*p42))+(1-p5)*(p11*(p22*p44)+(1-p11)*(p23*p46)))-
sed*se5
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Annexe 10 : Expression des covariances de spécificités de cinq tests dépendants étudiés par
paires dans une population

YSpTiT, = p3*p6 - spl*sp2

VYSpT.Ts = p3*(p6*p12+(1-p6)*p13) - spl*sp3

VSpTiT, = p3*(p6*(p12*p24+(1-p12)*p25)+(1-p6)*(p13*p26+(1-p13)*p27)) - spl*spl

VSpPT.Ts = p3*(p6*(p12*(p24*p48+(1-p24)*p49)+(1-p12)*(p25*p50+(1-p25)*p51))+(1-p6)*(p13*
(p26*p52 + (1-p26)*p53) + (1-p13)*(p27*p54 + (1-p27)*p55))) - sp1*sp5

VYSpT,T3 = p3*p6*pl2+(1-p3)*p7*pls - sp2*sp3

VSpT,T4 = p3*(p6*(p12*p24 + (1-p12)*p25)) + (1-p3)*(p7*(p14*p28 + (1-p14)*p29)) - sp2*sp4l

VSpT,Ts = p3*(p6*(p12*(p24*p48 + (1-p24)*p49) + (1-p12)*(p25*p50 + (1-p25)*p51)))+ (1-
p3)*(p7*(p14*(p28*p56 + (1-p28)*p57) + (1-p14)*(p29*p58 + (1-p29)*p59))) - sp2*sp5

VSPTsTs = p3*(p6*p12*p24+(1-p6)*p13*p26) + (1-p3)*(p7*p14*p28+(1-p7)*p15*p30) - sp3*sp4

VSpTsTs = p3*(p6*(p12*(p24*p48 + (1-p24)*p49)) + (1-p6)*(p13*(p26*p52 + (1-p26)*p53)))+ (1-
p3)*(p7*(p14*(p28*p56 + (1-p28)*p57))+ (1-p7)*(p15*(p30*p60 + (1-p30)*p61))) - sp3*sp5

ySpTaTs = p3*(p6*(p12*(p24*pa8)+(1-p12)*(p25*p50)) + (1-p6)*(p13*(p26*p52) + (1-
p13)*(p27*p54)))+(1-p3)*(p7*(p14*(p28*p56) + (1-p14)*(p29*p58)) + (1-p7)*(p15*(p30*p60) +
(1-p15)*(p31*p62))) - spd*sp5
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Annexe 11 : Code WinBUGS utilisé pour I’estimation des caractéristiques de cinq tests

dépendants dans une population

model

{

r[1:32]~dmulti(pr[1:32],n1)

pr[1] <- prevl*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*(1-p23)*(1-p47)+ (1-prevl)*p3*p6*pl2*p24*p48
pr(2] <- prevl*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*(1-p23)*pd7+ (1-prevl)*p3*p6*pl2*p24*(1-p48)
pr(3] <- prevl*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*p23*(1-p46)+ (1-prevl)*p3*p6*pl2*(1-p24)*p49
pr(4] <- prevl*(1-p2)*(1-p5)*(1-p11)*p23*p46 + (1-prevl)*p3*p6*pl12*(1-p24)*(1-p49)
pr[5] <- prevl1*(1-p2)*(1-p5)*p11*(1-p22)*(1-p45)+ (1-prevl)*p3*p6*(1-p12)*p25*p50
pr[6] <- prevl*(1-p2)*(1-p5)*p11*(1-p22)*p45 + (1-prevl)*p3*p6*(1-p12)*p25*(1-p50)
pr(7] <- prevl1*(1-p2)*(1-p5)*p11*p22*(1-p44) + (1-prevl)*p3*p6*(1-p12)*(1-p25)*p51
pr(8] <- prev1*(1-p2)*(1-p5)*p11*p22*p44d + (1-prevl)*p3*p6*(1-p12)*(1-p25)*(1-p51)
pr[9] <- prevl*(1-p2)*p5*(1-p10)*(1-p21)*(1-p43)+ (1-prevl)*p3*(1-p6)*p13*p26*p52
pr[10] <- prevl*(1-p2)*p5*(1-p10)*(1-p21)*p43 + (1-prevl)*p3*(1-p6)*pl13*p26*(1-p52)
pr[11] <- prev1*(1-p2)*p5*(1-p10)*p21*(1-p42) + (1-prevl)*p3*(1-p6)*p13*(1-p26)*p53
pr[12] <- prev1*(1-p2)*p5*(1-p10)*p21*p42 + (1-prevl)*p3*(1-p6)*p13*(1-p26)*(1-p53)
pr[13] <- prev1*(1-p2)*p5*p10*(1-p20)*(1-p41) + (1-prevl)*p3*(1-p6)*(1-p13)*p27*p54
pr[14] <- prev1*(1-p2)*p5*p10*(1-p20)*p41 + (1-prevl)*p3*(1-p6)*(1-p13)*p27*(1-p54)
pr[15] <- prev1*(1-p2)*p5*p10*p20*(1-p40) + (1-prevl)*p3*(1-p6)*(1-p13)*(1-p27)*p55
pr(16] <- prev1*(1-p2)*p5*p10*p20*p40+ (1-prevl)*p3*(1-p6)*(1-p13)*(1-p27)*(1-p55)
pr[17] <- prev1*p2*(1-p4)*(1-p9)*(1-p19)*(1-p39)+ (1-prevl)*(1-p3)*p7*pl4*p28*p56
pr(18] <- prev1*p2*(1-p4)*(1-p9)*(1-p19)*p39 + (1-prevl)*(1-p3)*p7*pl14*p28*(1-p56)
pr[19] <- prev1*p2*(1-p4)*(1-p9)*p19*(1-p38) + (1-prevl)*(1-p3)*p7*pl14*(1-p28)*p57
pr[20] <- prev1*p2*(1-p4)*(1-p9)*p19*p38 + (1-prevl)*(1-p3)*p7*p14*(1-p28)*(1-p57)
pr(21] <- prev1*p2*(1-p4)*p9*(1-p18)*(1-p37) + (1-prevl)*(1-p3)*p7*(1-p14)*p29*p58
pr(22] <- prevl*p2*(1-p4)*p9*(1-p18)*p37 + (1-prevl)*(1-p3)*p7*(1-p14)*p29*(1-p58)
pr(23] <- prevl*p2*(1-p4)*p9*p18*(1-p36) + (1-prevl)*(1-p3)*p7*(1-p14)*(1-p29)*p59
pr(24] <- prev1*p2*(1-p4)*p9*p18*p36 + (1-prevl)*(1-p3)*p7*(1-p14)*(1-p29)*(1-p59)
pr(25] <- prev1*p2*p4d*(1-p8)*(1-p17)*(1-p35)+ (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*p15*p30*p60
pr[26] <- prevl*p2*pd*(1-p8)*(1-p17)*p35 + (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*p15*p30*(1-p60)
pr(27] <- prev1*p2*pd*(1-p8)*p17*(1-p34) + (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*p15*(1-p30)*p61
pr(28] <- prevl1*p2*pad*(1-p8)*p17*p34+ (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*p15*(1-p30)*(1-p61)
pr[29] <- prevl1*p2*pd*p8*(1-p16)*(1-p33) + (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*p31*p62
pr[30] <- prevl*p2*pd*p8*(1-p16)*p33+ (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*p31*(1-p62)
pr(31] <- prev1*p2*pd*p8*p16*(1-p32) + (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*(1-p31)*p63
pr(32] <- prev1*p2*pd*p8*p16*p32 + (1-prevl)*(1-p3)*(1-p7)*(1-p15)*(1-p31)*(1-p63)
prevl~ dbeta(1,1)

p2 ~ dbeta(a,b)

p3 ~ dbeta(a,b)

p4 ~ dbeta(1,1)

p5 ~ dbeta(1,1)

p6 ~ dbeta(1,1)

p7 ~ dbeta(1,1)

p8 ~ dbeta(1,1)

p9 ~ dbeta(1,1)

pl0 ~ dbeta(1,1)

pll~ dbeta(1,1)

pl2 ~ dbeta(1,1)

p13 ~ dbeta(1,1)
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pl4 ~ dbeta(1,1)
p15 ~ dbeta(1,1)
pl6 ~ dbeta(1,1)
pl7 ~ dbeta(1,1)
p18 ~ dbeta(1,1)
p19 ~ dbeta(1,1)
p20 ~ dbeta(1,1)
p21 ~ dbeta(1,1)
p22 ~ dbeta(1,1)
p23 ~ dbeta(1,1)
p24 ~ dbeta(1,1)
p25 ~ dbeta(1,1)
p26 ~ dbeta(1,1)
p27 ~ dbeta(1,1)
p28 ~ dbeta(1,1)
p29 ~ dbeta(1,1)
p30 ~ dbeta(1,1)
p31~ dbeta(1,1)
p32 ~ dbeta(1,1)
p33 ~ dbeta(1,1)
p34 ~ dbeta(1,1)
p35 ~ dbeta(1,1)
p36 ~ dbeta(1,1)
p37 ~ dbeta(1,1)
p38 ~ dbeta(1,1)
p39 ~ dbeta(1,1)
p40 ~ dbeta(1,1)
p4l~ dbeta(1,1)
p42 ~ dbeta(1,1)
p43 ~ dbeta(1,1)
p44 ~ dbeta(1,1)
p45 ~ dbeta(1,1)
p46 ~ dbeta(1,1)
p47 ~ dbeta(1,1)
p48 ~ dbeta(1,1)
p49 ~ dbeta(1,1)
p50 ~ dbeta(1,1)
p51 ~ dbeta(1,1)
p52 ~ dbeta(1,1)
p53 ~ dbeta(1,1)
p54 ~ dbeta(1,1)
p55 ~ dbeta(1,1)
p56 ~ dbeta(1,1)
p57 ~ dbeta(1,1)
p58 ~ dbeta(1,1)
p59 ~ dbeta(1,1)
p60 ~ dbeta(1,1
p61 ~ dbeta(1,1
p62 ~ dbeta(1,1

)
)
)
p63 ~ dbeta(1,1)
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sel<-p2

spl<-p3

se2 <- p2*p4 + (1-p2)*p5

sp2 <- p3*p6 + (1-p3)*p7

se3 <- p2*(p4*p8 + (1-p4)*p9) + (1-p2)*(p5*p10 + (1-p5)*pll)

sp3 <- p3*(p6*p12 + (1-p6)*p13) + (1-p3)*(p7*pl14 + (1-p7)*p15)

sed <- p2*(p4*(p8*pl6 + (1-p8)*pl7) + (1-p4)*(p9*p18+ (1-p9) *p19)) + (1-p2)*(p5*(p10*p20 + (1-
p10)*p21)+(1-p5)*(p11*p22+(1-p11)*p23))

spd <- p3*(p6*(pl2*p24 + (1-p12)*p25) + (1-p6)*(p13*p26 + (1-p13)*p27)) + (1-p3)*(p7*(p14*p28 +
(1-p14)*p29) + (1-p7)*(p15*p30 + (1-p15)*p31))

seSa <- p2*(pd*(p8*(pl6*p32 + (1-p16)*p33) + (1-p8)*(pl7*p34 + (1-p17)*p35)) + (1-
p4)*(p9*(p18*p36 + (1-p18)*p37) + (1-p9)*(p19*p38 + (1-p19)*p39)))

se5b <- (1-p2)*(p5*(pl0*(p20*p40 + (1-p20)*pd4l) + (1-pl0)*(p21*pd2 + (1-p21)*p43)) + (1-
P5)*(p11*(p22*p44 + (1-p22)*p4a5) + (1-p11)*(p23*p46 + (1-p23)*p47)))

se5 <-se5a+se5b

sp5a <- p3*(p6*(pl2*(p24*p48 + (1-p24)*p49) + (1-p12)*(p25*p50 + (1-p25)*p51)) + (1-
P6)*(p13*(p26*p52 + (1-p26)*p53) + (1-p13)*(p27*p54 + (1-p27)*p55)))

sp5Sb <- (1-p3)*(p7*(pld*(p28*p56 + (1-p28)*p57) + (1-pld)*(p29*p58 + (1-p29)*p59)) + (1-
p7)*(p15*(p30*p60 + (1-p30)*p61) + (1-p15)*(p31*p62 + (1-p31)*p63)))

sp5 <- sp5a+sp5b

covsel2 <- p2*p4 - sel*se2

covspl2 <- p3*p6 - spl*sp2

covsel3 <- p2*(p4*p8+(1-p4)*p9) - sel*se3

covspl3 <- p3*(p6*p12+(1-p6)*p13) - spl*sp3

covseld <- p2*(p4*(p8*p16+(1-p8)*p17)+(1-p4)*(p9*p18+(1-p9)*p19)) - sel*sed

covspld <- p3*(p6*(p12*p24+(1-p12)*p25)+(1-p6)*(p13*p26+(1-p13)*p27)) - spl*sp4

covsel5 <- p2*(pd*(p8*(pl6*p32 + (1-pl6)*p33) + (1-p8)*(pl7*p34 + (1-pl17)*p35)) + (1-
p4)*(p9*(p18*p36 + (1-p18)*p37) + (1-p9)*(p19*p38 + (1-p19)*p39))) - sel*se5

covspl5s <- p3*(p6*(pl2*(p24*p48 + (1-p24)*pd49) + (1-pl2)*(p25*p50 + (1-p25)*p51)) + (1-
p6)*(p13*(p26*p52 + (1-p26)*p53) + (1-p13)*(p27*p54 + (1-p27)*p55))) - sp1*sp5

covse23 <- p2*p4*p8+(1-p2)*p5*p10 - se2*se3

covsp23 <- p3*p6*pl2+(1-p3)*p7*pld - sp2*sp3

covse24 <- p2*(p4*(p8*p16 + (1-p8)*pl7)) +(1-p2)*(p5*(p10*p20 + (1-p10)*p21)) - se2*sed
covsp24 <- p3*(p6*(p12*p24 + (1-p12)*p25)) + (1-p3)*(p7*(p14*p28 + (1-p14)*p29)) - sp2*sp4
covse25 <- p2*(p4*(p8*(p16*p32 + (1-p16)*p33) + (1-p8)*(p17*p34 + (1-p17)*p35))) + (1-
p2)*(p5*(p10*(p20*p40 + (1-p20)*p41) + (1-p10)*(p21*p42 + (1-p21)*p43))) - se2*se5

covsp25 <- p3*(p6*(pl2*(p24*pd48 + (1-p24)*p49) + (1-p12)*(p25*p50 + (1-p25)*p51)))+ (1-
pP3)*(p7*(p14*(p28*p56 + (1-p28)*p57) + (1-p14)*(p29*p58 + (1-p29)*p59))) - sp2*sp5

covse34 <- p2*(pd*p8*p16 + (1-p4)*p9*p18) + (1-p2)*(p5*p10*p20+(1-p5)*p11*p22) - se3*sed
covsp34 <- p3*(p6*p12*p24+(1-p6)*p13*p26) + (1-p3)*(p7*p14*p28+(1-p7)*p15*p30) - sp3*sp4s
covse35 <- p2*(pd*(p8*(p16*p32 + (1-p16)*p33)) + (1-p4)*(p9*(p18*p36 + (1-p18)*p37)))+ (1-
p2)*(p5*(p10*(p20*p40 + (1-p20)*p4d1))+ (1-p5)*(p11*(p22*p44 + (1-p22)*p45))) - se3*se5

covsp35 <- p3*(p6*(pl2*(p24*p48 + (1-p24)*p49)) + (1-p6)*(p13*(p26*p52 + (1-p26)*p53)))+ (1-
p3)*(p7*(p14*(p28*p56 + (1-p28)*p57))+ (1-p7)*(p15*(p30*p60 + (1-p30)*p61))) - sp3*sp5

covse45 <- p2*(p4*(p8*(pl6*p32) +(1-p8)*(p17*p34))+(1-p4)*(p9*(p18*p36)+ (1-
P9)*(p19*p38)))+(1-p2)*(p5*(p10*(p20*p40)+ (1-p10)*(p21*p42))+(1-p5)*(p11*(p22*p4d)+(1-
pl1)*(p23*p46))) - sed*se5

covspd5 <- p3*(p6*(pl2*(p24*p48) + (1-pl12)*(p25*p50)) + (1-p6)*(pl3*(p26*p52) + (1-
p13)*(p27*p54)))+(1-p3)*(p7*(p14*(p28*p56) + (1-p14)*(p29*p58)) + (1-p7)*(p15*(p30*p60) + (1-
p15)*(p31*p62))) - spd*sp5

}
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Annexe 12 : Estimation des covariances de sensibilité et de spécificité des cinq tests de
dépistage de la brucellose porcine étudiés par paires en France métropolitaine

(Analyse « Résultats douteux exclus »)
Estimation des covariances des Estimation des covariances

Test 1 Test 2 sensibilités des spécificités
(vSe, ICr 95%") (vSp, ICr 95%")
EAT FPA [3,643"8%?0802677] [o,ozsoégs; 10%33797]
EAT -ELISA [-o,o;'ssla;zoE,omas] [o,o1ooégl;?gl987]
EAT CELISA, [3,192%’832;1(()),%4698] [0,02202'22;%1,33451]
EAT C-ELISA; [1,3 13&9%?%?043 1] [1,6251E"ZS7;87E;;369E'°3]
-03
FPA -ELISA [—3,663 '56'3093?'50,02904] [0,01907'23;%1,33294]
FPA CELISA, [1,923%‘931;63%373 1] [o,ozsoégs;207,34033]
FPA C-ELISA; [1,363'59‘%??),70392] [1,28125"0155;4 :;;306E'°3]
-ELISA CELISA, [-3,0290I::9’31 ,-2(3)?03502] [0,01301’31;?32556]
-ELISA C-ELISA; [-7,423 I’;’O%?Ei);3756] [9,9431I:Z'9°%T|§3_,?3?;9E'03]
C-ELISA;  C-ELISA, 0% LoSeE 03

[-3,633E%; 0,054]

[-1,281E% ; 0,01011]

YIntervalle de crédibilité 3 95%
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Annexe 13 : Estimation des sensibilités et de spécificités de cinq tests de dépistage de la
brucellose porcine étudiés en France métropolitaine apreés inclusion des résultats douteux en |-
ELISA et/ou en FPA dans I'étude

(Analyses « Résultats douteux interprétés comme négatifs », « Résultats douteux interprétés

comme positifs » et « Résultats douteux interprétés selon le contexte »)

Douteux interprétés

comme négatifs
[Icr 95%]*

Douteux interprétés

comme positifs
[Icr 95%]*

Douteux interprétés selon

le contexte
[1Cr 95%]*

0,879 [0,833; 0,927]

0,868 [0,828 ; 0,904]

0,869 [0,825 ; 0,909]

0,943 [0,930; 0,953]

0,945 [0,937 ; 0,953]

0,943 [0,905 ; 0,953]

0,929 [0,913 ; 0,940]

0,941 [0,894 ; 0,972]

0,936 [0,885 ; 0,970]

0,930 (0,917 ; 0,941]

0,830[0,817 ; 0,841]

0,911 [0,870; 0,923]

0,664 [0,612 ; 0,717]

0,687 [0,639 ; 0,730]

0,692 [0,630 ; 0,945]

0,969 [0,957 ; 0,970]

0,960 [0,952 ; 0,967]

0,964 [0,951 ; 0,972]

0,908 [0,849 ; 0,986]

0,951 [0,905 ; 0,989]

0,946 [0,893 ; 0,987]

0,949 [0,935; 0,959]

0,950 [0,940 ; 0,959]

0,950 [0,908 ; 0,962]

0,960 [0,896 ; 0,994]

0,963 [0,904 ; 0,994]

0,959 [0,898 ; 0,993]

0,994 [0,977 ; 1,0]

0,996 [0,986 ; 1,0]

0,993 (0,949 ; 1,0]

0,118 [0,099; 0,132]

0,120 [0,107; 0,132]

0,117 [0,072 ; 0,132]

Parametre
Se?
EAT 3
Sp
Se
FPA
Sp
Se
I-ELISA
Sp
Se
C-ELISA;
Sp
Se
C-ELISA,
Sp
Prévalence
DIC

173

175

166

YIntervalle de crédibilité 3 95% ; * Se = Sensibilité ; Sp = Spécificité
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Annexe 14 : Estimation des sensibilités et de spécificités de cinq tests de dépistage de la
brucellose porcine étudiés en Polynésie frangaise apres inclusion des résultats douteux en I-ELISA
et/ou en FPA dans I’étude

(Analyses « Résultats douteux interprétés comme négatifs », « Résultats douteux interprétés

comme positifs » et « Résultats douteux interprétés selon le contexte »)

Douteux interprétés

comme négatifs
[Icr 95%]*

Douteux interprétés

comme positifs
[Icr 95%]*

Douteux interprétés selon

le contexte
[1Cr 95%]*

0,723 [0,493; 0,920]

0,733 [0,503; 0,931]

0,769 [0,514 ; 0,975]

0,863 [0,820; 0,906]

0,865 [0,821 ; 0,908]

0,834 [0,771;0,872]

0,754 [0,527 ; 0,942]

0,779 [0,577 ; 0,950]

0,773 [0,544 ; 0,970]

0,834 [0,792 ; 0,875]

0,760 [0,721 ; 0,799]

0,854 [0,803 ; 0,900]

0,856 [0,691 ; 0,980]

0,874 [0,730; 0,982]

0,858 [0,647 ; 0,987]

0,839 [0,800; 0,877]

0,832 [0,797 ; 0,867]

0,828 (0,774 ; 0,870]

0,709 [0,369 ; 0,982]

0,714 [0,397 ; 0,982]

0,647 [0,375; 0,991]

0,874 [0,819; 0,928]

0,876 [0,824 ; 0,927]

0,867 [0,795 ; 0,933]

0,955 [0,890; 0,992]

0,954 [0,888 ; 0,992]

0,969 [0,915 ; 0,995]

0,859 [0,829 ; 0,889]

0,861 [0,833; 0,890]

0,860 [0,811 ; 0,891]

0,210 [0,209 ; 0,294]

0,209 [0,137 ; 0,290]

0,210[0,138; 0,293]

Parametre
Se?
EAT 3
Sp
Se
FPA
Sp
Se
I-ELISA
Sp
Se
C-ELISA;
Sp
Se
C-ELISA,
Sp
Prévalence
DIC

135

134

76

YIntervalle de crédibilité 3 95% ; * Se = Sensibilité ; Sp = Spécificité
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Annexe 15 : Code WinBUGS utilisé pour I’estimation des caractéristiques de deux tests
dépendants dans une population

model

{

r[1:4] ~ dmulti(pr[1:4], n1)

pr[1] <- prevl*(sel*se2+covDp) + (1-prevl)*((1-sp1)*(1-sp2)+covDn)
pr[2] <- prevl*(sel1*(1-se2)-covDp) + (1-prevl)*((1-sp1)*sp2-covDn)
pr[3] <- prevl*((1-sel)*se2-covDp) + (1-prevl)*(sp1*(1-sp2)-covDn)
pr(4] <- prevl*((1-sel)*(1-se2)+covDp) + (1-prevl)*(spl*sp2+covDn)
Is <- (sel-1)*(1-se2)

us <- min(sel,se2) - sel*se2

Ic <- (sp1-1)*(1-sp2)

uc <- min(sp1,sp2) - sp1*sp2

prevl~ dbeta(1,1)

sel ~dbeta(31.5,3.5)

spl ~dbeta(7.07,0.372)

se2 ~dbeta(1,1)

sp2 ~dbeta(11.025,0.225)

covDn ~ dunif(Ic, uc)

covDp ~ dunif(ls, us)

rhoDp <- covDp / sqrt(se1*(1-sel)*se2*(1-se2))

rhoDn <- covDn / sqrt(sp1*(1-sp1)*sp2*(1-sp2))

}
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Annexe 16 : Estimation des caractéristiques de deux tests de dépistage de I’épididymite
contagieuse du bélier (FC et I-ELISA) en interprétant les résultats de L’I-ELISA selon les seuils
recommandés par le fabricant

(Analyse « Résultats douteux exclus »)

Sensibilité Spécificité
FC 0,852 [0,741 ; 0,962]icros% 0,989 [0,940 ; 1,0]\cro5%
I-ELISA 0,939 [0,839; 0,995 cr95% 0,952 [0,884 ; 1,0]icro5%
yse' 0,025 [-0,004 ; 0,102]icro5%
1Sp> 0,006 [-2,24.10° ; 0,046]icra5%

1 - o 2 . e s
Covariance des sensibilités ; “Covariance des spécificités

La prévalence estimée dans la population étudiée était de 26,6% [20,4% ; 31,3%]icro5%.

Le DIC était de 24.
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Annexe 17 : Principe des tests allergiques de dépistage de la tuberculose bovine :
Intradermotuberculination simple et intradermotuberculination comparative

On distingue deux types d’intradermotuberculination : I'intradermotuberculination simple
(IDS) et I'intradermotuberculination comparative (IDC).

< L'intradermotuberculination simple (IDS)

Le principe de I'IDS est similaire a celui du test cutané a la tuberculine développé par Charles
Mantoux en 1908 pour le diagnostic de la tuberculose chez ’'Humain (Snider, 1982).
L'intradermotuberculination simple consiste en I'injection intradermique de 0,1 mL de tuberculine
bovine dans I'encolure du bovin.

La réaction se traduit par une réaction inflammatoire qui peut étre accompagnée d’une adénite des
nceuds lymphatiques pré-scapulaires (I'observation de la réaction inflammatoire est dite lecture
« subjective » ou « qualitative »).

La lecture « objective » ou « quantitative » doit étre effectuée par mensuration du pli cutané avant
injection et 72 heures apres injection. Elle ne peut pas étre avancée car la réaction débute
tardivement (24 a 48 heures aprés injection). La réaction atteint son maximum 72 heures apres
injection et s’atténue progressivement pour disparaitre au bout de quelques jours.

La lecture objective du résultat est réalisée comme indiqué dans le tableau A :

Tableau A : Modalités de lecture des résultats de I'IDS selon la réaction observée (lecture
qualitative) et la mesure d’épaississement cutané Ax

Lecture qualitative Lecture quantitative Résultat
Réaction inflammatoire Ax 24 mm Positif
Réaction faible ou absente Ax <2 mm Négatif
Autres cas 2mm<Ax<4 mm Douteux

X L’intradermotuberculination comparative (IDS)

L'intradermotuberculination comparative (IDC) repose sur les mémes principes que I'IDS
mais permet de différencier les réactions d’HSR dues a I'infection par M. bovis (ou M. tuberculosis)
de celles engendrées par des mycobactéries atypiques. L'objectif de ce test est de comparer
I'intensité de la réaction d’un animal a la tuberculine bovine d’une part et a la tuberculine aviaire
d’autre part. Les mycobactéries atypiques sont apparentées a M. avium: lors d’infection
paraspécifique (par M. kansasii par exemple), I'intensité de la réaction a la tuberculine aviaire sera
plus importante que l'intensité de la réaction a la tuberculine bovine (Pollock et al., 2003). De plus,
Les réactions spécifiques de M. bovis restent stables dans le temps, tandis que les réactions non
spécifiques évoluent.

Aprés mensuration des plis de peau aux sites d’injection, on injecte, du méme c6té de
I’encolure et en deux points distincts de 0,1 mL de tuberculine bovine et de 0,1 mL de tuberculine
aviaire. Les mensurations cutanées avant injection sont notées AO (au site d’injection de la
tuberculine aviaire) et BO (au site d’injection de la tuberculine bovine).

La lecture est réalisée 72 heures aprés injection, par mensuration des plis de peau aux deux sites
(notés A3 site « tuberculine aviaire » et B3 site « tuberculine bovine »). On pose :

- AB=B3 - B0 I'épaississement du pli cutané au site d’injection de la tuberculine bovine ;

- DA =A3 - A0 I'épaississement du pli cutané au site d’injection de la tuberculine aviaire.
Les modalités de lecture objective des résultats de I'IDC sont indiquées dans le tableau B :
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Tableau B : Modalités de lecture des résultats de I'IDC selon les mesures d’épaississement
cutané aux points d’injection de la tuberculine bovine (AB) et de la tuberculine aviaire (AA)

Réaction a Finjection de Différence d’épaississement cutané entre

. . les points d’injection de tuberculine bovine Résultat
tuberculine bovine . .
et aviaire
AB — AA >4 mm Positif
AB>2 mm Imm<AB-AA <4 mm Douteux
AB—-AA <1 mm Négatif
AB <2 mm Négatif

Dans certains départements (Céte d’Or par exemple), I'arbre décisionnel prévoit une distinction
entre animaux « grands douteux » (i.e. animaux dont le résultat est douteux en IDC mais qui
présentent une réaction positive a l'injection tuberculine bovine, AB > 4 mm) et animaux « petits
douteux », qui présentent un résultat douteux en IDC et une réaction douteuse a l'injection de
tuberculine bovine, 2 mm < AB < 4 mm).

L'interprétation des résultats de I'IDC est réalisée a I'échelle du troupeau. Elle est effectuée a I'aide
d’un graphique regroupant les résultats des animaux du cheptel sous forme d’un nuage de points.
Chaque point, de coordonnées AB (en abscisses) et AA (en ordonnées), correspond au résultat d’'un
animal du troupeau. Deux droites d’équations Al:y =x—1et A2 :y = x— 4 divisent le graphique en
trois zones :

- les résultats situés au-dessus de Al sont négatifs ;

- lesrésultats situés entre Al et A2 sont douteux ;

- les résultats situés au-dessous de A2 sont positifs.
Le résultat global du troupeau prend en compte la position du nuage de points. Si plusieurs points
sont dans la zone de positivité, le résultat global est positif. Si les points sont a cheval sur le secteur
négatif et le secteur douteux, le résultat global est douteux. Si les points appartiennent tous a la zone
de négativité, le résultat global est négatif.

Figure G: Représentation graphique des résultats d’IDC de trois cheptels :

- un cheptel indemne de tuberculose dans lequel aucune réaction non spécifique n’est
observée (Figure G.a) ;

- un cheptel atteint de paratuberculose (M. paratuberculosis) (Figure G.b) ;

- un cheptel atteint de tuberculose bovine (Figure G.c).

Figure G.a Figure G.b Figure G.c
N DA (mm) N DA (mm) R DA (mm)
A
)¢
W
"
W
W.OW
W w w
*f +# W W
2 4 > 2 4 >

DB (mm)
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Annexe 18 : Principe du test de dosage de I'interféron gamma pour le dépistage de la
tuberculose bovine

Le dosage de I'interféron gamma (IFN) est réalisé sur prélevement sanguin (sang total sur tube
hépariné). Des aliquotes de sang sont mis en présence de différents antigénes : dérivés protéiques
purifiés bovin et aviaire (« Purified Derivative Protein », PPD) et antigene témoin négatif (PBS) puis
mis en incubation. La mise en présence des antigénes doit étre effectuée au plus tard 8 heures aprés
le prélévement.

L'IFN présent dans le surnageant est dosé par ELISA sandwich (kit commercial Bovigam®), pour
chacun des types d’antigenes utilisés, avec quantification par mesure de la densité optique (DO). Si
I'animal a déja été en contact avec un des antigénes utilisés, le contact in vitro sang/antigéne
provoque la production de cytokines (dont I'IFN) par les lymphocytes T (Pollock et al., 2003).

Le principe du dosage de I'lFN est représenté dans la figure H :

Figure H : Principe de I'IFN par la méthode ELISA (Bovigam®) (d'aprés M.L. Boschiroli, LNR

Tuberculose)
r%
o« Ldd

Sans Ag PPD aviaire PPD bovine

1. Collecte du sang 2. Transport du tube 3. Traitement du sang
Un échantillon est collecte dans un  Les échantillons sont gardés a Le sang est placé dans des plaques
tube avec héparine température ambiante et transportés puits de culture cellulaire. Les
au laboratoire dans les 8 heures lymphocytes T sont stimulés avec
aprés collecte tampon PBS (témoin), PPDs aviaire

etbovinea 37° C (16-24 hr).

& T Lymphocytes
* IFN-¥
“*  Avian PPD Receptor
H u m AanPPD Receptor
" Avian PPD

Bovine PPD
4. Incubation 5. IFN-y EIA (Etape 2)
PBS (Sans Ag) !ymphocyle_ T avec fﬂéMife Le plasma est transféré a4 des microplagques. La
ne stimule pas immunologique se lient aux Ag du quantité d'IFN-y produite est mesurée par EIA.
la production PPD et répondent par la production
d'IFN-¥ dIFN-y.

Certains procédés permettent d’améliorer les capacités du dosage de I'lIFN :

- I'ajout d’'un témoin mitogéne est un révélateur de I'état des lymphocytes et de leur capacité
a produire de l'interféron ;

- I'ajout de peptides recombinants (ESAT-6 et CFP-10) améliore la spécificité du test sans trop
en détériorer la sensibilité (Buddle et al., 2000) : 'ESAT-6 est un antigene présent chez M.
bovis mais absent chez la plupart des mycobactéries environnementales, a I'exception de M.
kansasii, M. szulgai et M. marinum (Gormley et al., 2006).

Les résultats chiffrés peuvent étre exprimés sous forme d’une densité optique brute ou sous une
forme dite « normalisée ». Cette derniére modalité est utilisée depuis quelques années par les
laboratoires vétérinaires des départements francais utilisant I'[FN afin de limiter les variations de
résultats liées aux différents lots d’antigénes utilisés (Faye et al., 2008). Les formules « normalisées »
pour le kit Bovigam® et pour les antigénes recombinants (ESAT-6 et CFP-10) sont les suivantes :
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Résultat Bovigam® = (PPD Bovine — PPD Aviaire) / (Témoin positif — Témoin négatif)

|

Résultat Recombinant = (Recombinant — PBS) / (Témoin positif — Témoin négatif)
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Annexe 19 : Localisation des cantons appartenant a la « zone rouge » en Céte d’Or

Baigneux- les-

Juifs
Montbard
Saint-Seine-
I’Abbaye
Venarey
Semur ~en- Sombernon
Auxois
Précy-sous- Bligny-sur-
Thil Ouche
Vitteaux
Pouilly-en-
Auxois
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Annexe 20 : Arbre décisionnel utilisé pour la prise de décisions sanitaires en matiére de tuberculose bovine dans le département de Cote d’Or

R2
/—"' Pas de lésion, et PCR- Y|

_ALPI‘{.-‘]'S' d_Abatt:Fe .:
e S Lésion, Hist + et/ou PCR + >3
+ » Limitati 4
j b Contexte défavorable m;m;;::ts \ — -
épidémio gronEae Abattage Leésion, Hist. + et/ou
favorable - Limitation > di 5 PCR +
IDC By 1i"f+ mouvements b lagnafr e
N Lmitation
}1? tx | ¢ def i 4 INFy ¢ /- | mouvements ¢ ‘\ z = _
maois orzitexte éfavorable T . Pas de lésion, et paur nan ()
épidémio -+ - T
favorable R1 1_ PER :
] ¥ veeveenessnp] R1pourles DTX sans INFy
3 S pour IDC
non (-}
.-IIIIIIII-IIIIIIII.IIIIIIII.IIIIII: JAEEEEEE ........-........-........=
—%  Maintien qualification  : E Levée suspension T
NN NN EENEEEEER RS FEE NN SN NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEE®
IDC pos si (B3-B0)-(A3-AD) > 4mm. R1 = Recontrdle & 2 mois de 10% des bovins > 12 mois (contacts) 15 bovins au
IDC nég si (B3-B0)-{A3-A0) <1mm. minimum.
IDC dix silmm < (B3-B0)-(A3-A0) < 4mm et 2>DB<4mm
IDC DTX silmm < (B3-B0)-{A3-A0)< 4mm et DB> 4mm. R2 = Recontrole a 2 mois de tous les bovins > 6 semaines non testés et 10% des
bovins > 12 mois (divergents, contacts) 15 bovins au minimum

S = Suspension qualification, APMS et SIGAL
Contexte épidémiologique favorable = nouvelle zone

Sortie de requalification Contexte épidémiologique défavorable = zone & risque (résidents et
paturants) + liens épidémiologiques + anomalies récurrentes et cheptels 3
probléme 50
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Annexe 21 : Localisation des foyers de tuberculose bovine en Dordogne entre 2007 et 2009
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Annexe 22 : Arbre décisionnel utilisé pour la prise de décisions sanitaires en matiére de tuberculose bovine dans le département de la Dordogne au
cours des campagnes 2009-2010 et 2010-2011

INF Seul

} - IDC Seul )
w &)
/ IDC &INF ; .
Favorable - > w X
Divppd+ : w
o e < —

N
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Difaverable | S0US 8 semaines
(bva INF Chon Abattage -
DS () négatif)et IDC ( diagnostique Examen | w

o lotdesbvIDSs |~ histologique N
Ou -
Divrec+ non négatif) Lesion | &laPCR * _

)

négatif

Lézion (-}

-APMS

- qualification -
. ] suspendue Examen
. ;omesl._?e ; .Abattage histologique
@ scamiicain tomenge ]SRRI S

Lézion
=)

Sortie A : INF (-)

Sortie B : INF (divppd+) suivi d’une expertise (DDCSPP 24)*favorable

Sortie C1: INF (divppd+) suivi d’une expertise défavorable et d'un recontrdle INF & IDC favorable
Sortie C2 : INF (divppd+) suivi d’une expertise défavorable et d'un recontréle IDC seul favorable

Sortie C3 : INF (divppd+) suivi d’une expertise défavorable et d'un recontrile INF seul favorable

Sortie D : INF(+) ou IDC(+)

1: Direction Départementale de la Cohésion Sociale et de la Protection des Populations de la Dordogne
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Annexe 23 : Protocole décisionnel prévu par la réglementation européenne (Directive CE/64/432)

défavorable 1

Suspension —# Abattage

—™ Laboratoire

.
L

défavorable
R 42

'-‘—l favorable
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’( Laboratoire ‘

. | 3Ab
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Lm By
0 APMS R 42
IDS ou IDC Bv @ UE
>=H semaines
I : ms IDC £+ Abartage
. Suspension.

l ]_.I.I]Tp
:.. EEIEEESSEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEN
: Maintien qualification indemne

]
]
.
]
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favorable

:IIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIII‘LIIIII‘

Levée suspension 1

=ll-llllllll-llllllll-llllllll-llllllll-llf

IDC positive st (B3-B0)-(A3-A0) > 4mm_DB =2 mm

IDC négative s1 (B3-B0)-(A3-A0) <Ilmm.
IDC Dtx s1 lmm < (B3-B0)-(A3-A0) < 4mm.
IDS Dix si pli peau entre 2 et 4mm.

IDS positive = 4 mm.

IDS négative <2 mm.

3Ab = Chemin selon le paragraphe 3Ab de la directive UE/64/432. annexe A

IDT = Intradermotuberculination
IDS = Intradermotuberculination simple
IDC = Intradermotuberculination comparative

+ = résultat douteux a I'IDT

Bv =bovins ; Tp = troupeau.

APDI - Arrété préfectoral de mise sous surveillance (Troupeau infecté)
@ APMS = Pas d arrété préfectoral de mise sous surveillance

Lm = Limitation de mouvements
& UE = pas de commerce pour UE

R 42 = Recontrdle au 42 jours au minimum de tous les bovins = 6 semaines douteux. Les bovins IDS sont recontrdlés avec un IDC on. pour obtenir la levée de la
suspension, les résultats dotvent étre négatives aprés 42 jours aprés I'élimination du dernier animal ayant présenté un IDT(+).
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Annexe 24 : Détail des résultats de I’estimation des caractéristiques des tests de dépistage de
la tuberculose bovine par une approche bayésienne en Céte d’Or

Test Paramétre Moyenne Bornes de l'intervalle de crédibilité a 95%
IDC se' 0,803 0,616 0,980
Sp’ 0,083 0,070 0,095
DS Se 0,842 0,590 0,982
Sp 0,104 0,089 0,119
N Se 0,881 0,728 0,975
Sp 0,623 0,602 0,645
y Sé’ 0,025 -0,048 0,122
IDC et IDS Z
v Sp 0,037 0,030 0,046
y Se 0,023 -0,038 0,105
IDC et IFN
Y Sp -0,001 -0,008 0,005
y Se 0,026 -0,025 0,105
IDS et IFN
v Sp 0,006 0,0003 0,012

!Se : Sensibilité ; 2Sp : Spécificité ; >y Se : Covariance des sensibilités; *y Sp : Covariance des
spécificités

‘Remarque: La majorité des animaux de la population étudiée, pour lesquels des résultats
individuels étaient disponibles, avaient été soumis a un test IFN suite a une
intradermotuberculination non négative (a I’exception des animaux provenant de troupeaux suivant
un protocole d’abattage partiel). Les spécificités estimées de I'IDS et de I'IDC sont donc extrémement
et anormalement faibles, en raison de ce biais de sélection. Elles n'ont pas de signification
épidémiologique.
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Annexe 25 : Détail des résultats de I’estimation des caractéristiques des tests de dépistage de
la tuberculose bovine par une approche bayésienne en Dordogne

Test Paramétre Moyenne Bornes de l'intervalle de crédibilité a 95%
DS se' 0.882 0,758 0,975
sp’ 0,272 0,249 0,295
IFN Se 0,842 0,589 0,981
Sp 0,608 0,582 0,633
y se® 0,026 -0,026 0,104

IDS et IFN 7

v Sp -0,068 -0,080 -0,057

!Se : Sensibilité ; 2Sp : Spécificité ; >y Se : Covariance des sensibilités; *y Sp : Covariance des
spécificités

"Remarque: La majorité des animaux de la population étudiée, pour lesquels des résultats
individuels étaient disponibles, avaient été soumis a un test IFN suite a une
intradermotuberculination non négative (a I'exception des animaux appartenant a des troupeaux
sous suivi renforcé). La spécificité estimée de I'IDS est donc extrémement et anormalement faible, en

raison de ce biais de sélection. Elle n’a pas de signification épidémiologique.
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RESUME

L'étude et le choix des stratégies décisionnelles en santé animale nécessite de disposer
d’informations sur I'efficacité des outils disponibles, qu’il s’agisse d’un test unique, d’'une association
de plusieurs tests ou d’'un ensemble de criteres cliniques et épidémiologiques. La validation des tests
de dépistage ou de diagnostic constitue donc un prérequis a la conception de protocoles d’aide a la
prise de décisions sanitaires. Lorsqu’il existe une référence fournissant une information sur le statut
infectieux des individus étudiés, I'estimation des caractéristiques des tests peut étre effectuée de
maniére directe. En santé animale, il est toutefois fréquent de ne pas disposer de cette information,
lorsqu’aucun test ne référence n’est disponible ou lorsqu’il n’a pas pu étre mis en ceuvre, pour des
raisons pratiques, économiques ou éthiques. Dans ce cas, I'étude des tests requiert |'utilisation de
méthodes statistiques adaptées, telles I'utilisation de modeéles a classe latente implémentés par une
approche bayésienne.

Nous avons choisi, au cours de nos travaux, de nous intéresser a |'estimation de la part
d’incertitude liée a I'utilisation de tests en tant qu’outils d’aide a la prise de décision.

Nous exposons dans un premier chapitre les enjeux et les modalités de la lutte contre les maladies
animales, les outils épidémiologiques disponibles pour I'élaboration de stratégies décisionnelles et
les méthodes permettant I'évaluation de ces outils et leur comparaison. Les trois chapitres suivants
constituent une application de ces méthodes, dans des contextes différents correspondant a trois
types de situations dans lesquelles il existe un besoin d’aide a la décision sanitaire en santé animale :
le dépistage de la brucellose porcine chez les porcs reproducteurs, le dépistage de I'épididymite
contagieuse du bélier chez les béliers destinés a I'export et le dépistage de la tuberculose bovine
dans les départements de Céte d’Or et de Dordogne et dans la région camarguaise. Le dernier
chapitre de ce manuscrit consiste en une discussion générale sur les modalités de choix d’un outil

d’aide a la décision sanitaire.

Mots-clefs : Approche bayésienne, brucellose, décision sanitaire, dépistage, santé animale, test,

tuberculose
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ABSTRACT

Knowing the efficacy of a diagnostic tool, whether it is a test used alone, a sequence of
several tests or a group of clinical criteria, is essential to study and choose decision strategies. The
validation of diagnostic and screening tests is thus necessary to conceive decision schemes. When a
gold standard is available, the characteristics of a test can be estimated directly. However, the true
individual disease status of the animals is often unknown, particularly in absence of a gold standard
or when the gold standard cannot be used because of economical, practical or ethical constraints. In
these cases, specific statistical methods like latent class models implemented through a Bayesian
approach must be used.

Our work aimed at estimating the uncertainty due to the use of diagnostic tests as decision
tools. The first chapter presents the issues and practical details of the struggle against animal disease
and the epidemiological tools available to estimate the characteristics of the tests and to compare
them. In the three following chapters, these methods are applied to three different contexts in which
the conception and the evaluation of decision tools are needed: the screening of porcine brucellosis
in breeding hogs, the screening of Brucella ovis infection in exported rams and the screening of
bovine tuberculosis in Cote d’Or, Dordogne and Camargue (France). The last chapter consists in a

global discussion about how to choose a decision tool.

Key-words: Animal health, Bayesian approach, brucellosis, decision tool, screening, test, tuberculosis
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