Un test PCR [$5110en temps réel

pour renforcer la lutte contre la Tuberculose bovine
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Introduction :

Mise en place d’'un test PCR 18110en temps réel en Dordogne

Le test PCR 16110en temps réel, kit TagV@MTBC de LSI, est utilisé a titre expérimental
en Dordogne depuis 2006.

En effet, il permet de compléter le diagnostic eeégtntaire basé sur I'histologie et la
bactériologie. Cependant, les résultats de la PE€Ronivaient alors étre pris en compte dans
la décision sanitaire, car ce test ne figurait gess les textes réglementaires et I'évaluation
de ses performances (analytiques et diagnostiquéit que partielle (Figures 11.1.3 et
11.1.4).

Ainsi, l'objectif du travail exposé dans ce chapita été d'évaluer la sensibilité et la
spécificité analytigues de ce test PCRS1E0 en temps réel. Cependant, cette approche
analytique n’étant pas suffisante pour valider tégration du test dans les séquences
diagnostiques opérationnelles de la Tb, il a fathpérativement disposer d’éléments de
confirmation sur le terrain. En effet, I'évaluatiotle la sensibilité et la spécificité
diagnostiques de cette méthode PCR par comparaisotechniques officielles de diagnostic
de la Tb (histologie et bactériologie) devait pettneede déterminer si 'utilisation de cette

méthode en complément des tests officiels pouvadtiarer le diagnostic de la Tb.

Les études de sensibilité et spécificité analygsent exposées dans le sous-chapitre 1 et

celles de sensibilité et spécificité diagnostigsmst présentées dans le sous-chapitre 2.
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Sous-Chapitre 1:

Etude analytique du test PCR 1$110en temps réel utilisé en Dordogne

Comme nous l'avons présenté dans la premiére metiee manuscrit, le kit PCR TaqVet
MTBC a été développé afin de permettre I'amplifizatet la détection exclusives d’un
fragment de la séquence d'insertio51304 I'aide d’un couple amorces et sonde Tadfan
spécifiques. Sachant que 18$10est rapportée comme présente uniquement dansdengé
de toutes les mycobactéries du MTBC, il était ngaes de vérifier la capacité de détection

par ce test PCR de ces bactéries, c'est-a-diensdité analytique.

La spécificité analytique d’'un test PCR est sa ciéaa distinguer de maniere univoque
'agent cible d’autres agents proches génétiquerdenta cible d’intérét et/ou se trouvant
dans le domaine d’application. Par conséquenyd@&tde la spécificité analytique du test a
egalement éte effectuée afin de vérifier s’il nempatait pas I'amplification et la détection de
bactéries autres que celles présentes dans le MjliB@résenteraient une séquence analogue

ou proche de la cible génétiqueésiS.Q

Matériels et Méthodes

|. Description des échantillons pour les études desensibilité et spécificité
analytiques du test PCR 1$110

I.1. Etude de la sensibilité analytique du test REE.10

Pour vérifier la sensibilité analytique du test PISR11Q les ADN des especes bactériennes
incluses dans le MTBC, présentant une concentrdtidobe de 100 fg/ul, ont été analysés
avec ce test.

Cette concentration correspond a 105 copies6d’l® pour M. bovis monocopie étudiée
(Cf. Annexes XII et XlIl), comme le recommande larme AFNOR NF T 90-471 relative

a la détection et la quantification desegionella et/ou Legionella pneumophilapar
concentration et amplification génique par réactierpolymérisation en chaine en temps réel
— (AFNOR, 2010)). Nous avons tenu compte de cettenaccar elle est a ce jour la seule
norme AFNOR diffusée traitant de la technique PEReffet, au moment de la rédaction de

ce manuscrit, la normalisation (AFNOR) de la teghei PCR employée en santé animale
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n'était encore qu'en projet (rédaction) (PR NF U6OD relative a la « Guide de bonnes

pratiques pour la mise en ceuvre de la PCR en hélagérinaire »).

Les mycobactéries du MTBC testées ont été les st@saM. bovis M. caprae M. microti,
M. pinnipedii M. africanum(souches sauvages caractérisées par I'Afssa par REIR
(Annexe 1V)) etM. tuberculosigsouche ATCC 27294M. canettin’était pas disponible.

I.2. Etude de la spécificité analytique du test RE6110

Bien que la spécificité du couple amorces et s@idété auparavant vérifige silico par la
société LS|, a partir du logiciel d’alignement dmjgences NCBI BLAST, il était cependant
nécessaire d'évaluer la spécificité analytique detast a partir de I'analyse d’ADN de
bactéries (isolées) autres que celles présentaseldiTBC.

1.2.1. Mycobactéries n'appartenant pas au MTBC

La liste des mycobactéries excluant celles appantesiu MTBC, a tester a été établie a partir
d’'une analyse approfondie de la littérature (Tablk2.1).

En effet, Jordao Junio€.M. et ses collegues ont démontré en 2009 la pcésele
mycobactéries non tuberculeuses (MNTM. ( simiae, M. kansasii, M. flavescens,
M. gordonag¢ dans le lait cru de buffle d’eau, au Brésil. lls @galement montré que ces
résultats étaient en accord avec des publicatinté&iaures, par exemples de Leite C.Q@f.
al. en 2003 §1. fortuitum, M. marinum, M. kansasii, M. gordonadentifiées dans des
échantillons de lait (pasteurisé ou non) au Breéd#) Konuk M.et al. en 2007 (lait bovin
pasteuris€é ou non au Brésil), de Jha VeE.al. en 2007 M. xenopi, M. fortuitum,
M. chelonae, M. gordonae, M. kansagplées de lait cru de buffle au Népal), de HaxriB.

et al.en 2007 §. fortuitumretrouvée dans du fromage en Californie).

De plus, Hughes M.Set al. (2005) ont identifié par PCRM. nonchromogenicum,
M. malmoense, M. aviursubsp. paratuberculosis, M. aviunsubspavium, M. kansasia

partir de ganglions de bovins d’'Irlande du Nord.

Par ailleursM. smegmatipossede une sequence similaire 6180 (Coros A., DeConno E.
et Derbyshire K.M., 2008).
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Tableau I1.2.1. Etude de la spécificité analytique du test PCRLI® —
Liste des mycobactéries n’appartenant pas au MTRGStar et effectivement disponibles

Mycobactéries Source Afé
autres que MTBC (codification) Reférence$
M. avium subsp.avium® ATCC 25291 0,2,4,7,8,9
M. avium subsp.paratuberculosig | ATCC 19698 2,9

M. avium subsp.hominissuis’

*

M. chelonaesubsp.chelonae®

ATCC (35752)"

0,13,4,7,8,10, 13,14

M. facinogenes Non disponible -

M. flavescend CIP 104533 0,1,4,8
M. fortuitum fortuitum 2 ATCC (6841)" 0,1,3,4,7,8,9,10, 13, 14, 15
M. gastrib CIP 104530 0,4,8,10
M. gordona€’ ATCC (14470)" 0,1,3,4,54,7,8,9,10
M. intermedium® * -

M. intracellulare® ATCC (15985)" 0,4,7,8,9,13, 14,15

M. kansasii® ATCC (12478)" | 0,1,2,3,4,5,8, 10, 13, 14, 15
M. marinum? ATCC (927)7 1,3,4,8,9
M. nonchromogenicun? * 2,4,6,8
M. malmoense Non disponible 2,13,14,15
M. paraffinicum® * 12
M. scrofulaceum Non disponible 3,4,8
M. simiae? ATCC (25275)" 0,1,3 4
M. smegmatig ATCC (19420)" 3,4,7,10, 11
M. szulgai Non disponible 3,4,10
M. phlei® ATCC 354 4,7,8
M. terrae complex’ * 2,3,4,8
M. triviale * 4,8
M. ulcerans® (CRo%ggsesz) 1,3,4,8,10
M. vaccae Non disponible 0,3,4,8,10
M. xenopi * 0,1,3,7,8,9,13,14

¥ ADN provenant du Laboratoire Eau EnvironnemenSgitémes Urbains, Ecole des Ponts, Paris (Radomski
N., doctorant) ¥/ ADN provenant de ATCC/ American Type Culture @otion ; T/ Souche type ; CPS/
Collection de la Pitié-Salpétriere (Paris, Franc#&) ldentification bactérienne des isolats par usngage
ADNr 16S, par I'Afssa-Lerpaz ;

“/ Références des articles citant I'utilisation degcabactéries pour vérifier la spécificité de PCR MTB® 156110 0/
Hénault S, Karoui C. et Boschiroli M.L., 2006 ; btdao Junior C.Met al, 2009 ; 2/ Hugues M.%t al, 2005 ; 3/ Tasara
T., Hoelzle L.E. et Stephan R., 2005 ; 4/ Rodrigli€z. et al, 1995 ; 5 :Skuce R.Aet al, 1994 ; 6/ McCorry T.Pet al,
2004 ; 7/ Bakshi C.et al, 2005 ; 8/ Liébana Eet al, 1996 ; 9/ Taylor G.Met al, 2007 ; 10/ Parra Aet al, 2008 ; 11/
Coros A., DeConno E. et Derbyshire K.M., 2008 ; 12ngy/ S.Het al, 2008 ; 13/ Hellyer T.Xkt al, 1996 ; 14/ Kent Let
al., 1995 ; 15/ McHugh T.D., Newport L.E. et Gillesj@eH., 1997.
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Au total, 26 mycobactéries ont été sélectionnéds srapratique, certaines souches n’étaient
pas disponibles. Par conséquent, seules 21 myéolesctont été effectivement testées
(Tableau 11.2.1.).

Sachant que la norme AFNOR NF T 90-471 recommaneéelap essais d’exclusivité soient
réalisés sur des extraits d’ADN de facon a obtewirminimum 10 000 unités génomes
(AFNOR, 2010), toutes les mycobactéries disponiskasf M. xenopi(soit 20 échantillons,

Tableau 11.2.1) ont donc été testées pour une carat®n en ADN de 0,01 ng/pl (soit

0,05 ng/puits) (Annexe XI)M. xenopia été testée a partir du lysat d’'une colonie (non

purifiée et donc non quantifiée).

1.2.2. Bactéries n'appartenant pas au géfyeobacterium

La liste des bactéries a tester n'appartenant pageareMycobacterium a été établien
tenant compte des criteres suivants : Bactérieartgmant a I'ordre des Actinomycétales,
et/ou engendrant des lésions similaires a celles dwne infection par les mycobactéries du
MTBC et/ou possédant une séquence d’insertion airaib I''S5110

Seuls les échantillons d’ADN de 10 bactéries (Itaétllons) ont été testés par PCR a la
concentration de 0,01 ng/ul (AFNOR, 2010) (Tablg&u2).

Tableau I1.2.2. Etude de la spécificité analytique du test PCRLI® —
Liste des bactéries testées n'appartenant pasmaelgdgcobacterium

Bactéries n’appartenar_lt pas Source codification)
au genreMycobacterium

Escherichia coli? * (SC35)
Mycoplasma bovis ATCC 25523
Nocardia farcinica® IFM 10152
Rhodococcus spp. * (SC48)
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Streptococcus agalactiae ATCC 27956
Streptococcus dysgalactiae ATCC 27957
Streptococcus uberis ATCC 27958
Streptomyces spp. * (SC49)
Pseudomonas spp. *(SC32)

4 ADN provenant provenant du Laboratoire Eau Envimment et Systémes Urbains, Ecole des Ponts, Paris
(Radomski N., doctorant) ; IFM/ Collection de Cuéiidu Centre de Recherche sur les champignonsgeatae
et les mycobactéries toxiques, Chiba, Japon.* Iflemion bactérienne des isolats par séquencagerABS.
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D’autres mycobactéries telles quéctinobacillus lignieresii, Actinomyces pyogenes,
Corynebacterium pseudotuberculosis, Nocardia agfesy qui étaient prévues dans la liste

auraient méritées d’'étre testées mais elles niétai@alheureusement pas disponibles.

Il. Protocole d’amplification et de détection par FCR 1S6110de la cible génétique

et Méthode d’interprétation des résultats

L'étude analytique de ce test PCR a porté uniquémsienla cible génétique 6310du test.
En effet, la cible génétique IPC (contrble d’extiat) n’était pas utile pour cette étude

puisque les échantillons d’ADN analysés ne conngas d’IPC (Annexe IX).

II.1. Protocole d’amplification et de détection R de la cible génétiqued$l0

Pour cette approche analytique, nous avons dom@am@é@iniquement le mix nécessaire a la
réaction PCR permettant I'amplification et la détet d’'un fragment d’'I8110 (Mix
1S6110. Le Mix IS6110a été reconstitué a partir des réactifs suivahtaster mix et couple

amorces et sonde Tagnfaspécifiques du fragment d6310recherché (Annexe IX).

Pour chacune des études (sensibilité et spécificiédytiques du test, ainsi que pour sa limite
inférieure de détection étudiée en (Annexe Xllig)volume final de chaque réaction PCR
était de 25ul. Dans chaque puits (ou cupule) ou une réactioR @it a réaliser, fl
d’échantillon d’ADN ont été distribués dans lesi2@e Mix 1S6110 préalablement déposés.
Par ailleurs, afin de valider 'analyse PCR, unto@le positif d’amplification de la cible
génétique 18110 (EPC) distribué comme un échantillon, a été étilmur chacune des
études de sensibilité et spécificité du test. Denméune cupule contenant 25 pl de Mix
IS6110 réservée au contrble négatif d’amplification (N@) été également employée
(Annexe IX).

L’amplification et la détection du fragment cibl@toété réalisées avec le thermocycleur
ABIPRISM™ 7500 et en utilisant le programme déerit Annexe IX (avec un changement

dans le nombre de cycles a I'étape 3, soit 50 itépet au lieu de 45).

[I.2. Méthode d’interprétation des résultats

Les résultats des témoins positif (EPC) et nég@i€C) d’amplification ont di étre

préalablement validés avant d’interpréter les tasildes échantillons. En effet, la valeur du
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Ctise1100btenue pour 'EPC devait étre comprise entretZBeet la valeur du (gk1100btenue

pour le NC devait étre supérieure a 50 (nombreydkes réalisés).

Un systeme d’interprétation des résultats des éitloas analysés avec le test PCR basé
uniguement sur la cible génétique61dQ est décrit en Annexe Xl (établi suite a la
détermination de la limite de détection du test aoPies correspondant a une valeur de
Ctise110 de 38). Ainsi, le résultat d’'un échantillon edenprété positif (positif MTBC) si la
valeur du Gggripest inférieure a 38 ou neégatif (négatif MTBC) aivialeur du Gis110 est
supérieure a 50 (aucun signal détecté). Il faukedgent tenir compte de I'aspect de la courbe
(exponentielle).

Résultats et Discussion

Dans les deux études analytiques, I'analyse PCie aadidée par les témoins et les résultats
des échantillons testés ont ainsi pu étre integprét

|. Etude de la sensibilité analytique du test PCR36110

Les valeurs des (gt110 Obtenues pour les six ADN des mycobactéries du ®ITH. bovis

M. caprae M. tuberculosisM. microti, M. africanumet M. pinnipedi) ont été inférieures a la
valeur de Ct correspondant a la limite de détedf@izsi10 < 38). Ces résultats apportent la
confirmation que ce test PCR permet la détecticnafpéces présentes dans le MTBC. Sa
sensibilité analytique est donc excellente d’autpre la concentration des ADN testés étaient

relativement faible (100 fg/ul).

Il. Etude de la spécificité analytique du test PCRS6110

Parmi les 21 échantillons testés, fortement comésrén ADN de mycobactéries autres que
MTBC, 5 ont présenté un signal positif $st10< 38). Il s’agissait de mycobactéries
atypiques :M. flavesceng36,3), M. gastri (34,6), M. gordonae(35,0) etM. paraffinicum
(34,3) etM. xenopi(28,8). Toutefois, les ADN des mycobactéries testaient 100 fois plus
concentrés (0,01 ng/ul soit 10 000 fg/ul) que cdesx mycobactéries du MTBC.

De plus, ces mycobactéries ont été également assysvec un autre test PCR130en
temps réel développé par I'Afssa-Lerpaz (noté PG8s#d), (Hénault S., Karoui C. et
Boschiroli M.L., 2006) et les deux dernieres myatbdes M. paraffinicumet M. xenop)
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ont présenté également un signal positif (Ct raspaoent similaires a ceux obtenus avec le

test PCR 18110étudié dans cet article) (résultats non présentés)

En outre, le test PCR 6310 étudié n'a pas permis la détection des mycobastétie
complexeM. avium (MAC) (en particuliersM. aviumsubsp.paratuberculosiset M. avium
subsp.avium couramment retrouvés chézs bovins) et des bactéries n’appartenant pas au
genreMycobacteriumEn effet, parmi les 10 autres échantillons tedt&®N de bactéries

autres quéMycobacteriunmspp., aucun signal n’a été détect§ddzio> 50).

Au regard de ces résultats, la spécificité analgtiglu test PCR EL10 semble donc

convenable.

Conclusion

L'objectif du travail exposé dans ce sous-chapitait d’évaluer d’'un point de vue
analytique, le test PR 10de LSI développé pour détecter seulement les nagtéhies du
MTBC. En effet, il s’agissait d’évaluer la sensitdilet la spécificité analytiques des amorces
et sonde 1811Q créées pour étre spécifiques d’'un fragment&I® qui est, d’apres la

littérature, présent uniqguement dans le génomenyesbactéries du MTBC.

Les résultats analytiques obtenus ont montré questeétait trés sensible puisqu’il a permis
la détection des mycobactéries du MTBC, a partifaileles quantités d’ADN extraits de
souches isolées. De plus, sa spécificité analytigemblait acceptable puisque ni les
mycobactéries du MAC, ni les bactéries autres Myeobacteriumspp. (testées) n’ont éte
détectées. Cependant, il a permis la détection delqaes mycobactéries atypiques
(M. flavescens M. gastri M. gordonaeet M. paraffinicumet M. xenop) a partir de tres
grandes quantités d’ADN extraits de souches ispléeasis les signaux d’amplification

obtenus pour les quatre mycobactéries quantifitzesng faibles.
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Sous-Chapitre 2:

Etude de la valeur opérationnelle de cette méthodeCR 1S6110 utilisée en
Dordogne

Apres cette approche analytique, une évaluatioaitede ce test PCR 6210en temps réel
devait permettre d’apprécier son intérét opératbiisensibilité et spécificité diagnostiques)
notamment par rapport aux meéthodes officielles @gribstic de la Tb (bactériologie et

histologie).

Dans ce sous-chapitre 2, deux versions du kit P@RVES® MTBC ont été étudiées. La
différence entre les versions reposait sur la eatlu contréle interne d’extraction (IPC

endogéne pour l&f version et exogéne pour 15%9.

Matériels et Méthodes

|. Description des échantillons et processus de sétion rétrospectif

Toutes les études ont été réalisées rétrospectitednpartir de bovins suspectés de Th, car
présentant des lésions macroscopiques évoquantlédamns de Tb, découvertes par
I'inspection a l'abattoir. Ces bovins étaient taasus de cheptels situés dans des régions
infectées en France (Dordogne et/ou région BourgoGhte d’Or notamment).

Les échantillons prélevés sur ces lésions suspestesyés par les abattoirs entre fin 2006 et
début 2010, ont été traités par le LDAR24 ; il #agit de ganglions (rétropharyngien,
trachéobronchique, médiastinal, notamment) et dioeg (poumons, foie, notamment).

Tous les échantillons ont été soumis a un examstolbgique avec coloration de Ziehl
Neelsen f[fist. pour I'histologie), une culture et identificatiae souchesBact. pour la
bactériologie) et une PCR8%10en temps réel, (kit TagV®@MTBC) (PCR.

Au fur et & mesure du travail de thése, la techmigGR a évolué et différentes études de
sensibilité diagnostique liées aux modificationsansi été réalisées.

Deux versions du teStCRont été évaluées.

En effet, nous avons réalisé une premiére étude stensibilité diagnostique de 18®Vversion
de la PCR (PCRJ pour laquelle I'PC était endogéne et la détectaes deux cibles

génétiques (I6110et IPC endogene) était réalisée dans le méme (puitsocupule).
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Or, en raison d’un probleme lié a cet IPC endodprableme d’invalidité des résulta?CR1

en I'absence d’inhibition), une seconde versionetPCR (PCR2 reposant sur l'utilisation
d'un IPC exogéene a été développée et utilisée [@odétection des deux cibles génétiques
(IS6110et IPC exogéne) en monocupUuRCR2m et cupules séparées ou bicupER?2)).

Une étude comparative enfP€R1, PCR2met PCR2ba donc été nécessaire pour déterminer
si les problemes d’inhibition pouvaient, sans réella sensibilité de la méthode, étre réduits
avec cette nouvelle versioPCR2 et suivant quel systeme de détection (monocupule
bicupule).

Enfin, il a été indispensable d’étudier la sengibitiagnostique de la versid?CR retenue
(PCR2D.

Par ailleurs, la spécificité diagnostique « opéraielle » du tedeCRa été étudiée a partir de
la PCR1etPCR2bqui ont été employées « en routine » en DordoB@R(Lde fin 2006 a fin
2007 etPCR2bdepuis 2008).

Pour compléter I'approche analytique de la spétéfide la cible génétique 6210du test, la
spécificité de laPCR2b conditionnelle a lidentification de bactéries pfmrtenant pas au
MTBC (absence de bactérie du MTBC apres recheratientification des colonies isolées) a

été également étudiée rétrospectivement.

.1. Etude de la sensibilité diagnostique de®l@vkrsion de I#CR(PCRY)

La sensibilité diagnostique de la premiére versiedlaPCR (PCRJ a été étudiée a partir de
149 tissus présentant des Iésions macroscopigspsaes de Th, découvertes a I'inspection
a I'abattoir (fin 2006 et 2007). Ces échantillomevyenaient de 77 bovins issus de 44 cheptels

déclarés infectés de Tpar la suite (d’une région infectée, Dordogne).

Pour cette étude, les échantillons ont tous ét/sempar histologie, bactériologieRER1
Dans le cas de résulfaCR1linvalide, I'échantillon €¢luaj était dilué au 1/10 puis ré-analyse.
La particularité de cette™® version de I&PCRest que I'lPC est endogéne (IR§). De plus,
'amplification et la détection des ciblesBiBL0 et IPGnqgo S'effectuent dans la méme cupule
(amplifications géniques en monocupule) (Annexe IX)

“Cheptel infecté de Th: cheptel ol au minimum 1 animal a fourni un réupositif en bactériologie
(M. bovig laquelle est a ce jour le gold standard.
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Cependant, I'absence de détection ddRE(résultat invalide) a été constatée a plusieurs
reprises en I'absence d'inhibition et ceci consiituin probléeme a résoudre rapidement. Une
seconde version de cetRCR (PCR32, utilisant un IPC exogene (ajouté apres l'étape d
décontamination a l'acide de facon a éviter sa wéaton) a donc été développée et

comparée a |IRCR1

I.2. Deux études comparatives entre les sensiilitéggnostiques d@CR1etPCR2

1.2.1. Premiere étude comparative ef@R1etPCR2

42/149 échantillons« ribolysés » (8 11.2.2.2.), utilisés pour l'étude de la senkdi®i
diagnostique de I&PCR1 (étude initiale), ont été ré-extraits et analyskesix fois par
PCR2avec un systeme d’amplification génique d’une,partmonocupule (notéeCR2n) et
d’autre part, en cupules séparées ou bicupuled®Z&2l. De plus, ces échantillons ont été
ré-analysés paPCR1, avec le méme systéme d’amplification géniquet, soimonocupule.
Dans le cas de résulfaCRinvalide, I'échantillon éluaf) était dilué au 1/10 puis ré-analysé.
Par ailleurs, 31 de ces 42 échantilloghidty ont été envoyés a I'Afssa-Lerpaz qui les a
également analysés (PCR-Afssa) (Hénatlal, 2006). Les résultats obtenus sont présentés

en Annexe XV.

1.2.2. Deuxiéme étude comparative erR@R1etPCR2b

Une seconde étude comparative a été effectuéeleldng de vérifier les résultats obtenus
lors de la premiére étude. Ainsi, 23 échantillabslyséssupplémentaires, décrits au Tableau
11.2.3, (parmi les 149 échantillons étudiés dagsulle initiale de la sensibilité de RCR1

(8 I.1.)), ont été choisis selon les résultats miedans I'étude initiale, de facon a disposer

d’un panel de résultats différents (cas A a F).

Tableau 11.2.3. Caractéristiques des échantillons utilisés
pour la seconde étude comparative eRtt&R1et PCR2b

Cas ,Nom b.re Résultat;s P.CRl Résultats
d’échantillons (étude initiale) Bact.
A 10 Clissr10< 38 Positif Positif
B 2 38< Ctig6110< 40| Positif Positif
C 1 Ctis110> 40 Négatif Positif
D 1 Clissr10> 40 Invalide | Positif
E 7 Ctiss110< 38 Positif Négatif
F 2 38< Ctig6110< 40| Positif Négatif
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Ensuite, ils ont tous été extraits et analysés lsgmément paPCR1et PCR2b Dans le cas

de résultaPCRinvalide, I'échantillon ¢luaf) était dilué au 1/10 puis ré-analysé.

[.3. Etude de la sensibilité diagnostique dEGR2b

L’étude de la sensibilité diagnostigue deR&R2ba été effectuée a partir de 126 tissus
présentant des Iésions macroscopiques suspeclds découvertes a I'inspection a I'abattoir
(en 2008). Ces échantillons provenaient de 67 Isogisus de 29 cheptels déclarés inféctés
de Tb par la suite (des deux régions infectéesegiprécédemment).

Dans cette étude, les échantillons ont tous éts#sapar histologie, bactériologieRER2b
Dans le cas de résult®@CR2binvalide, I'échantillon éluaf) était dilué au 1/10 puis ré-

analysé.

l.4. Etude de la spécificité diagnostique « opératelle » de |#CR

L’étude de la spécificité diagnostique dePi@R devait étre réalisée a partir d’échantillons de
bovins présentant a I'abattoir des Iésions suspaigeTh mais reconnus non infectés de Th
(bactériologie négative) par la suite. De plus, lbesins auraient d0 provenir de cheptels
indemnes de Th, d’'une région elle-méme indemneedamt, en raison des difficultés pour
obtenir rapidement le nombre nécessaire d’échansll (afin d’avoir des résultats
statistiguement fiables) et pour réaliser les awdydans le temps imparti, il n’a pas été
possible de mesurer directement la spécificitértbatique de |#CR

Il a donc été convenu de s’appuyer sur I'approctayéique (souches de la liste d’exclusivité
non détectées) mais il fallait impérativement dsmod’éléments de confirmation sur le

terrain.

Pour cela, une estimation de la spécificité diajgos « opérationnelle » du test a été
effectuée. Cette spécificité a donc été évaluéartr gles résultats trouvés néegatifs ROR
pour des cheptels qui par la suite avaient éténreco non infectés (bactériologie négative
pour tous les bovins testés du cheptel).

Par conséquent, la spécificité diagnostique opsraélle de |I&PCRa été étudiée a partir de
47 tissus présentant des lésions macroscopiqupectas de Th, découvertes a l'inspection a
I'abattoir (entre fin 2006 et début 200&es échantillons provenaient de 38 bovins issus de

37 cheptels initialement classés indemnes de€ (Bes deux régions infectées, citées

“Cheptel indemne de Th: cheptel ol aucun animal n’a été retrouvé positibactériologie depuis
2001 (absence de donnée avant cette date).
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précédemment) et pour lesquels la suite des olig@rsdy compris tuberculinations) n’a pas
permis de confirmer la suspicion initiale de tuloévse.

Dans cette étude, les échantillons ont tous étlysEsapar histologie, bactériologie RCR
(PCR1(25 échantillons soit 20 animaux) B@R2b(22 échantillons soit 18 animaux)). Dans

le cas de réesult®CRinvalide, I'’échantillon €luaf) était dilué au 1/10 puis ré-analysé.

I.5. Etude complémentaire de la spécificité dBGR2bconditionnelle a 'identification

de bactéries n’appartenant pas au MTBC

Pour compléter l'approche analytique, la spéc#icile la PCR2b conditionnelle a
I'identification de bactéries n'appartenant pasvlitBC (absence de bactérie du MTBC aprés
recherche d’identification des colonies isoléeg}éétudiée rétrospectivement a partir de 65
tissus provenant de bovins (Dordogne) avec desrigsmacroscopiques suspectes de Tb,
analysés par histologie, bactériologieP&€R2b (pendant la période de janvier 2007 a juin
2010) et dont les résultats bactériologiques étdiens négatifs (absence de bactérie du
MTBC) apres identification des colonies isolées.

De plus, pour élargir le spectre de discriminatienlaPCR2h il a été décidé d’inclure dans
cette étude, 3 autres échantillons (également desedésions macroscopiques suspectes et
négatifs en bactériologie apres identification)r ¢es résultats apres identification des
colonies isolées de ces échantillons avaient mdatrgise évidence de trois mycobactéries
non retrouvées chez les bovins étudiés en Dorddiheintracellulare, M. szulgaiet

M. xenop) ; Parmi ces trois échantillons, I'un provenaitmtat-kangourou (parc zoologique)

et les deux autres de blaireaux (Cote d’Or).

L’étude a donc finalement compté 68 échantillons.

Il. Description des techniques utilisées(Histologie, Bactériologie et Méthode
PCR 1$110

[I.1. Histologie réalisée par les laboratoires agré. DA22 et ENV/Afssa-Lyon)

Les échantillons (ganglions ou organes) fixés améb par le LDAR24 ont ensuite été
envoyés a un des laboratoires agréés pour la @ahee Th par examen histo-pathologique
(LDA22 ou ENV/Afssa-Lyon en fonction de la provenardes échantillons).
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Chaque échantillon a donc été analysé par examerosuopique de coupes histologiques
(colorations au HE et de ZN). Ensuite, un résuttéfinitif global par animal (méme si
plusieurs échantillons traités pour un méme animafg rendu au LDAR24.

De plus, 'ENV/Afssa-Lyon a utilisé, en complémedtautres techniques spécifiques des

mycobactéries telles que la coloration a 'AORIetC utilisant des Ac antM. bovis

Toutefois, une étude comparative des méthodes e¥gHo par les deux laboratoires

(Annexe XIV) a montré qu’il n’existait pas de difé@ce significative entre les méthodes.

La méthode d'interprétation des résultats histojogs par animal a été la suivantes
résultats indiquant la présence de lésions éveeatridle Th avec ou sans BAAR ont été
interprétés positifsHist. +) tandis que les résultats montrant I'absenceédmmh ou bien la

présence de lésions non tuberculeuses ont étriétés négatifsHist. -).
[I.2. Bactériologigculture selon la méthode de référence & idertifam) et MéthodePCR

I1.2.1. Préparation des échantillons : Décontanonat Broyage des échantillons

Préalablement a la mise en culture des échantiking I'étape d’extraction d’ADN (des
échantillons) en vue de l'analy$¥CR les échantillons ont été préparés selon le potdoc
décrit dans la norme AFNOR NF U 47-104, versionviggueur de 2003 (AFNOR, 2003),
(protocole détaillé en Annexe lll).

Ainsi, quelques grammes de chaque échantillon aéaiynt été coupés en petits morceaux
puis homogénéisés par broyage péristaltique dan&cde sulfurique a 4% (solution de
décontamination) (Hénaudit al, 2006). Ensuite, une solution de soude a 6% aitdisce

pour neutraliser la suspension.
I1.2.2. Analyses des échantillons décontaminés

I1.2.2.1. Recherche bactériologique des mycobatdtu MTBC

Le surnageant de chaque échantillon préalablenregyt et décontaminé a été inoculé dans
plusieurs tubes de culture sur milieu solide (Léstem-Jenséh et Coletso8) (norme NF U
47-104). Puis, les tubes ont été incubés a diffésetempératures ((302°C, 37+ 2°C et

40+ 2°C) pendant trois mois (protocole détaillé en éxmlll).

L’identification des colonies isolées a été enstgtdisée par I'Afssa-Lerpaz (Annexe V).
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La méthode d’interprétation des résultats bactggigues par échantillon a été la suivante :
les résultats indiquant l'isolement deycobactéries appartenant au MTB@t été interprétés
positifs Bact. +) et les résultats montrant I'absence de colonie caliure ou bien,
l'identification de mycobactéries autres que cellesMTBC ou de bactéries n'appartenant

pas au genr®lycobacteriunont été interprétés négati®gct.-).

11.2.2.2. Méthode PCR E&L.10pour la recherche des mycobactéries du MTBC

La méthodePCR 195110 pour la recherche des mycobactéries du MTBC conare
plusieurs étapes : la purification du surnageantétdantillon broyé et décontaminé suivi
d’une lyse mécanique (sous agitation avec des tilt#s) ou ribolys& puis, de I'extraction
d’ADN a partir de I'échantillorribolysé et enfin, de I'analys®CR (PCR1ou PCR2mou
PCR2h des échantillons d’ADN extrait.

1.2.2.2.1. Purification du surnageant puis RibeRs

Le surnageant de chaque échantillon préalablemmygbet décontaminé a été également
purifié en suivant le protocole décrit ci-apres.

Ainsi, 1500 ul de surnageant ont été transférés dammicrotube DNase/RNase free.

Puis, ce microtube a été centrifugé pendant 2 mit2 8009 et le surnageant éliminé.
Ensuite, le culot a été remis en suspension damsde tampon Tris-EDTA et, le microtube a
été a nouveau centrifugé pendant 2 min a 129000

Ce procédé de lavage du culot a été renouvelé aimomn deux fois (jusqu’a I'obtention
d’un culot clair stable).

Apres, le culot a été remis en suspension dansub@® PBS puis, transféré dans un
microtube (pour ribolys&) contenant des microbilles (de 0,5 mm de diameétre)

Enfin, I'échantillon a étéibolysé(a I'aide d’un ribolyset de type FastPrépl20 programmé
a 6 m/sec 45 sec ou Precess 24™ programmé a 590Q fpis 20 sec) puis centrifugé

guelques secondes (afin d’éviter les aérosols).

[1.2.2.2.2. Extraction d’ADN a partir de I'échardih ribolysé

L’extraction d’ADN a partir de I'échantillorribolysé a été réalisée en utilisant le kit
QlAamp® DNA de QIAGEN.
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Un mélange contenant 20 ul de protéinase K, 208eptampon AL, 200 ul d’échantillon
ribolyséet, 5 pl d’'IPGy, (Si analysdPCR2réalisée) a été incubé a 56 + 2°C pendant une nuit
(16 a 18 h).

Apres refroidissement du microtube, le mélangeeacéntrifugé rapidement puis déposé sur
colonne QIAamf DNA afin de purifier TADN. Aprés les deux lavages le séchage de la
colonne, 'ADN a été finalement élué dans 100 ptadepon AE.

L’échantillon était alors prét pour étre amplifigrf°CR.

Remargue : Comme la quantité d’échantillon ribolgsgit d’environ 600 pl, il était aisément possible
de réaliser deux extractions d’ADN (quantité requimr extraction, 200 ul) par échantillon (ceci a

été réalisé en particulier pour les études compaestentre PCR1 et PCR2).
11.2.2.2.3. Analysd®CRdes échantillons d’ADN extraits

11.2.2.2.3.1. TesPCRversion 1PCR1

Comme nous l'avons dit précédemment, la partidéladie la premiére version de RCR
repose sur l'utilisation d'un IPC endogéne. Le peole d’analyse de IRCR1est décrit en
Annexe IX. De méme, les méthodes de validation'alealysePCR1par les témoins (NC,
EPC et NCS) et dinterprétation des réesultats (dabl 1.1.5) sont présentées au
paragraphe 111.2.2.2.1 du Chapitre | de la Partaelce manuscrit.

[1.2.2.2.3.2. TesPCRversion 2PCR2
» Caractéristiques de I'analyB&CR2

Comme nous l'avons vu précédemment, la particélaté la deuxieme version de PLCR
repose sur l'utilisation d'un IPC exogéne (IR Il s’agit d’'un ADN viral inactivé ajouté au
début de l'étape de lyse (en méme temps que l&@&ipase K) et extrait ensuite comme
I’ADN cible (1S6110.

Par ailleurs, le systeme d’amplification et détmttdes deux cibles génétiques§l130 et
IPCexo) parPCR2a été réalisé dans une seule cupBIER2m et/ou deux cupules séparées
(PCR2h a la différence de IRCR1pour laguelle nous avons utilisé seulement uregysten

monocupule.
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Par conséquent, dans le cas d'une anaR€&R2m le mix réactionnel PCR (auquel
I'échantillon ou les témoins a analyser sont ajputppelé « mix 2 » comprenait le Master
mix (identique a celui de IRCRJ, et un mélange de séquences spécifiques du fragme
d’'IS6110(identiques a celles de RCRY) et de séquences spécifiques de I4BC

Dans le cas d'une analy$¥CR2h deux mix réactionnels PCR ont été realisés adines
déposer dans deux cupules séparer : un « n@ik1@®» composé de Master mix (identique a
celui desPCR1et PCR2m et d’'un mélange de séquences spécifiques du &agdilH5110
(identiques a celles dd3CR1et PCR2m et, d’'un « mix IPG»composéde Master mix
(identique a celui deBCR1etPCR2m et d’'un mélange de séquences spécifiques degdPC
(identiques a celles de RCR2n).

Comme pour l1aPCR] les témoins EPC, NC et NCS ont été egalementeésil En effet,
'EPC constituait le témoin positif d’amplificatiatie ''S6110et le NC représentait le témoin
négatif d’amplification de I''8110 et de I'IlPGyx. Enfin, le NCS constituait un controle
négatif pour I''$110 permettant de vérifier 'absence de contaminati@r PIS6110
(MTBC) lors de I'extraction. Cependant, a la diffidce de |[&PCR] il était aussi un témoin
positif pour I'lPGy, C'est-a-dire permettant de vérifier I'efficacité I'extraction de I'lP Gy,

(car IPGyxo €galement ajouté au NCS (PBS) avant I'étape ag.lys

Le programme nécessaire a la réaci@R2 était identique a celui utilisé pour la réaction
PCR1(Annexe IX).

» Méthodes de validation de I'analyBER2etd’interprétation des résultats

Les résultats du témoin positif d’amplification déS6110 (EPC), du témoin négatif
d’amplification de I'l$5110 et de I'lPGyx (NC) et, du témoin d’extraction positif pour
I'PCexo mais négatif pour I''8110 (NCS) ont di étre préalablement validés pour pouvo
procéder a l'interprétation des résultats des édlwars.

En effet, de maniére analogue @IBRJ la valeur du Gis1100btenue pour 'EPC devait étre
comprise entre 25 et 28 (eti€ctxo> 40). Les valeurs des §h1oet Clpcexo Obtenues pour le

NC devaient étre supérieures a 45 (nombre de cyeddisés).

Pour le NCS, la valeur du d110devait étre supérieure a 40 mais a la différemc BCR1],
la valeur du Gpcexo devait étre inférieure ou égale a 29 (valeur diilendu Chcexo (27)

majorée de 2 Ct).
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Le systeme d’interprétation des résultats des éitloas analysés avec le td8CR2(Tableau
I1.2.4) était quelque peu différent de celui dé’laR1(les différences reposant sur les valeurs
de Ct obtenues avec les détecteurs IPC)

Tableau 11.2.4. Systéeme d’interprétation des résultats des édluagti(analysés avec RCR2 en
fonction des valeurs de Ct obtenues avec les @étesct$110(Clisgr10) €tIPCexo (Clipcexq-

Interprétation Valeur du
des résultats de Ct IS61100btenue VL Ct IPCe?" SlslieE
- : s . pour I'échantillon
I’échantillon pour I'échantillon
Positif MTBC <40 <40
Négatif MTBC > 40 < Valeur du Ct IPG, obtenue pour NC& + 3 Ct
Invalide ® > 40 > Valeur du Ct IPG, obtenue pour NC& + 3 Ct

@ La valeur du Gicex,0Obtenue pour le NCS doit étre inférieure ou égaky majorée de 2 Ct, soit 29 (soit 1
des 3 criteres de validation de I'analyse avamrprétation des résultats des échantillons);

®/ Dans le cas d'un résultat invalide, il est néagssde diluer I'échantillon au 1/10 et de recomo®en
I'analyse PCR2 Pour linterprétation, la valeur du &gy Obtenue doit étre inférieure ou égale a la vatkur
CtipcexoObtenue pour le NCS majorée de 6 Ct.

Ainsi, le résultat d’'un échantillon a été :

 interprété positi{positif MTBC) si la valeur du Ggs110€tait inférieure a 40 et que la

valeur du Gpcexo€tait inférieure ou égale a la valeur dyp&ekoobtenue pour le NCS majorée
de 3 Ct. Toutefois, si la valeur duggtx€tait supérieure a la valeur duggix, obtenue pour
le NCS majorée de 3 Ct mais inférieure ou égale, @l 4’agissait d’'une inhibition partielle et

par conséquent, I'échantillon a été égalementpnéée comme positif.

* interprété négatifnégatif MTBC) si la valeur du (110 était supérieure a 40 et que la

valeur du Gpcexo€tait inférieure ou égale a la valeur dyp&ekoobtenue pour le NCS majorée
de 3 Ct.

 reconnu invalidesi la valeur du Gdes110 était supérieure a 40 et que la valeur dHcGh

était supérieure a la valeur duggtx, obtenue pour le NCS majorée de 3 Ct.

[1.3. Méthode d’analyse des différents résultatenbs par animal dans les études de
sensibilité diagnostique dBCR1etPCR2bet de spécificité diagnostique opérationnelle de
laPCR

Les résultats des deux études de sensibilité ditigiue de |I8PCR (PCR1et PCR2H et de
I'étude de spécificité diagnostique opérationndddaPCRont été exprimés par animal dans
le but d’établir des comparaisons avec les résuttas autres tests (histologie, bactériologie).
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En effet, les résultats histologiques ont été empsi globalement par animal et non pour

chaque échantillon d’'un animal donné.

Les criteres employés pour interpréter les réesubactériologiques ®®CR des échantillons

par animal, sont décrits au Tableau 11.2.5.

Tableau I1.2.5. Critéres d'interprétation des résultats bactériojogs ePCRdes échantillons par
animal, employés pour les études de sensibiligpétificité diagnostiques deRLCR

Tests Résultat par animal Critéres
Bactériologie P95|t|f Au moins u,n echgntlllon posmf
Négatif Tous les échantillons négatifs
Positif Au moins un échantillon positif
PCR Négatif Tous les échantillons négatifs

Tous les échantillons invalides
Au moins un échantillon invalide et les autres niégd

Invalide

Résultats et Interprétations

Dans la mesure ou les différentes études diagnesticppnt été réalisées de maniére
rétrospective, seuls les échantillons dont lesyaraPCR étaient validées (par les témoins)

ont été sélectionnés pour nos études. Ainsi, leslteds de tous échantillons étudiés étaient
interprétables (négatifs, positifs ou invalides).

Par alilleurs, les différents pourcentages préseondsété calculés avec un intervalle de
confiance a 95 % (IC 95 %).

|. Etudes de la sensibilité diagnostique de RCR

[.1. Etude de la sensibilité diagnostique dEGR1

Les résultats bruts indiquent plus d’animaux pfssén histologie (82 + 9 %) &CR1(77 +

10 %) gu’en bactériologie (60 = 11 %) (Tableau.8)2

De plus, la combinaison des résultats des difféseem¢chniques (par animal) montre des
concordances de 84 + 8 % (65/77), 74 = 10 % (57/73)x 10 % (56/77) et 66 + 11 %
(51/77) respectivement entre RCR1 & [l'histologie, la PCR1 & la bactériologie, la
bactériologie & I'histologie et, IRCRJ la bactériologie & I'histologie (Tableau 11.2.6).
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Tableau 11.2.6. Résultats de IRCRZ, de I'histologie Hist.) et de la bactériologidBact)
obtenus dans I'étude de la sensibilité diagnostaaPCR1(n=77).

Hist. + Hist. — Total Hist.
PCR1 Bact. + 42 (55 + 11 %) 2 44 (57 £ 11 %)
+ Bact.— 14 1 15 (19 + 9 %)
Bact.+ & — 56 (73 £ 10 %) 3 59 (77 £ 10 %)
Bact. + 1 0 1
PCiRl Bact.— 4 9(12+7 %) 13 (17 £ 9 %)
Bact.+ & — 5 9 14
PCR1 Bact. + 1 0 1
invalide Bact. - 1 2 3
Bact+ & — 2 2 4
Bact. + 44 (57 £ 11 %) 2 46 (60 £ 11 %)
Bact.— 19 12 (16 + 8 %) 31
Total Bact. 63 (82 + 9 %) 15 77 (100 %)

Concernant les résultats discordants entre leérdiifs tests, un animal a été détecté positif
en bactériologie et histologie (sans BAAR) maisatég@nPCR1 A l'inverse, un animal a eu
des résultats négatifs en bactériologie et histeligsions non tuberculeuses) mais positif en
PCR1

Par contre, 15 animaux ont été retrouvés positif®@R1 et négatifs en bactériologie. La

PCR1a donc apporté une amélioration de la détectiohldear rapport a la bactériologie.

De plus, 16 animaux positifs eRCR1 ont présenté des résultats bactériologiques et
histologiques discordants : 2 animaBact.+ & Hist. — (avec des Iésions non tuberculeuses)
et 14 animauBact.— & Hist. + dont 1/14 avec BAAR. Par conséquent, la badtégie seule
n'avait pas permis la détection d’'un animal infeééartir d’échantillons trouvés positifs en

PCR1let ayant présenté des lésions évocatrices de ThdaseBAAR.

En outre, aucun animal n’a été confirmé positifbactériologie alors qu'il était négatif en
PCR1& histologie. De plus, 4 animaux avec des lésiorecatrices de Tb (sans BAAR) ont

éte trouvés negatifs eMCR1& bactériologie.

Par ailleurs, seulement 9 animaux ont présentéédedtats négatifs pour I'ensemble des tests
(PCR 1 Bact. etHist. (5/9 avec des Iésions non tuberculeuses)). Auaoet 60/77 animaux
(soit 78 + 9 %) ont présenté des résultats positds moins 2 des 3 tests.

Enfin, laPCR1a donné 4 résultats invalides parmi lesquels wh a&@imal était positif en
bactériologie (et histologie). Toutefois, deux @s guatre animaux ont été trouvés négatifs

par les tests officieldist. & Bact).
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I.2. Etudes comparatives entre les sensibilitégraiatiques d®CR1letPCR2

Dans le but de résoudre les problemes liés aux reumbrésultats invalides eRCR1
(monocupule), I&#CR2(en monocupule et en bicupule), a été compara®@&R1a partir de

deux études successives.

» Etude comparative 1 entRCR1etPCR2

Tout d’abord, les sensibilités deRPLR2met laPCR2bont été comparées a celle déPlaR1
a partir de 42 échantillons utilisés dans I'étuddadsensibilité de IRCR1(Tableau 11.2.8).

L'analyse des résultats positifs obtenus avec rees RCR montre que |[&PCR1a permis de
détecter beaucoup plus d’échantillons positifs42phue 1aPCR2m(9/42) (Tableaux 11.2.7
et 11.2.8). L'utilisation de |&BPCR2en monocupule a donc entrainé une baisse impertant
sensibilité (7 échantillons) par rapport éP@R1 alors qu’en bicupule, IRCR2a permis de
détecter deux fois plus d’échantillons (18/42) gumonocupule, soit deux échantillons

supplémentaires par rapport Pl@R1(monocupule) (Tableaux 11.2.7 et 11.2.8).

Tableau I1.2.7. Résultats bactériologiqueBdct) en fonction des résultats positifs gt o< 40) des
différents testPCR(PCR1 PCR2met PCR2b dans I'étude comparative 1 enBER1etPCR2
(monocupule ebicupule) (n=42).

PCR1 PCR2m PCR2b
+ + +
Bact. + 13 9 15
Bact.— 3 0 3
Total 16 9 18

Par ailleurs, la comparaison entre les résultaasA@ecchantillons obtenus aved@R1et la
PCR2mmontre que parmi les 7 échantillons positifs ®DR1 mais négatifs elPCR2m
3 avaient un résultat invalide (§t10> 40 et Chcexo™> 30) enPCR2met 4 étaient négatifs
(Ctiss110 > 40 et Chcexo< 30). Concernant ces 4 cas, 3/4 ont été positifdaaiériologie
(Tableau 11.2.7)De plus, les valeurs des &tio0btenues eRCR1étaient compris entre 37,0
et 39,4 (37,0; 37,9 ; 38,8 et 39,4). En outre, £éshantillons ont été positifs &MCR2b
(34,5 < Cise110< 38,4).

Par ailleurs, l'analyse des différences entre Eewrs de Gés110 des 9 échantillons positifs
enPCR1let PCR2mmontre que la valeur dDtsg110 Obtenue avec IRCR2métait supérieure
de 2 Ct a celle de IRCR1et dans les 7 autres cas, les valeurs @g; (gtétaient similaires.

La PCR2mapparait donc beaucoup moins sensible iR 1
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En outre, alors que 14 échantillons ont été inealidnPCR1(Ctss110 > 40 et Cbcends 40),
seulement 5 I'ont été égalementR@R2men raison d’'une inhibition totale (G110 > 40 et
Ctpcexo> 40) (Tableau 11.2.8). Néanmoins, 12 échantillom#t présenté une inhibition
partielle en PCR2m (Ctiss110> 40 and 30 < Gicexo< 40) (Tableau 11.2.8). Ainsi, 17
échantillons ont eu un résultat invalide”DR2m(Tableau 11.2.8).

Par conséquent, RCR2mcomptabilisait beaucoup plus de résultats invaligiee |&PCR1

Tableau 11.2.8. Résultats des échantillons analysésR@2R1(Ctipcendo& Clissi19 €t parPCR2met
PCR2b(Ctipcexo & Ctise119 avant toute dilution au 1/10 (si nécessaire)sd@tude comparative 1
entrePCR1(monocupule) et IRCR2(monocupule ebicupule) (n=42).

Ctis6110< 40 | Clse110> 40 | Total

PCR1: Ctpcenge< 40 (validité) (a) 5 12 17
PCR1: Ctpcengs> 40 (invalidité) (b) 11 14 25
Total (a+b) 16 26 42

PCR2M: Clipcexo < 30* (validité) (c) 5 16 21

30 < Cipcexo< 40 (inhibition partielle) 4 12 16

PCR2m: Clipcero> 40 inhibition totale) 0 5 5

(invalidité)

Total (c+d) 9 33 42
PCR2b: Clipcero< 30* (validité) (e) 10 16 26

30 < Cipcexo< 40 (inhibition partielle) 8 3 11

_PC'?(?_?} Clipcexo> 40 (inhibition totale) 0 5 5
(nvalidite) Clipcexo™ 30(f) 8 8 16
Total (e+f) 18 24 42

*Remarque concernant ce tableau 11.2.8 : la valenite supérieure « 30 » correspond a la valeuCdlpceyo
obtenue pour le NCS majorée de 3 Ct.

Concernant la comparaison des résultats des 4tdres analysés avec IBRCR1et la
PCR2h laPCR2ba permis la détection de deux échantillons supphdaires (Gés110de 39,5

& Ctipcexode 36,2 et Gds110de 39,9 & Chcexode 33,6 (inhibition partielle de I'IP£g),
Tableau 11.2.8) qui étaient invalides BCR1(Ctiss110> 40 & Cipcendo™> 40, Tableau 11.2.8)
méme apres avoir été dilués (seconde analysepcefgt™> 40, inhibition de I'PGhgo
Tableau 11.2.9). De plus, ces deux échantillonseétaégalement positifs en bactériologie
(Tableaux 11.2.7 et 11.2.9).

En outre, la combinaison des résultats de bactgimlet de°PCR par échantillon indique une
concordance meilleure entre RCR2b& la bactériologie (88 + 10 % (37/42)) qu’entre la
PCR1& la bactériologie (76 + 13 % (32/42)) (Tablea21).
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Tableau 11.2.9. Résultats d®PCR1& PCR2h PCR1& Bact.et PCR2b& Bact.dans I'étude
comparative 1 entreCR1(monocupule) ePCR2(n=42).

PCR2b+ | PCR2b- Total
Bact. + 13 0 13
PCR1+ Bact.— 3 0 3
Bact.+ & — 16 0 16
Bact. + 0 1 1
PCR1- Bact.— 0 19 19
Bact.+ & — 0 20 20
PCR1 Bact. + 2 1 3
invalide |—Bact.— 0 3 3
Bact+ & — 2 4 6
Bact. + 15 2 17
Bact.— 3 22 25
Bact+ & — 18 24 42

Par ailleurs, la comparaison entre les valeurstgg; (g des échantillons testés aved®i@R1
et laPCR2h montre des différences significatives : seulenigh6é des échantillons ont eu
des résultats similaires aux delR€R alors que les autres échantillons ont eu des rsalie

Ctiss110inférieures avec IRCR2b(différence d’'un Ct).

L’ensemble des ces résultats montre queG&2best plus sensible quePLCR1

De plus, 14 échantillons ont été considérés inealiehPCR1(Ctisg110> 40 & Clpcendo™ 40)
alors que seulement 8 échantillons ont été recomuaides enPCR2b (Ctisg110> 40 &
Ctipcexo™> 30), soit 5 avec une inhibition totale {tx.> 40) et 3 avec une inhibition partielle
(30 < Ctipcexo < 40), (Tableau 11.2.8). Toutefois, ces 3 derni@8) ont été également trouves
invalides enlPCR1 Aprées dilution au 1/10, ces 3 échantillons ogtrétanalysés p&CR2b

et PCR1 et retrouvés négatifs a ces deux tests (résulimatta PCR2b: Clsg110>40 &
Ctipcexo< 30 et résultats de RCR1: Ctsg110> 40 & Clpcendo< 40) alors que 1/3 a été détecté
positif en bactériologie (Tableau 11.2.9).

Concernant les 5 autres échantillons (5/8) avecinibition partielle elPCR2h ils ont été
également reconnus invalides B&R1- I'ensemble des échantillons invalides RER2b
(14) a donc été reconnu invalide &CR1-. Néanmoins, apres dilution au 1/10, ces
5 échantillons ont été ré-analysés pP&R2bet PCR1 Les résultats obtenus ont tous été
négatifs elPCR2b(résultats concordants avec la bactériologieysalae 4/5 échantillons ont
éte trouvés négatifs @MCR1(Ctiss110> 40 & Clipcendo< 40) et 1 seul a été de nouveau rendu
invalide enPCR1(Ctiss110> 40 & Clpcendo> 40).
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Enfin, les 6 échantillons restant (6/14), invalidesilement ePCR1, ont été dilués au 1/10
puis ré-analysés paPCR1 Cependant, seulement un échantillon, négatifP&@R2b et
bactériologie, a été retrouvé négatif a la secd@R1 Les 5 autres échantillons ont été de
nouveau considérés invalidesGR1 Or, parmi ces 5 échantillons invalidesR@R1 2 ont
éte détectés comme positifs BER2b(méme si inhibition partielle de I'Pe (Ctsgr10< 40

et 30 < Chcexo < 40) et en bactériologie (Tableau 11.2.9) et, 3 ét# détectés négatifs en
PCR2balors que 1/3 a été identifié positif en bactégi (Tableau 11.2.9).

En conclusion, par contraste avecF&R] trés peu de résultaBCR2bont été reconnus

invalides avant dilution et aucun apres dilution.

» Etude comparative 2 entRCR1et PCR2b

Les deux versions de RCR,PCR2bet PCR1 ont été comparées a partir de 23 échantillons

supplémentaires sélectionnés suivant une gammesd#ats variés (Tableau 11.2.3).

Dans le cas C (1 échantillorBact. positive etPCR1 négative), nous avons obtenu des
résultats négatifs a la fois ®&CR1let enPCR2b Les deux types deCR n’ont donc pas pu

approuver le résultat bactériologique.

Dans le cas D (1 échantillorBact. positive etPCR1invalide), I'échantillon a été trouvé
positif enPCR2b(Ct de 37,6) mais encore invalide BAR1 Seule |laPCR2ba alors pu
confirmer le résultat de la bactériologie.

Au contraire, dans le cas F (2 échantillolact. négative ePCR1positive), un échantillon
sur deux a été trouvé positif &CR2b(Ct de 36,1) tandis que ces deux échantillonsant
détectés positifs a la second€R1(Ct de 38,5 & 38,0). LRCR1a donc permis de rendre un

diagnostic positif sur un échantillon non confirper les autres test@ CR2bet Bact).

Cependant, IRCR2h en accord avec RCR1a permis de déceler un échantillon positif alors

gu’il était négatif en bactériologie.

Enfin, dans les autres cas étudiés (A, B et E)ctasparaisons entre les valeurs dgsGb
des 19 échantillons testés BE@R2bet PCR1 montrent toutes des différences significatives
comme précédemment constatés dans I'étude comyafatEn effet, la valeur du 10 de

la PCR2bétait inférieure a celle de RCR1pour un méme échantillon (différence d'un Ct).
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[.3. Etude de la sensibilité diagnostique dEGR2b

Les résultats bruts indiquent davantage d’animasitifs en histologie (88 + 8 %) XCR2b
(87 £ 8 %) qu’en bactériologie (82 + 10 %) (Tabléa2.10).

La combinaison des résultats des difféerentes tgaesi (par animal) montre des
concordances de 90 + 7 % (60/67), 90 £ 7 % (60/85)x 9 % (57/67) et 82 £ 10 % (55/67)
respectivement entre RCR2b& I'histologie, laPCR2b& la bactériologie, la bactériologie
& I'histologie, laPCR2h la bactériologie & I'histologie (Tableau 11.2.10)

Tableau 11.2.10. Résultats de IRCR2bicupule(PCR2b, de I'histologie Hist.) et de la bactériologie
(Bact) obtenus dans I'étude de la sensibilité diagnastide 1aPCR2b(n=67).

Hist. + Hist. — Total Hist.
0, 0,
PCR2b Bact. + 50 (75 +£ 11 %) 3 53 (79 £ 10 %)
I Bact.— 5 0 5
Total Bact. 55 (82 £ 10 %) 3 58 (87 £ 8 %)
Bact. + 2 0 2
PC_RZb Bact.— 2 5 (8 £ 6%) 7
Total Bact. 4 5 9
Bact. + 52 (78 £ 10 %) 3 55 (82 £ 10 %)
Bact. — 7 5 12
Total Bact. 59 (88 + 8 %) 8 67 (100 %)

Remarque : Aucun résult®CR2binvalide aprés ré-analyse des échantillons ineali(B animaux) dilués au
1/10.

Concernant les résultats discordants entre legrdiffs tests, 2 animaux ont été détectés
positifs en bactériologie et histologie (1/3 ave®AR) mais négatifs ePCR2b A l'inverse,

5 animaux ont eu des résultats positifs BER2b mais négatifs en bactériologie
(Tableau 11.2.10). De plus, 8 animaux positifs BCR2b ont présenté des résultats
bactériologiques et histologiques discordants inBnaux Bact.+ & Hist.— (1/3 avec des
Iésions non tuberculeuses et 2/3 sans lésion)agtiriauxBact.— & Hist. + dont 2/5 avec
BAAR. Par conséquent, la bactériologie seule niapas permis la détection de deux
animaux infectés a partir d’échantillons trouvésitits en PCR2b et ayant présenté des
lésions évocatrices de Tbh avec des BAAR.

Par contraste, aucun animal n'a été détecté positifPCR2b lorsque les résultats
bactériologique & histologique étaient simultanémeggatifs. De méme, aucun animal n'a
éte identifie comme positif en bactériologie alqusil était simultanément négatif ##CR2b

& histologie. La PCR2b a donc permis de détecter autant d'animaux indecpée la

bactériologie.
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Par ailleurs, 5 animaux ont obtenu des résultatmtifé aux trois testsPCR2h Bact. et
Hist.). On peut également remarquer que I'histologiecangs de détecter 2 animaux alors
que les autres tests étaient négaRiSR2bet bactériologie). Au total 60 animaux (90 + 7 %)
ont eu des résultats positifs a au moins deuxrdestests.

Enfin, aucun résultat de RCR2bn’a été reconnu invalide (aprés ré-analyse deanditions

invalides dilués au 1/10, si nécessaire).

Il. Etudes de la spécificité diagnostique de IRCR

[I.1. Etude de la spécificité diagnostique opératiglle de I&PCR

L’analyse des résultats bruts (Tableau 11.2.11)n@#rde vérifier que tous les animaux ont été
retrouvés négatifs en bactériologie (100 %), (negatde la bactériologie directement liée au
statut indemne des cheptels).

La PCR a détecté davantage d’animaux négatifs (97 + 5@ I'histologie (76 + 13 %)
(Tableau 11.2.11).

La combinaison des résultats des différentes tgalesi (par animal) indiqgue des
concordances de 97 = 5% (37/38), 79 £ 13 % (30/38)+ 13 % (29/38) et 76 +13 %
(29/38) respectivement entre RRCR & la bactériologie, laPCR & [Ihistologie, la
bactériologie & I'histologie et IRCR la bactériologie & I'histologie (Tableau 11.2.11)

Tableau 11.2.11. Résultats de IRCR(PCR1ou PCR2b, de I'histologie Hist.) et de la bactériologie
(Bact) obtenus dans I'étude de la spécificité diagnastigpérationnelle de RCR (n=38).

Hist. + Hist. — Total Hist.
Bact.+ 0 0 0
PER Bact. — 1! 0 1
Total Bact. 1 0 1
Bact. + 0 0 0
PER Bact.— 8 (21 + 13 %) 29 37
Total Bact. 8 29 37 (97 £5 %)
Bact. + 0 0 0
Bact. — 9 29 38 (100 %)
Total Bact. 9 29 (76 + 13 %) 38

!/ Animal initialement analysé éPCR1eta posterioriégalement trouvé positif éCR2b;

% 5 et 3 animaux analysés respectivemerR@R1et PCR2b(+ isolement d&. aviumsur un animal) ;

%/ 14 et 15 animaux analysésR8R1etPCR2brespectivement :

Remarque : 2/38 animaux ont eu des résultats teskerPCR (PCRY) puis ont été retrouvés négatifs aprées ré-
analyse (apres dilution) éiCR1etPCR2b Ces 2 animaux correspondent a 2 échantillongtqignt également
négatifs erHist. (Iésions non tuberculeuses)Bact.
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Concernant les résultats discordants entre legrdiffs tests, 8 animaux ont été retrouvés
négatifs en bactériologie &CR mais positifs en histologie (2/3 avec BAAR). Entrey
1 seul animal a été détecté positif BBR et histologie. Par ailleurs, aucun animal n'a été

trouvé positif elPCRalors que négatif en bactériologie et histologig{eau 11.2.11).

II.2. Etude de la spécificité de RCR2bconditionnelle a l'identification de bactéries

n'appartenant pas au MTBC

Les résultats des 68 échantillons (sélectionnés péwde de la spécificité de IRCR2b
conditionnelle a I'identification de bactéries npgptenant pas au MTBC) analysésR&R2b
sont présentés dans le Tableau 11.2.12, en fona& résultats bactériologiques détaillés
obtenus. Ainsi, 100 % des résultats des échargilbam I'étude ont été rendus négatifs en
PCR2b(Tableau 11.2.12). L&#CR2bn’a donc pas détecté directement a partir de gargyl
infectés, de mycobactéries du MARL.(aviumaviumou M. intracellulare), de mycobactéries
atypiques telles quél. intermedium M. nonchromogenicumM. szulgai et M. xenopj des
bactéries n'appartenant pas au gdvigeobacterium commeStreptomycealbus Au regard
de ces 68 resultats négatifs, la spécificité d@dd2bconditionnelle a I'identification de

bactéries n'appartenant pas au MTBC semble extellen

Tableau 11.2.12. Résultats des échantillons analysésRfaR2ben fonction des différents résultats
bactériologiques (janvier 2007-mai 2010) pour kiewde la spécificité de RCR2bconditionnelle &
l'identification de bactéries n'appartenant pasviitBC (n=68).

Années Nombre de
Résultats
2007 | 2008| 2004 2010fTotal | PCR2b
Négatifs
Mycobactéries du 0 1 8 > 172 11
47 complexeM. avium (MAC)
Mycobactéries | Mycobactéries atypiques
n‘appartenant nia MTBC nj 0 3 23 12 | 38 38
a MAC
Bactéries n’appartenant pas au genre 0 0 10 9 168 19
Mycobacterium
Total 0 4 41 23 | 68 68

1/ 1 M. szulgaiet 1 M. xenopi (isolés de blaireaux) ; M. intermediumet 13 M. nonchromogenicum
%/ 1 M. intracellulare(isolé d’un rat-kangourou) etM. avium avium ¥ 1 Streptomyces albys‘ : au 25/05/10.
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Discussion

|. La sensibilité diagnostique de I&PCR

I.1. Etude de la sensibilité dePLR1

La combinaison des différents résultats obtenus gmamal montre que les meilleures
concordances étaient constatées entfedR1 et I'histologie (84 = 8 %). De plus, I'analyse
des résultats indigue quePELLR1permet une amélioration (de 33 * 14 %) de la didece

la Th, par comparaison a la bactériologie.

De méme, le niveau observé de sensibilité d&dR1permet de disposer d’une bonne valeur
prédictive négative (VPN) de la combinaisB€R1 & histologie car aucun animal n’est
positif en Bact. et négatif enPCR1 & Hist.; comme d’'une bonne VPN de RCR1 car
seulement 1/77 animal positif @act. & Hist. est négatif elPCR1 (également négatif en

PCR-Afssa, résultat non présente)).

En outre, 1 animal a été détecté positifREDR1 mais n'a pas été confirmé positif par la
bactériologie et I'histologie. Toutefois, I'échdhth provenant de cet animal a été analysé
avec le test PCR 810 de I'Afssa-Lerpaz (résultats non présentés) etéaé@alement
identifié comme positif. Au regard de ces résultitsvaleur prédictive positive (VPP) de la

PCR1semble satisfaisante.

Comme 60/77 animaux (78 £ 9 %) ont été retrouvéstifa au moins deux des trois tests
(PCR1, Hist. et Bact), ce constat laisse présager qu€(@R1 pourrait dans des conditions

particuliéres, participer aisément au processugride de décisions reglementaires. En effet,
son utilisation conjointe a I'histologie présenteeuexcellente VPN ce qui permettrait une

requalification sous huit jours des cheptels suspadte a la découverte d’'une Iésion.

Concernant les 9 animaux restants, 4 d’entre etnét@npositifs en histologie et négatifs en
PCR1(également négatifs en PCR-Afssa, résultats néseptés) et bactériologie. Ceci peut
s’expliquer soit par un manque de spécificité @xdmen histologique ou soit par un effet
échantillon. En effet, quand un échantillon avee lésion tres petite (miliaire) est coupé en
deux morceaux (I'un pour I'analyse histologiqud'@&itre pour les analyses bactériologiques
& PCR), il arrive que la Iésion n'ait pas été divisée @aux parties similaires et que

subséquemment, I'un des morceaux de tissus ne npeégas bactérie détectable. Par

conséquent, il est concevable de supposer (poudceass) que le morceau d'échantillon
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portant la Iésion ait été analysé par histologieqet I'autre morceau sans lésion ait été

analysé paPCR1et bactériologie.

Enfin, les 4 animaux avec des résult®SR1 invalides sont restés invalides apres une
dilution au 1/10. Celui qui était positif en baoddvgie et histologie a été également trouvé
négatif par PCR-Afssa (résultat non présenté).nllest de méme pour celui qui était
seulement positif en histologie (mais sans BAAREMBque ces échantillons aux résultats
invalides aient été retrouvés négatifs par PCR&Afses inhibitions de IRCR1demeurent

un probleme a résoudre.

[.2. Etude comparative entRCR1etPCR2

Afin de résoudre les problémes liés aux invaliditdsertaines de I&@CR1 une nouvelle
version de l[aPCR utilisant un IPC exogéne, BCR2 basée sur deux systemes différents
d’amplification I'un en monocupulePCR2n) et I'autre bicupule RCR2h), a été développée,

puis comparée a RCR1(monocupule) a partir de deux études successives.

L’étude comparative 1 (entre RCR1et laPCR2 a montré que IRCR2mengendrait plus de
résultats invalides que RCR1 De plus, elleapparait beaucoup moins sensible que@&Rl

De ce fait et comme, de surcroit, elle n'amélicas [a sensibilité de détection du MTBC, elle
ne peut pas étre utilisée comme test de diagnostic.

Par contre, les résultats combinés de I'étude coatipa 1 ont montré que la meilleure
concordance était constatée entrd’faR2bet la bactériologie (88 + 10 %). De méme, la
PCR2b permet d’améliorer la sensibilité de détection MUIBC puisqu’elle a permis de
détecter deux échantillons supplémentaires, égatenpesitifs en bactériologie, par
comparaison avec IRCR1 De plus, pour un échantillon positif &#CR1let enPCR2h le
Ctiss110 Obtenu avec |&#CR2best inférieur d’'une unité a celui obtenu aved®{aR1 dans
15/16 cas. L&#CR2bsemble donc plus sensible quePl@dR1 De plus, il apparait moins de
résultats invalides eRCR2bqu’en PCR1 Ces résultats montrent que I'lPC est plus robuste
s’il est exogene (par rapport a I'endogéne). EAfiIRC exogene permet la mise en évidence

des inhibitions partielles grace au contréle dealaur attendue.

Par consequent, RCR2bpourrait donc remplacer RCR1afin d’améliorer la sensibilité de
'analyse PCR et permettre de réduire le pourcentage d'inhibgiovoire de les éliminer
totalement (dans le cadre de mon étude) apresaailut
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Par ailleurs, les résultats de I'étude comparaflveermettent de confirmer ceux de la
premiere étude. En effet, I'analyse des 23 écHansil supplémentaires a montré que le
Ctiss1100btenu avec laPCR2bétait inférieur d’une unité pour les 20 échantiiositifs aux
deux testsRCRetBact).

En conclusion, [#CR2bnécessitait d’étre retenue et utilisée a la ptecaPCR1 En outre,
'étude comparative entre RCR2bet la PCR-Afssa présentée en Annexe XV, a égalemen
montré que ces tests PCR519.0étaient tous deux aussi sensibles que la baaigrl

Toutefois, ces résultats (entre PILR2bet la bactériologie) obtenus a partir d'un nombre
réduit d’échantillons devaient étre confirmés pae &tude plus compléte de sensibilité
diagnostique de cetieCR2b

|.3. Etude de la sensibilité deP&LR2b

La combinaison des différents résultats obtenusapéamaux a montré que les meilleures
concordances sont retrouvées entrePlaR2b (version retenue) et, la bactériologie ou
I'histologie (90 + 7 % dans les deux cas).

De plus, les résultats indiquent que R&ER2b détecte autant d’animaux infectés que la
bactériologie. De méme, la sensibilité ddPl@aR2best élevée (5 animaux positifs BCR2b
mais négatifs eBact) et permet une bonne VPN de la combinaiB@R2b& histologie car
aucun animal n’est positif d@dact. et négatif elPCR2b& Hist. ; comme une bonne VPN de
la PCR2bcar seulement 2 animaux positBact. & Hist. sont négatifs e®CR2b(et PCR-
Afssa, résultats non présentés).

En outre, comme les résulta®CR2b positifs, obtenus dans cette étude, ont toujotgs é
confirmés par I'un et/ou l'autre des tests offisigBact ou Hist) — aucun animal négatif en

Bact & Hist. et positif enPCR2b—, alors la VPP de IRCR2best excellente. Par ailleurs, la
combinaison des trois tests semble excellente pogliorer le diagnostic de la Th car

90 £ 7 % des animaux (60 animaux) ont été détguigifs a au moins deux des trois tests.

Concernant, les 10 + 9 % d’animaux restants (s@itatiimaux), deux d’entre eux ont été
positifs uniqguement en histologie (présence deot&siévocatrices de Tb sans BAAR et
négatifs erPCR2b& Bact.et PCR-Afssa (résultats non présentés)). @eait s’expliquer par

un effet échantillon ou un manque de spécificitéhistologie.
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En conclusion, I&#CR2bsemble étre une bonne méthode complémentaire deadiic de la
Th. Son utilisation en tant que troisieme test ptrait de confirmer les résultats
histologigues dans le cas de résultats concordantsd’inciter d’autres processus
d’investigations (Cf. 8 Ill. relatif aux avantagemgnostiques de IRCR2baprés évaluation
de ses performances (ci-apres, page 208)) samsliatie résultat bactériologique, dans le cas

de résultats discordants.

I.4. Evaluation des études de sensibilités diagmeoss des*CR1let PCR2b

Les deux études de sensibilité diagnostigue ded& ont montré que sa sensibilité était
bonne puisque comprise entre celles de I'histoldigiplus sensible) et de la bactériologie.
Par ailleurs, les concordances entre les troisntgabsont été significativement meilleures
avec laPCR2b(81 % 10 %)plutdt qu'avec I&PCR1(66 + 11 %). De méme, les pourcentages
d’animaux positifs elPCR dans chacune des études respectives ont été esi®® £ 9 %
pour laPCR2bet seulement a 77 + 10% pourR&LR1 De plus, 73 £ 11 % des animaux
(49/67) de I'étude de la sensibilité de PECR2b ont été reconnus positifs par les trois
techniques par comparaison avec I'étude de lalsétésde laPCR1ou seulement 55 + 11 %
des animaux (42/77) avaient été découverts pdrdestechniques.

L'utilisation de la PCR2 comme troisieme tespermet donc de découvrir davantage

d’animaux infectés.

L’ensemble de ces résultats permet de confirmelagBER2best plus sensible que RCR1
De plus, aucun résultat n‘ayant été rendu invakitePCR2h celle-ci engendre moins
d’inhibition de I'analyse PCR.

Il. La spécificité diagnostique de l[aPCR

[I.1. Etude de la spécificité opérationnelle d®@R

Dans cette étude de la spécificité diagnostiqueatipéinelle de I&#CR la combinaison des
différents résultats obtenus par animal montre ¢pge meilleures concordances sont
retrouvées entre I®CR et la bactériologie (97 £3 % (37/38)). En eff, PCR et la
bactériologie ont présenté largement plus de m@Esutioncordants que les tests officiélsst.

& Bact, 79 £ 13 % (30/38)).

En outre, comme seulement un animal a été trousiifpen PCR et que de surcroit, il a été

confirmé en histologi¢aucun animal positif eRCRet négatif erBact etHist.), cela signifie
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gue la spécificité de IRCR ainsi que sa VPP sont excellentes par rapportdeux tests
officiels combinés.

De plus, cet animal positif eACR et histologie mais non confirmé par la bactéri@ogn
2006), a été egalement détecté positif par PCRaA{ss£me valeur de Ct, résultat non
présente). Toutefois, aucune autre recherche é’afédctuée posterioridans ce cheptel et,
de plus, ce cheptel n’existe plus depuis 2008. NMausrons alors suspecter une déficience de
détection de la bactériologie. En conséquenceanihal devrait étre 6té de l'effectif de
I'étude et la spécificité du teBCCR2bserait parfaite, de 100 % (37/37).

Enfin, concernant les 8 animaux négatifsRR et bactériologie mais présentant pourtant
des Iésions évocatrices de Tb, ces divergenceésudtats pourraient s’expliquer soit par un
effet échantillon ou soit par un manque de spétfide I'histologie puisque ces 8 animaux
ont été également détectés négatifs par PCR-Aigsl{ats non présentés) et que, de

surcroit,M. aviuma éte isolé sur un de ces animaux (Tableau I)2.10

En conclusion, [aPCR (PCR1 ou PCR2b pourrait d’'un point de vue diagnostique, étre

considérée comme tres spécifique.

[1.2. Etude de la spécificité de RCR2bconditionnelle a l'identification de bactéries

n'appartenant pas au MTBC et comparaison aveadkgtle sa spécificité analytique

Les résultats de cette étude montrent que tousckeantillons trouvés négatifs pour le MTBC
apres identifications bactériologiques, entre jan008 et mai 2010 en Dordogne, ont été

€galement retrouvés négatifsRGR2b

La spécificité de l&CR2bconditionnelle a I'identification de bactéries ppartenant pas au
MTBC (telles que des mycobactéries du MAN. (ntracellulare, M. avium aviulp des
mycobactéries atypiqueM( nonchromogenicum, M. szulgai, Mtermedium, M. xenopi et
des bactéries n'appartenant pas au gbtyeobacterium(Streptomycesalbug) semble donc

excellente.

De méme, I'étude de spécificité analytique du meshtre que certaines de ces mycobactéries
testées comm@. intracellulare, M. avium avium M. nonchromogenicumM. intermedium

ne sont pas non plus détectées Pa@rR2ba partir de souches isolées. Sdulexenopia été
détectée a partir d'une souche isolée d'un blaifB&R « sur souche »).

Concernant les 5 mycobactéries atypiquds. flavescens M. gastri M. gordonae

M. paraffinicumet M. xenop) issues d’isolements qui ont été détecteesRizR2l) elles
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n'ont encore jamais été isolées de tissus bovinsrance. De plus, si cela était le cas, leur
quantité limite détectable devrait étre forte aitiérence deM. bovis En effet, pour une
méme valeur de Ct, la concentration de génomesésiliétait beaucoup plus forte (100 fois
plus) que celle d&. bovismonocopigpar ex., pour un Ct d’environ 35, 1@g/pl (16 fg/pl)

de M. bovis monocopie et I&ng/ul de mycobactéries atypiques (sadf xenopj non
guantifiée)). Or, comme la quantité de bacille dasgissus bovins est largement moins forte
gu’'apres isolement, il est donc improbable que wBgobactéries soient détectées par
PCR2b Cette forte présomption est en partie appuyéedepiait queM. xenopia été détectée
par PCR2b(et PCR-Afssa) a partir d’'une souche isolée d’'angljon de blaireau mais pas

directement a partir du ganglion.

Par conséquent, nous pouvons attester que cette IBER.O présente une excellente
spécificité puisqu’elle ne détecte pas les mycabas du MAC. Néanmoins, sa spécificité
est moins bonne concernant I'absence de détecésmtcobactéries atypiques lorsqu’elle
est utilisée pour la détection de souche isolée.

Sa spécificité terrain, pour le diagnostic des Bésisemble donc excellente.

lll. Les avantages diagnostigues de |aPCR2b aprés évaluation de ses

performances

Le jugement ne vise pas a compareP{@R a la bactériologie dans le but de la remplacer
purement et simplement dans le cadre de la luttéreda tuberculose bovine, mais de voir
guel gain on peut obtenir en y ayant recours taut@nbinant judicieusement les méthodes
déja disponibles.

La sensibilité de [#CR2best excellente puisqu’elle est au moins aussi @gue celle de la
bactériologie. De méme, sa spécificité est tresfagante (pour une utilisation chez les
bovins) puisque ce travail a montré I'absence driltdét « faussement positif » dans un
contexte réellement « indemne ». Enfin, les résutle nos études ont montré que la VPP de
la PCR2bétait trés satisfaisante vis-a-vis des testsieffiqtoutes les PCR+ confirmées par
Hist. et/ouBact).

Ainsi, dans le cas d'un résultat positif BCR2h en accord avec le résultat histologique,
I'utilisation de laPCR2bcomme test de diagnostic complémentaire permietti@celérer la
notification d’infection de Tb et par conséquent,gain de temps d’au moins 2,5 mois par

rapport a la bactériologie sur les prises de daisi
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De méme, un animal non-négatif en IDS et/ou en @D&ans Iésion histologique évocatrice
de Th mais positif au teBfCR2h pourrait étre déclaré infecté avant méme la é'ahalyse

bactériologique.

Par conséquent, l'inclusion de la méthdeR2bpour la gestion des suspicions a I'abattoir
ou dans le cadre d’abattage diagnostique, perntettearaccourcir considérablement les

délais de confirmation ce qui constitue un avantgg@ationnel crucial.

En outre, dans le cas d’'un animal, suspecté att@banais négatif en histologie, issu d’'un
cheptel qualifié indemne de Tb et en I'absence idianx complémentaires positifs en IDT
dans ce cheptel, la méthoB€R2bserait fortement utile afin d’éviter d’attendrerksultat
bactériologique pour prendre une décision surtl'sémitaire du cheptel au regard de la Tb
(restitution de sa qualification ou déclarationnéction). Toutefois, la VPN de la méthode
PCRn’est pas suffisante pour qu’un résultat négatiPE€R2bsoit utilisable seul quel que

soit le contexte épidémiologique : nécessité inguése d’un contexte trés favordble

De plus, ce résultat négatif énCR2b devrait obligatoirement concorder avec celui de
I'histologie puisqueM. bovisn’a jamais été mise en évidence dans cette éhaleun animal
négatif en histologie ®CR (PCR2lmu PCR1) Ainsi, la combinaison de résultats négatifs en
PCR2b& histologie pourrait, seulement dans un contesée favorable rendre possible la

requalification du cheptel sans attendre le résbHatériologique.

Par conséquent, IRCR2bpermettrait en complément de I'histologie et déddatériologie,
d’améliorer le diagnostic reglementaire actuelal@&th (AM du 15 septembre 2003 modifié* ;
(Cf. Figures 11.1.3 et 1I.1.4, arbres décisionnkgls)

Cependant, la bactériologie reste un outil indispete en épidémiologie moléculaire (typage
des souches isolées) ainsi qu’un outil de confilmnatiéfinitive de I'infection paM. bovis

irréfutable en cas de litige.

" Contexte trés favorable : soit un cheptel indemne de Tb depuis plusieumséas (aucun animal déclaré infecté
(bactériologie positive) depuis 2001), provenantné' zone indemne de Tb et ne présentant aucurépigi®miologique
(voisinage, introduction) avec un cheptel infecté.
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Conclusion

L’objectif du travail exposé dans ce sous-chapatest d’évaluer sur le terrain la sensibilité et
la spécificité opérationnelle de la méthode PC&LI® de LS| par comparaison avec la
bactériologie et I'histologie.

La version finale de cetteCR fondée sur l'utilisation d’'un IPC exogene et d'systeme
d’amplification en bicupuleRCR2b a été démontrée comme la plus sensible et cealle g
permet d’éviter des résultats invalidesRdRen I'absence d’inhibition de I'analyse.

En outre, laPCR2bpermet de détecter autant d’animaux infectés gueattériologie et sa

VPP est excellente. De méme, elle présente undl@xigespécificité diagnostique.

En conclusion, au regard de ces résultats, cetteau€PCR apparait étre un outil rapide et
fiable de diagnostic de la Tb qui, utilisée en ct@ment des tests officiels, pourrait améliorer
considérablement le diagnostic reglementaire (AM.8Bwseptembre 2003 modifié*). Ainsi, la
méthodePCR permettrait des prises de décisions plus précatass des cas particuliers
définis. Néanmoins, la bactériologie reste essémtpour les enquétes épidémiologiques et
en cas de litige.
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