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INTRODUCTION

La tuberculose est connue depuis I'’Antiquité grecque (les premiéres descriptions de tuberculose
humaine furent retrouvées notamment a travers les écrits d’'Hippocrate). La tuberculose bovine est une
maladie infectieuse, contagieuse et cosmopolite due a une bactérie ubiquitaire : Mycobacterium bovis.
Cet agent zoonotique est transmissible & de nombreuses espéces animales, domestiques et sauvages.

Cette maladie était fréquente en France notamment dans les années 1950, ou 20 a 50 % des
cheptels étaient tuberculeux avec de lourdes pertes économiques (BENET J, 2001). Les cas de
tuberculose humaine dus a M. bovis demeuraient fréquents en raison de I'absence de pasteurisation du
lait a cette époque. C’est dans ce contexte que les actions de lutte et de prévention collective se sont
mises en place.

La France est reconnue officiellement indemne de tuberculose bovine depuis décembre 2000.
Depuis, la lutte repose sur la surveillance sanitaire des cheptels grace au contréle périodique de I'état
sanitaire des troupeaux par des tests cutanés, a des contrbles a l'introduction lors de mouvements
d’animaux et a I'inspection systématique des carcasses a 'abattoir. Cependant, depuis 2004, un certain
nombre de nouveaux foyers sont mis en évidence dans plusieurs départements frangais notamment la
Céte-d’Or et la Dordogne.

L’obstacle majeur pour I'éradication de la maladie réside dans la difficulté a la diagnostiquer.
Les tests cutanés (intradermotuberculinations) sont les seules techniques reconnues réglementairement
au sein de I'Union Européenne pour le dépistage de la tuberculose bovine. Or ces tests cutanés
présentent de nombreux inconvénients pratiques et leurs sensibilités et spécificités sont imparfaites. De
méme, les protocoles réglementaires actuels imposent le blocage des troupeaux suspects : en cas de
résultats non négatifs au dépistage, I'élevage concerné est considéré comme suspect et est bloqué
durant six semaines afin de conduire des investigations complémentaires telles que la réalisation
d’intradermotuberculinations comparatives, ce qui pose un probléeme économique considérable en cas
de résultats faussement positifs.

Dans un cadre d’amélioration du dépistage concernant notamment cette durée d’attente, les
autorités francaises souhaiteraient pouvoir utiliser le test a [linterféron associé en série a
l'intradermotuberculination, quelques jours aprés I'obtention d'un résultat non négatif au test cutané.
Toutefois, cet usage n’est pas autorisé par la réglementation européenne (Directive CE 64/432).Les
premiers essais réalisés depuis 2008 dans quelques départements frangais ne respectaient pas la
réglementation européenne et n'ont pas permis d’aboutir a des conclusions valides en raison du faible
nombre d’animaux inclus. Un protocole expérimental a donc été mis en ceuvre par la DGAI, avec
'accord de la Commission Européenne, afin d’étudier la possibilité d’utiliser le dosage d’interféron pour
le recontréle des animaux ayant obtenu des résultats non négatifs aux tests cutanés de premiére
intention, en remplacement de l'intradermotuberculination comparative.

Notre étude s’appuie sur les résultats de ce protocole expérimental mené lors de deux
campagnes de prophylaxie (2013-2014 et 2014-2015). L’objectif du protocole consistait a répondre aux
questions suivantes :

Pourrait-on vraiment envisager de remplacer l'intradermotuberculination comparative (IDC) réalisée 42
jours suite a l'obtention d’'un résultat non-négatif a l'intradermotuberculination simple (IDS) par un
dosage d’interféron gamma (IFN) juste apreés la lecture de I'IDS ? Ce dosage de I'lFN pratiqué le jour de
la lecture des résultats de I'IDS (J3) est-il au moins aussi sensible que I'IDC de recontrOle a J42
recommandée par la réglementation européenne (Directive CE 64/432) ? Notre thématique de stage
portait de maniére plus particuliére sur la problématique suivante : Existe-il une influence des tests
cutanés sur les résultats d’un test a l'interféron réalisé quelques jours aprés I'injection de tuberculine ?



Premiere partie : Synthese
bibliographique - Notions générales sur
la tuberculose bovine et sur les tests de

dépistage



l. Généralités
1. Définition de la tuberculose

La tuberculose est une maladie infectieuse et contagieuse, d’évolution chronique, transmissible
a de nombreux mammiféres dont 'homme, liée a la présence d’'une bactérie qui peut engendrer des
Iésions au sein de nombreux organes.

La tuberculose bovine (TB) est due principalement a une bactérie appelée Mycobacterium bovis
(M. bovis) et parfois a M. tuberculosis (LoBue et al., 2010) ou M. caprae. Elle provoque une
détérioration de I'état général et, a terme, entraine la mort. M. avium peut également provoquer une
infection bénigne chez le bovin, mais elle n’est pas a l'origine d’'une tuberculose. Les nodules, encore
appelées “tubercules” se forment au niveau des organes des animaux atteints, d’ou le nom
« tuberculose » (Bénet et Praud, 2011).

2. Les mycobactéries

Les mycobactéries sont des bacilles aérobies, elles possédent des complexes lipidiques
supplémentaires leur permettant d’avoir une persistance intracellulaire et d’étre acido-alcoolo-
résistantes (bactéries gram-positif). Leur identification est possible au microscope, grace a la coloration
de Ziehl-Nielsen, qui permet de les mettre en évidence.

Les mycobactéries persistent longuement dans le milieu extérieur (sécrétions séchées, litiere).
Elles sont néanmoins rapidement détruites par les rayons ultra-violets et les températures supérieures a
65°C. Ainsi, la pasteurisation du lait permet de les neutraliser (Confédération suisse, OVF, 2011).

2.1. Classification

Parmi les classifications des mycobactéries existantes, une classification basée sur le pouvoir
pathogéne est régulierement utilisée. On retrouve ainsi, trois groupes de mycobactéries : Les
Mycobactéries pathogénes, les Mycobactéries opportunistes et les Mycobactéries saprophytes. (Rojas-
espinosa et Lovik, 2001). On distingue deux complexes parmi les Mycobactéries pathogénes: le
complexe tuberculosis ou MTC (« MycobacteriumTuberculosis Complex ») et le complexe avium ou
MAC (« M. Avium intraCellulare »).La dénomination de « bacilles tuberculeux » comprend les deux
complexes MTBC et MAC (Bénet et Praud, 2015). L’annexe (l) illustre la proximité phylogénétique entre
les espéces de mycobactéries pathogénes.

2.2. Pouvoir pathogéne et espéces sensibles

Les bovins constituent ’hote préférentiel pour Mycobacterium bovis, mais est transmissible a de
nombreuses espéces de mammiféres domestiques et sauvages (Humblet et al., 2009 ; Biet et al,
2005). C’est la mycobactérie la plus ubiquiste du complexe tuberculosis, rencontrée chez les ongulés,
les canidés, les félidés, les petits mammiféres et de nombreuses autres espéces. Les bovins sont
également réceptifs a certaines bactéries du complexe MAC (exemple: Mycobacterium avium),
cependant, les infections qui en découlent sont généralement bénignes et guérissent de maniere
spontanée. Les différentes mycobactéries pathogénes du complexe MTC sont représentées dans
'annexe Il, d’aprés Rodriguez et al., 2014. Ainsi, Il semble donc pertinent de déterminer son espéce,
lorsqu’'une Mycobactérie est isolée afin d’établir si elle posséde un pouvoir pathogéne pour I'espece
animale porteuse et son pouvoir zoonotique éventuel.

La tuberculose bovine due a M. bovis peut se transmettre a 'homme par différentes voies,
principalement par inhalation et par ingestion (notamment de lait non pasteurisé). |l faut donc considérer
qu’il existe toujours un risque de contamination pour les éleveurs, les vétérinaires, les consommateurs
en cas de foyers de tuberculose. C’est pourquoi, malgré les méthodes de dépistage ainsi que la
surveillance sanitaire, la transmission de M. bovis des bovins a 'Homme restant possible, M. bovis
représente toujours potentiellement un risque pour la santé publique en France. Cependant, la
tuberculose en tant que zoonose est rare en France. Ce n'est pas le cas dans des pays ou la lutte
contre la tuberculose bovine est moins organisée, et ou I'on estime le taux de tuberculose humaine
d’origine animale a 30% (De la Rua-Domenech et al., 2006). Concernant I'état actuel de la tuberculose
humaine, les données du rapport de 2013 de 'OMS sur la tuberculose humaine donnent les chiffres
suivants : on estime que 8,6 millions de personnes ont contracté cette maladie et 1,3 millions en sont
morts.

10



3. Pathogénie

La pathogénie de la tuberculose n’a été décrite que récemment et certains phénomenes restent a
I'étude (LoBue et al., 2010). On distingue deux étapes :

3.1. La primo infection

On parle de primo infection lorsque le systtme immunitaire (SI) n’a jamais rencontré le
Mycobacterium bovis. Aprés pénétration dans I'organisme, les bacilles tuberculeux sont rapidement
phagocytés par les macrophages au niveau de la voie d’entrée qui est principalement la voie
respiratoire. Une partie est détruite tandis qu’une autre résiste a la lyse macrophagique par inhibition de
la fusion phagosome-lysosome, puis se multiplie dans les macrophages. (Bénet et Praud, 2015 ;
Chatenoud et Bach, 2012). A ce stade, les bacilles sont protégés des composants bactéricides
extracellulaires. (Robinson et al., 2012). Une réponse immunologique a médiation cellulaire (RIMC) se
met en place suite a cette multiplication et une Iésion initiale se crée en 8 a 15 jours, appelée le chancre
d’'inoculation. Cette lésion prend la forme d’un granulome nodulaire non vasculaire ou tubercule qui
limite la dissémination des bacilles. Les cellules T vont interagir avec les macrophages et synthétiser de
l'interféron gamma (IFN). Principalement sécrétées par les lymphocytes Th1, les cellules Natural killer
(NK) et les lymphocytes T cytotoxiques (LTc). L’'INF est principalement induit par les antigénes et sa
fonction essentielle est I'activation des cellules NK, des macrophages et des LTc (Robinson et al., 2012
; McGill et al., 2014). La seule phase de RIMC, qui vise a limiter la dissémination des bacilles dans
'organisme, ne suffit pas a contenir l'infection. Dans un deuxiéme temps, comme lillustre 'annexe lII,
une réponse immunitaire a médiation humorale (RIMH) se développe au bout de quelques semaines a
quelques mois, en fonction de la quantité de bacilles et de la rapidité de la mise en place de I'infection.
On assiste alors au recrutement des lymphocytes B. Le granulome se calcifie (au bout de deux
semaines en moyenne), puis le foyer se nécrose et se retrouve entouré d’'un tissu de granulation, de
monocytes et de cellules plasmatiques formant une Iésion tuberculeuse. Enfin, les bacilles disséminent
par voie lymphatique et entrainent une adénopathie du nceud lymphatique loco-régional. (Bovine
tuberculosis 2008 ; Robinson et al., 2012).

3.2, L’étape secondaire de dissémination

Le complexe primaire peut évoluer selon trois modalités: (i) la guérison de I'animal, avec
destruction des bacilles tuberculeux et cicatrisation des lésions, (ii) la stabilisation de l'infection et (iii) la
généralisation précoce de la tuberculose par multiplication active des mycobactéries et embolisation.
Dans les deux derniers cas, on aboutit a une tuberculose chronique qui fait généralement suite a un
affaiblissement de I'état général de 'animal (Thorel et al., 2003 ; Bénet et Praud, 2015). Cette évolution
dépend surtout de la quantité de bacilles tuberculeux inoculée, de I'état général de I'animal et de son
age. En effet, les Iésions sont plus fréquentes et plus graves chez les jeunes ou chez les animaux agés.

En cas d’absence de guérison, les Iésions initiales peuvent proliférer de proche en proche tout
en restant localisées dans un méme organe. On parle alors de tuberculose chronique d’organe. Cette
prolifération est causée par une recontamination endogene ou exogéne de I'organe. Dans ce cas-la, il
peut ne pas y avoir de Iésions sur les nceuds lymphatiques adjacents. Dans les cas de formes ouvertes,
les lésions s’ouvrent sur une voie de drainage, ce qui peut aboutir & une stabilisation ou a une
généralisation. La généralisation peut se faire sous la forme de quelques lésions nodulaires dans
différents organes, ou sous une forme plus sévere, la tuberculose miliaire. Les signes cliniques sont
variables en fonction des organes atteints et de la progression de la maladie mais dans tous les cas il y
a une toxémie sous jacente qui se traduit par une faiblesse, voire éventuellement la mort de I'animal.
(Radostits et al., 2007 ; Benet, 2008).

4. Tableau clinique et Iésionnel

La tuberculose est une maladie a évolution chronique. Les signes cliniques et lésionnels
(annexe IV) sont variables en fonction des organes atteints et peu spécifiques (Thorel, 2003).

4.1. Tableau clinique

« Il y a plus d’infectés que de malades », tel est I'affirmation la plus courante actuellement, a
cause de l'incubation longue de la TB et de son I'évolution lente ce qui rend les symptomes frustes
(Bénet, 2010).
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Chez le jeune, on peut parfois noter un retard de croissance. Concernant les adultes, les formes
cliniques classiques sont peu observées. Les animaux gravement atteints sont souvent cachectiques et
abattus avec un poil piqué, une baisse d’appétit, une enophtalmie et une hyperthermie inconstante. lls
meurent soit consécutivement a l'atteinte de certains organes par la maladie, soit par épuisement.
(Gourreau et al., 2012). Chez les animaux adultes, pour les cas les plus graves, un amaigrissement
(muscles atrophiés, cotes saillantes), un poil terne et piqué et une peau séche peuvent étre observés.
L’évolution de la température corporelle peut devenir irréguliére et aller jusqu’a 41°C. L’appétit devient
capricieux. Du météorisme et des diarrhées peuvent étre observés. En fin d’évolution, I'état général peut
étre sévérement atteint avec un amaigrissement, voire une cachexie marquée des animaux (Thorel M.
F., 2003). D’autres symptdbmes peuvent étre associés a [latteinte de [I'état général, mais les
manifestations cliniques restent peu caractéristiques (Thorel M. F., 2003). La plus fréquente est une
tuberculose pulmonaire (80 % des cas) avec de la toux, un jetage (jaunéatre et fétide), une respiration
anormale (courte, rapide et saccadée).

4.2. Tableau lésionnel
Macroscopique : Les lésions sont appelées « tubercules ». Il s’agit de granulations de la taille d’'une

téte d’épingle pouvant devenir plus volumineux. Le centre du tubercule est composé d’'une substance
blanche jaunatre appelé caséum (Thorel, 2003).

C’est au niveau des viscéres que I'on observe principalement ces lésions. Avec dans l'ordre
décroissant de fréquence : les poumons en majorité, la plévre, le péritoine et le foie. Les nceuds
lymphatiques voisins principalement touchés sont : les nceuds lymphatiques trachéo-bronchiques et
médiastinaux, les rétropharyngiens et les mésentériques. Ces lIésions nodulaires évoluent vers
linfiltration (caséum), puis la calcification et peuvent aller jusqu’a I'ulcération et I'épanchement (forme
ouverte de tuberculose).

Microscopique : Une inflammation non spécifique se met en place : congestion active, cedéme,
apparition de cellules inflammatoires sur le site d’infection et activation des macrophages. Selon la
réaction de I'h6te, le bacille peut étre détruit ou persister. Quand I'antigéne introduit ne peut étre éliminé,
il y a formation d’un granulome ou follicule tuberculeux (réaction inflammatoire spécifique). Ce follicule
est composé de macrophages (avec un aspect de cellules géantes ou syncytium), de fibroblastes et de
polynucléaires neutrophiles ou éosinophiles en proportions variables, le tout organisé en couronne
autour d’un centre nécrotique homogéne. Ces cellules sont entourées ensuite de fibres collagénes et
d’un dépbt calcium selon le stade d’évolution (Bach, 1993).

5. Impacts économique et sanitaire

La TB est un fléau majeur de I'élevage bovin en zone infectée. Elle représentait un probléme de
santé publique majeure en Europe (avant la mise en place des mesures de contréle). Sur le plan
économique, en plus des pertes en viande et en lait, elle entrave le commerce intérieur et extérieur
(Bénet et Praud, 2015).

5.1. Impact économique

Les conséquences économiques pour un éleveur dont le troupeau est touché par la tuberculose
regroupent des pertes par saisies a I'abattoir, une diminution de la production laitiere (pour un élevage
laitier), mais surtout, et c’est 'impact majeur actuellement, une restriction des mouvements d’animaux et
de leur vente, ainsi que I'abattage total (ou éventuellement partiel) du troupeau déclaré infecté. En effet,
la commercialisation des animaux est réglementée par la Directive 64/432/CEE. Cette directive
européenne établit les conditions a remplir pour la vente et le transport des animaux, notamment la
qualification « indemne de tuberculose bovine » pour les élevages concernés au sein de I'Union
Européenne (ex. : article 6. 2. a)).

Les dépenses dans le cadre de la surveillance épidémiologique et de la gestion de la
tuberculose bovine en France ne sont pas négligeables. En 2013, elles ont été estimées a 19,2 millions
d’euros et étaient réparties de la maniére suivante : indemnisations des éleveurs touchés, frais de
laboratoires pour les analyses prises en charge par I'Etat honoraires des vétérinaires sanitaires
(Fediaevsky A. et al., 2013, 2014). La moyenne nationale a été évaluée a 139 000 euros par foyer mais
il existe des différences régionales et départementales importantes (ex. : Bourgogne, Camargue,
Dordogne) du fait de situations épidémiologiques différentes (Fediaevsky et al., 2010). En Dordogne, le
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montant des indemnisations en 2009 s’est élevé a 3,1 millions d’euros (données DDCSPP 24). La
surveillance de la faune sauvage quand a elle, correspond a des dépenses supplémentaires engagées
par I'Etat. Elles sont estimées globalement en 2013 a un million d’euros (Fediaevsky et al., 2014).

5.2. Impact sanitaire

La tuberculose bovine est transmissible a de nombreuses espéces animales et a ’'Homme. Elle
fait partie des dangers sanitaires de premiére catégorie (anciennement nommés maladies réputées
contagieuses). Maladie trés répandue en France au XXéme siécle (25% des cheptels bovins étaient
infectés en 1955), son impact zoonotique était trés important puisque la transmission a 'homme est
possible par contact avec les bovins tuberculeux ou par consommation de produits au lait cru
contaminé. Cet impact sanitaire de la tuberculose humaine est moindre depuis les mesures prises de
pasteurisation du lait et d’éradication de la tuberculose au sein des élevages bovins. Cependant, elle
reste un probléme de santé publique.

Cette maladie peut provoquer chez 'homme des atteintes pulmonaires et extra-pulmonaires
(adénite cervicale, infections génito-urinaires, tuberculose osseuse...). Les formes cliniques les plus
courantes de tuberculose humaine a M. bovis sont les formes pulmonaires et génito-urinaires. La forme
clinique de la tuberculose humaine a M. bovis n’est pas différenciable de celle a M. tuberculosis (Acha
et Szyfres, 2005).

6. Aspect et contexte réglementaires

La tuberculose est classée, suivant I'arrété ministériel du 29 juillet 2013, parmi les dangers
sanitaires de premiére catégorie. Plus particuliérement, les dangers reconnus par le |égislateur sont M.
bovis, M. caprae et M. tuberculosis, et ce, pour toutes les espéces de mammiféres. La tuberculose
bovine est une maladie listée par I'OIE (organisation mondiale de la santé animale), elle doit donc étre
déclarée au niveau international. Ainsi les membres de I'OIE sont tenus de mettre a la disposition des
autres membres, par l'intermédiaire de notification a I'OIE, toute information nécessaire pour enrayer la
propagation des maladies animales importantes et permettre une meilleure prophylaxie de ces maladies
au plan mondial (Ganiere, 2014). La France a été reconnue Etat officiellement indemne de tuberculose
bovine par I’'Union européenne en décembre 2000 (Décision (C2000)-4064).

Le Décret du 19 mars 1963 a posé les bases de la lutte contre la tuberculose bovine en
s’appuyant sur une organisation collective et volontaire de la prophylaxie sous limpulsion et la
supervision des services vétérinaires. La lutte fut rendue obligatoire sur I'ensemble du territoire national
en 1965 (Arrété Ministériel (AM) du 23 juin 1965). Actuellement, les mesures techniques et
administratives de lutte relatives a la prophylaxie collective et a la police sanitaire de la tuberculose
bovine sont définies par 'AM du 15 septembre 2003, modifié le 2 septembre 2014 (annexe V). C’est
dans ce texte que sont établis les principes réglementaires relative aux principes de lutte contre la
tuberculose bovine : (i) 'organisation de la prophylaxie (recherche des animaux tuberculeux et définition
sanitaire d’'un animal ou troupeau indemne, suspect, infecté ou contaminé de tuberculose) et (ii) les
dispositions applicables en cas de suspicion ou de confirmation de I'infection dans un cheptel (mesures
applicables dans les troupeaux suspects, susceptibles ou infectés) (Bénet et Praud, 2015)

Il. Epidémiologie de la TB en France
1. Epidémiologie descriptive
1.1. Les espéces sensibles a la tuberculose bovine en France

Plusieurs espéces de mammiféeres domestiques ou sauvages peuvent étre affectées par
Mycobacterium bovis tel que les bovins, les ovins, les caprins, les porcins, les lapins, les chats, les
chiens, les cervidés sauvages, les buffles, les blaireaux, les opossums, les bisons, les éléphants et les
primates. (O’'Reilly et Daborn, 1995 ; LoBue et al.,, 2010). Bien que les ovins et les caprins soient
rarement contaminés, ils permettent le cas échant de révéler la présence de M. bovis dans
'environnement des élevages. Toutefois, I'espéce bovine (Bos tfaurus) semble étre I'espéce la plus
sensible (Clifton-Hadley et al., 2000).

Des cas d’infection ont été décrits a plusieurs reprises chez les espéces de mammiféres
présentes dans la faune sauvage frangaise : sanglier (Sus scrofa), cerf élaphe (Cervus elaphus),
blaireau (Meles meles), renard roux ou commun (Vulpes vulpes) (Delahay et al., 2007).
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1.2. Evolution spatio-temporelle de la tuberculose bovine en France
a) Dans le temps

Au cours du 20éme siécle, la tuberculose était trés présente en France. Le taux d’atteinte
moyen dans les exploitations était de 30 a 40 % des animaux, ce qui représentait 8 a 10 % du cheptel
national bovin infecté de tuberculose a cette époque (Benet et al., 2006). L’'organisation de la lutte
contre cette maladie et la mise en place d’'une prophylaxie ont permis son déclin. Grace a la mise en
place de ces mesures a I'échelle de I'animal d’abord puis du troupeau, le taux de prévalence pour les
cheptels estimé a 25% en 1955, est descendu a 10% en 1965, 1% en 1980, et moins de 0,1% a partir
de 1994. Cette diminution a permis d’aboutir en 2001 a l'obtention du statut « pays officiellement
indemne de tuberculose » au niveau européen, toujours d’actualité depuis puisque le taux de
prévalence nationale reste chaque année en dessous du seuil de 0,1%. Cependant, comme le montre
'annexe VI, on observe qu’a partir de 2005, les taux de prévalence et d’incidence ont ré -augmenté, le
nombre d’élevages infectés se situant aprés stabilisation autour de 150. Ainsi, la proportion de
troupeaux infectés s’élevait a moins de 0,05 % en 2000 tandis qu’elle est actuellement d’environ 0,07 %.
On observe que l'augmentation est particulierement marquée de 2009 a 2010. Ce phénomeéne est a
rattacher a la mise en place de la prophylaxie renforcée en Céte-d’Or entre 2009 et 2011. Le dépistage
a permis de détecter de nombreux foyers a des stades d’évolution qui semblent relativement précoces
par rapport aux années antérieures. On peut donc supposer que ces mesures ont contribué a révéler
des foyers non détectés jusque-la qui permettaient d’entretenir la circulation de l'infection a bas bruit
(Fediaevsky et al., 2011, 2012, 2013, 2014).

b) Dans I’espace

Actuellement, la distribution de la tuberculose bovine sur le territoire national est hétérogene et
on note plus d’'une quinzaine de départements recensent encore des cas de tuberculose bovine en 2010
(annexe VI). On observe de fortes prévalences et incidences en Céte d’Or et Dordogne en particulier,
ainsi que dans les Pyrénées Atlantiques et la Camargue dans une moindre mesure Cette évolution est
due a plusieurs départements qui présentent une recrudescence de cas de tuberculose bovine, en
particulier la Cote d’Or, la Dordogne et les Pyrénées-Atlantiques (Dufour et al., 2011).

2. Epidémiologie analytique et synthétique
2.1. Sources de contagion et modalités de contagion

Les individus tuberculeux constituent la source principale de contagion, qu’ils soient malades ou
simplement infectés (porteurs de lésions mais sans symptéme). L’excrétion du bacille tuberculeux est
précoce (avant I'apparition des signes cliniques), durable, importante (surtout pour les formes ouvertes
de la maladie) et irréguliere. Les matiéres virulentes sont les sécrétions respiratoires, les feces, le lait, le
sperme, les sécrétions utérines, I'urine ou encore les viscéres. Le bacille est trés résistant dans le milieu
extérieur souillé par les excrétions virulentes (ex. : résistance dans les bouses jusqu’a 5 mois en hiver)
et dans les produits d’origine animale comme le lait (Bénet, 2010).

La transmission est exclusivement horizontale. Elle peut étre directe par contact entre individus
(cohabitation dans des locaux confinés, animaux vivant en lots en pature ou encore contacts entre les
patures...) ou indirecte par contact avec le milieu extérieur contaminé (front d’ensilage, bol de
complément minéral vitaminé, pierre a lIécher, palette d’abreuvoir...) (Bénet, 2010).

2.2. Origines de la contamination

L’élevage bovin a des nombreuses interactions avec I'extérieur. L’origine probable de la
tuberculose bovine dans un cheptel peut s’expliquer par trois facteurs : (i) L'introduction d’'un nouvel
animal (achat, prét d’'un animal ou une mise en pension) dans le cheptel est un facteur de risque
puisqu’il peut étre infecté et ainsi apporter la maladie dans I'élevage. (ii) Le voisinage avec prét ou
échange de matériel entre éleveurs, ou encore les contacts entre les animaux au paturage sont autant
de risques de contamination pour un élevage indemne. Les contacts avec la faune sauvage sont
également a prendre en considération. (ii) La résurgence peut étre a I'origine d’'une nouvelle infection au
sein de I'élevage (persistance du germe dans I'environnement suite a une mauvaise décontamination,
aprés un premier foyer de tuberculose). En effet, la tuberculose est une maladie enzootique dont
I'extension est lente et insidieuse au cours des mois et des années. Elle peut s’incruster et demeurer
inapergue pendant une longue période (Bénet, 2010).

14



lll. Méthodes de diagnostic / dépistage

1. Notions de sensibilité et de spécificité des tests

Les caractéristiques des tests de dépistage sont définies par des valeurs dites « intrinséques »,
qui dépendent uniquement du test et des valeurs dites « extrinséques », qui dépendent des conditions
de mise en ceuvre du test. En fonction de la qualité du test et de la réponse biologique des individus, un
test peut produire des réponses exactes mais aussi erronées (Toma B. et al., 2001). Le tableau 01
suivant expose les réponses exactes et les réponses erronées a un test de dépistage appliqué a des
individus.

Tableau 01 : Réponses exactes et réponses erronées a un test de dépistage (Toma B. et al., 2001)

Situation réelle
Infectés Indemnes
Résultats du test de | Positif Vrais positifs (VP) Faux positifs (FP)
dépistage Négatif Faux négatifs (FN) Vrais négatifs (VN)

La sensibilité d’'un test de dépistage (Se) correspond a son aptitude a identifier correctement les
animaux infectés grace a une réponse positive. Elle correspond a la proportion de vrais positifs (VP) sur
'ensemble des infectés (VP+FN) soit Se = VP/(VP+FN). La spécificité d’'un test de dépistage (Sp)
correspond a son aptitude a identifier correctement les animaux indemnes grace a une réponse
négative. Elle correspond a la proportion de vrais négatifs (VN) sur 'ensemble des indemnes (VN+FP)
soit Se = VN/(VN+FP). La sensibilité et la spécificité ne dépendent pas de la fréquence d’'une maladie, il
s’agit donc de valeurs « intrinséques » du test. Le choix d’'une bonne sensibilité se fait au détriment de
la spécificité et réciproquement (Toma B. et al., 2001).

2. Les tests post-mortem :
2.1. L’examen nécropsique (a I’abattoir)

L’inspection post-mortem est une mesure de surveillance primordiale. Elle est standardisée et
ses modalités sont décrites dans le réglement européen n°854 de 2004, qui fixe les régles spécifiques
d’organisation des contréles officiels concernant les produits d'origine animale destinés a la
consommation humaine.

La nature des lésions varie selon le stade de linfection. Les lésions recherchées par le
vétérinaire inspecteur sont nodulaires (tubercule), de couleur grise a jaunatre, de taille variant de
quelques millimétres a plusieurs centimetres et de consistance caséeuse, caséo-calcaire ou calcifiée.
La localisation la plus fréquente de la tuberculose concerne les nceuds lymphatiques bronchiques,
trachéobronchiques, rétropharyngiens et médiastinaux. De plus, les poumons, le foie, la rate sont
également souvent atteints (Whipple et al., 1996 ; Cassidy ef al., 1999 ; Araujo et al., 2005). Cependant,
méme si la Iésion observée semble caractéristique, elle reste une suspicion et il est nécessaire de la
valider par des tests de laboratoire complémentaires (OIE, 2008).

2.2. L’histologie

L’examen histopathologique repose sur I'analyse microscopique de coupes de tissus prélevées
sur des Iésions macroscopiques douteuses. une coloration classique de Ziehl-Neelsen permet de mettre
en évidence les lésions caractéristiques de la famille des mycobactéries ; il n’est donc pas spécifique de
M. bovis et nécessite un isolement bactériologique pour pouvoir affirmer qu’il s’agit de Iésions liées a M.
bovis et conclure a l'infection tuberculeuse (Moyen et al., 2011). C’est une méthode rapide (le résultat
est obtenu généralement sous 8 jours) et dont la sensibilité est autour de 93,6 % [89,9 ; 96,9] (intervalle
de confiance a 95 % - IC95 %), et la spécificité est moins bonne, autour de 83,3 % [78,7 ; 87,6] (IC95
%) (Courcoul et al., 2014).

2.3. La culture

La culture est la méthode de référence, le « Gold standard », pour diagnostiquer la tuberculose.
Réalisée a partir de prélevements de tissus de bovins abattus ou autopsiés, elle consiste dans un
premier temps a lisolement des mycobactéries (culture sur milieux spécifiques des bactéries
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potentiellement présentes dans les lésions tuberculeuses) et a identifier, dans un second temps, la
souche bactérienne par le laboratoire national de référence pour la tuberculose bovine situé a TANSES
Maisons-Alfort. Sa sensibilité a été évaluée a 78,1 % [72,9 ; 82,8] (IC95 %) et sa spécificité a 99,1 %
[97,1 ; 100,0] (IC95 %) selon le modéle de Courcoul et al., 2014. Cependant, ce diagnostic est
relativement long, il faut en moyenne 4 semaines pour obtenir un résultat positif, et 3 mois pour un
résultat négatif (Cardoso et al., 2007). Ces délais sont trés préjudiciables aux intéréts économiques des
éleveurs, dont les exploitations sont bloquées pendant ce temps (Bénet et Dufour, 2014).

2.4. La PCR (Polymerase Chain Reaction)

La technique de PCR (méthode de biologie moléculaire basée sur la mise en évidence du
matériel génétique par dénaturation de I'’ADN, amplification puis hybridation) permet d’identifier une
région génomique des bactéries a partir d’'un échantillon biologique. M. bovis est recherché a partir de
lésions ou de tissus (nceuds lymphatiques par exemple) en absence de Iésions visibles
macroscopiquement, et la PCR détecte la présence de la séquence d’insertion /IS6770 ou 1S1081
commune a I'ensemble du complexe Mycobacterium tuberculosis. La sensibilité et la spécificité varient
selon que l'on travaille sur 'ADN ou I’ARN, selon les amorces choisies et selon la quantité de matériel
génétique présent dans I'’échantillon. La sensibilité moyenne du test est de 87,7% [82,5 ; 92,3] (IC95 %)
et sa spécificité, excellente, de 97,0 % [94,3 ; 99,0] (IC95 %) (Courcoul et al., 2014). La PCR donne un
résultat en quelques jours ou deux jours ou une huitaine de jours, ce qui raccourcit le délai du diagnostic
de facon a le rendre compatible avec les attentes des acteurs de terrain (Bénet et Dufour, 2014).

2.5. Le typage génétique

Il existe différentes méthodes de caractérisation des souches de Mycobacterium bovis, basées
sur l'identification de polymorphismes au sein de régions spécifiques du génome. La méthode la plus
utilisée est le « spoligotypage ». Il s’agit d’'une technique d’hybridation qui assure, en une seule étape,
l'identification des bacilles tuberculeux et le typage génomique. Elle est fondée sur la caractérisation de
la région DR spécifique du génome des mycobactéries du complexe M. tuberculosis. (Haddad et al.,
2001 ; Dufour et al., 2011). Cette méthode a donc un intérét épidémiologique puisqu’elle permet de
mettre en évidence des profils d’origine, de transmission et de propagation des souches (OIE, 2008).
Les spoligotypes isolés en Dordogne sont principalement de type BCG like (Fediaevsky et al., 2010 ;
Bénet et al., 2011). Un résultat d’identification et de génotypage a partir d’ADN est obtenu entre 3 et 7
jours en moyenne (Durr et al., 2000a, 2000b ; Allix et al., 2006 ; Walravens et al., 2006 ; McLernon et
al.,, 2010 ; Collins, 2011 ; Hauer et al., 2014).

3. Les tests ante-mortem :
3.1. Le diagnostic clinique

Du fait de la fréquence des infections inapparentes, de la non-spécificité des symptdémes et de
la faible prévalence de la tuberculose dans nos régions, Néanmoins, dans les zones a risque et/ou en
présence de groupes ayant déja été touchés par la tuberculose, toute dégradation de I'état général ou
chute de production associée a un amaigrissement et une hyperthermie doit amener a suspecter la
présence de tuberculose (Gourreau et al., 2012).

3.2. L’intradermotuberculination

L’intradermotuberculination (IDT) peut étre simple (IDS) ou comparative (IDC). Ces méthodes, qui ont
pour but de détecter une hypersensibilité retardée, ont été améliorées (volume de tuberculine, qualité de
la tuberculine, lieu d’injection) depuis le début de la prophylaxie et obéissent aujourd’hui a un protocole
strict. Ce test est celui recommandé par I'organisation mondiale de la santé animale (OIE) pour le
commerce international (Benet et al., 2006 ; Schiller et al., 2010). Ces méthodes simples a réaliser sont
également peu colteuse. Cependant, elles nécessitent une trés bonne contention des animaux pour
permettre une mesure optimale des plis de peau (mesure effectuée a I'aide d’'un cutimétre a ressort) et
deux visites du vétérinaire. De plus, en cas de résultat positif ou douteux, une deuxiéme tuberculination
est nécessaire pour confirmer ou infirmer le statut suspect des élevages concernés. Dans ce cas, les
deux IDT doivent étre espacées d’au moins 6 semaines pour éviter une éventuelle désensibilisation du
systéme immunitaire (SI).

Enfin, les bovins infectés peuvent ne pas répondre aux tests cutanés allergiques, lorsque la maladie est
au début de son évolution, lors de phases d’'immunodépression (peri-partum par exemple) ou en fin
d’évolution de la maladie.
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- L’IDS : Il s’agit d’un test de premiére intention. On réalise a JO une injection intradermique d’une
dose unique de tuberculine bovine extraite a partir de culture de M. bovis au niveau de I'encolure du
bovin, puis on évalue a J3 (72 heures) la réaction obtenue au point d’inoculation (annexe VII). En
France, pour une dose de tuberculine bovine de 0,1 mL de PPD (dérivés protéiniques purifiées), ce titre
est fixé (en unités internationales de tuberculine) a 25 000 UI/mL (Delafosse et al., 2002 ; de la Rua-
Domenech, 2006 ; Schiller et al., 2010). La sensibilité individuelle moyenne de I'IDS est de 'ordre de 85
%, mais la sensibilité a I'échelle du troupeau peut atteindre 100 %. En effet, il suffit d'un seul animal
positif pour que le cheptel infecté soit détecté. La spécificité individuelle est de I'ordre de 98 a 99 %,
voire 99,9 % mais elle diminue a I'échelle du troupeau (Bénet J. J., 2010), car il faut que fous les
animaux testés donnent un résultat négatif pour que le résultat du troupeau soit négatif.

- LIDC: La réalisation de I'IDC nécessite I'utilisation de deux tuberculines différentes : la
tuberculine aviaire extraite a partir de M. avium et la tuberculine extraite a partir de M. bovis. En deux
sites espacés de 10 a 15 cm, les deux tuberculines sont injectées au niveau de I'’encolure du bovin,
l'une au niveau cranial (M. avium) et l'autre au niveau caudal (M. bovis). La lecture se réalise a J3 (JO
correspondant au jour de l'injection des tuberculines) et consiste a comparer la réaction de I'animal lors
de linjection de tuberculine bovine dans le derme de I'encolure, a la réaction provoquée par I'injection
de tuberculine aviaire pratiquée simultanément (annexe VIII). La tuberculine aviaire PPD est a un titre
de 25 000 Ul/mL (Bénet et Praud, 2015). Mais contrairement a I'|DS, I'interprétation du résultat se fait a
I'échelle du troupeau soumis a IDC et non a I'échelle individuelle. L’intérét de [I'utilisation de la
tuberculine aviaire réside dans le fait qu’il existe une plus grande parenté entre M. avium et M. avium
sub sp. paratuberculosis, ou d’autres mycobactéries atypiques, qu’avec le bacille tuberculeux M. bovis.
Par conséquent, les mycobactérioses atypiques s’exprimeront de maniere plus intense lors de I'épreuve
par la tuberculine aviaire (Delafosse et al., 2002 ; de la Rua-Domenech et al., 2006 ; Schiller et
al., 2010). La sensibilitt de I'IDC est plus faible que celle de I'IDS, elle varie de 50 a 64 %. En
revanche, sa spécificité est meilleure, de I'ordre de 98 a 99,6 %. C’est une méthode plus colteuse et
plus longue a réaliser que I'IDS. L’IDC est un test de troupeau et il est préférable de la réaliser sur un
nombre suffisant d’animaux pour en faciliter I'interprétation.

3.3. Le dosage de I'interféron gamma (IFN)

L’IFN est une interleukine impliquée dans la réponse immunitaire a médiation cellulaire. Lors
d’infection bactérienne a M. bovis, les interférons gamma sont synthétisés par les cellules du systeme
immunitaire (S1) (Robinson et al., 2012 ; McGill et al., 2014). Le test de dosage de I'lFN est un test
sanguin permettant d’évaluer in vitro la réactivité des lymphocytes T circulants stimulés par un antigéne
tuberculeux. Une a cing semaines post-infection sont nécessaires pour que I'lFNy relargué par les
lymphocytes T soit en quantité suffisante pour permettre son dosage (De la Rua Domenech et al.,
2006). Dans un premier temps, comme le montre 'annexe VIIII, le sang total (recueilli sur tube
hépariné) est réparti en trois échantillons mis en incubation pendant 18 a 24 heures avec des antigenes
de M. bovis ou des antigénes de M. avium (pour effectuer une stimulation comparée), ou aucun
antigéne (témoin négatif). Puis dans un second temps, la mesure de la quantité d’'IFN libérée dans le
plasma (I'IFN est libéré par les lymphocytes T déja sensibilisés a la tuberculose lorsqu’ils sont a
nouveau en présence d’'un antigéne tuberculeux) est réalisée par une méthode immuno-enzymatique
dite ELISA en « sandwich » utilisant des anticorps monoclonaux anti-IFNy (Rothel et al., 1990 ; Wood et
al., 1990a, 1990b ; Wood et Jones, 2001)

Le test conventionnel (Bovigam®) utilise les PPD aviaire et bovine et donne un résultat positif si
la quantité d’'IFN libérée par les lymphocytes T apres culture en présence de PPD bovine est supérieure
a celle obtenue avec les PPD aviaire. La présence de nombreux antigénes communs avec M. avium ou
les bactéries saprophytes a fait qu'on a reproché a ce test sa spécificité médiocre, et des recherches ont
été effectuées pour trouver des antigénes plus spécifiques a M. bovis. C’est dans cette optique que
l'utilisation d’autres antigénes a été développée, les antigénes ESATG6 (early secreted antigenic target,
protéine de 6 kDa majeure au début de I'infection) et CFP10 (culture filtrate protein, protéine de 10 kDa),
qui appartiennent au complexe Mycobacterium tuberculosis et permettent de s’affranchir des erreurs
lites aux mycobactéries environnementales. Ces antigenes sont utilisés sous forme de protéines
recombinantes qui posseédent de nombreux épitopes, ce qui les rend trés immunogénes. En effet,
plusieurs études ont montré que I'utilisation d’'un recombinant permet une augmentation de la spécificité
; par exemple, I'utilisation d’ESAT6 donne au test une spécificité de 99,2% contre 92,2% avec les PPD
(Pollock et al., 2000). Le bon déroulement de la technique ELISA est contrélé par I'emploi d’'un témoin
positif (TP) d'immunocompétence cellulaire noté PWM (de I'Anglais poke weed mitogen) et d’un témoin
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négatif (TN) de stimulation cellulaire, qui utilise le tampon phosphate salin (abrégé PBS, de I'Anglais
phosphate buffered saline) (Annexe VIIII) ; les criteres auxquels doivent répondre les densités optiques
(DO) des différents témoins pour qu’'une interprétation du test soit possible sont présentés dans le
tableau 02 ci-aprés. Une fois ces conditions sont vérifiées, alors il est possible de procéder au calcul de
différents ratios puis, par combinaison, a l'interprétation du résultat final du test IFN (résultat positif,
négatif ou non conclusif) selon les seuils de positivité et les grilles d’'interprétation détaillés dans la partie
“matériel et méthodes”.

Tableau 02 : Criteres de validation de la qualité de I'échantillon et de la technique ELISA permettant une
interprétation ultérieure du test

Critéres fixés par le laboratoire national de référence
Validation de la qualité de Ratio PBS = DOPBS / [3 x (DOTP - DOTN)] < 0,125
I’échantillon Ratio PWM = (DOPWM - DOPBS) / [3 x (DOTP- DOTN)] > 0,2
Validation de [I'analyse DOTN < 0,130 et écart entre DOTN <0,040
ELISA par les témoins DOTP > 0,55 et écart entre DOTP < 0,3

Légende : DOTN ou DOTP représentent les moyennes des trois densités optiques des témoins négatifs et positifs respectivement.

Calculs des ratios : La norme NF U47-019 relative aux méthodes d’analyses en santé animale lors de la
mise en ceuvre des techniques ELISA recommande d’intégrer aux criteres d’interprétation les
absorbances des témoins, de maniére a lisser les variations d’absorbance dues aux conditions
l'analyse. C’est pourquoi, les critéres d’interprétation prévus par le laboratoire national de référence
(LNR) se basent sur des ratios intégrant les variations d’absorbance des TP et TN. Ceci permet
d’obtenir des résultats plus aisément comparables d’'un laboratoire a un autre. Afin d’interpréter les
résultats du test, trois ratios sont préalablement calculés a partir des densités optiques obtenues par
stimulation avec les PPD (PPDB et PPDA) et les antigeénes recombinants (noté MIX) :

- Ratio PPD = (DO PPDB — DO PPDA) / [3 x (DO TP - DO TN)]
- Ratio PPDB = (DO PPDB- DO PBS) / [3 x (DO TP- DO TN)]
- Ratio MIX = (DO MIX-EC - DO PBS)/ [3 x (DO TP- DO TN)]

L'un des avantages principaux de cette technique est qu'elle ne nécessite qu’un seul
déplacement dans I'élevage et donc une seule contention des animaux. De plus, ce test fournit des
résultats objectifs indépendants de l'interprétation faite par l'intervenant. En outre, le dosage de I'lFN
permet de révéler des animaux infectés non-détectés par I'IDT. L’explication la plus probable de ce
phénomeéne est que le test IFN détecte les bovins a un stade plus précoce d’infection que ne le peut
'IDT, soit dés le 14¢™e jour aprées l'infection, comme cela est illustré dans la figure 01 ci-aprés (Buddle
et al., 1995). De plus, en 2005, Dean et al., soulignent que le délai entre l'infection et la détection par
test IFNy est indépendant de la dose infectante de M. bovis. Ceci montre la capacité du test a détecter
des bovins infectés avec des doses minimes de M. bovis et donc peu apres I'infection.

Axe
dimtensité
3
Intradermatuberculination
-------------

Test de -

dosage
de PIENy

Echelle de
" temps

m— Augmentation de la charge boctérienne

Figure 01 : Présentation graphique du spectre de réponse immunitaire aux tests de dosage de I'lFNy et d’IDT
(RIMC) ainsi qu’aux tests sérologiques (RIMH) des bovins infectés par M. bovis en fonction du temps et du spectre
pathologique (d'aprés de la Rua-Domenech et al., 2006)
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La sensibilité¢ de ce test est bonne et supérieure a celle de I'IDS. D’aprées la littérature, la
sensibilité du test IFN varie entre 73,0 % et 100 %, avec une valeur médiane de 87,6 % pour le test
Bovigam® (de la Rua-Domenech et al., 2006). Concernant la sensibilit¢ du test IFN & I'échelle du
troupeau, elle est cognsidérée comme excellente et voisine de 1. La limite majeure de cette technique
est imputable a une spécificitt moyenne, nettement inférieure a celle de I'IDS. L'utilisation du
polypeptide ESAT-6 ou de la protéine CFP-10 pour la stimulation des lymphocytes peut toutefois
améliorer la spécificité du test (Bezos et al., 2014).

A linstar de I'IDT, le test de dosage de I'lFN ne permet pas de détecter les bovins en phase
d’anergie ou lorsque le systéeme immunitaire a médiation cellulaire est déprimé (Hope et al., 2005 ; de la
Rua-Domenech et al., 2006). En effet, lors de I'étape de stimulation cellulaire, aucun témoin positif ne
permet de confirmer que la synthése d’IFN par des LT sensibilisés est effective. Or, ceci semble étre un
élément important pour l'interprétation des résultats, notamment si les animaux sont soumis a un stress
qui entrainerait I'inactivation des LT sensibilisés chez des animaux infectés. D’autre part, chez les
jeunes bovins, I'utilisation du test de dosage de I'lFN aboutit souvent a des résultats faussement positifs,
du fait de réaction non-spécifique de synthése d’IFN par les NK (Olsen et al., 2005).

IV. Utilisation du dosage de I'lIFN en France

Elle a été développée en Australie a la fin des années 1980 et est pratiquée en France depuis
2009, année ou elle a été introduite a titre expérimental en Cbte d’Or et en Dordogne pour aider a la
gestion des résultats douteux obtenus en intradermotuberculination, en dehors de la réglementation
européenne (Directive CE 64/432) qui n’autorise que l'utilisation en paralléle du test IFN.
Les contextes d'utilisation du test IFN sont les suivants :

- L'utilisation du test de dosage de I'IFN et d'une intradermotuberculination associés en « paralléle »
consiste a effectuer la prise de sang pour le dosage d’IFN et la tuberculination le méme jour. Elle permet
d'augmenter la sensibilité du dispositif de dépistage. En France, ce protocole est utilisé dans le cadre
des mesures de police sanitaire d’abattage partiel et d’assainissement du troupeau afin d’identifier et
d’éliminer les animaux infectés au sein d’'un foyer de tuberculose.

- L'utilisation « en série » du test de dosage de I'lFN aprés I'obtention d’'une réaction non négative a
l'intradermotuberculination permet d'augmenter la spécificité du dispositif de dépistage. Cette méthode
n'est pas autorisée par la réglementation européenne. Elle été utilisée a titre dérogatoire entre 2009 et
2012 afin de raccourcir le temps de blocage des exploitations suspectes (en Coéte d’'Or et Dordogne) et
a I'échelle nationale dans le cadre du protocole expérimental mis en ceuvre entre 2013 et 2015, afin
d’étudier les caractéristiques de ce type d’association.

- L'utilisation en premiére intention est mise en ceuvre dans certaines zones géographiques dans
lesquelles la contention des bovins rend la réalisation des intradermotuberculinations difficile voire
impossible (races de combat en Camargue).

V. Effet d’une injection de tuberculine sur le résultat d’IFN

Cependant, I'effet d’'une intradermotuberculination récente sur le résultat au test de dosage de
'IFN a été largement étudié dans le but de savoir s'il pouvait y avoir une conséquence sur le dépistage
des animaux testés. La bibliographie est contradictoire a ce sujet : dans les études portant sur des
animaux infectés dans les conditions naturelles, il a été montré que I'IDC n’affecte pas la réponse au
test a 'IFN, qui peut étre mené dés le troisi€me jour aprés I'intradermotuberculination (Gormley et al.,
2004). A I'opposé, les publications traitant d’études expérimentales rapportent une modification de la
réponse en IFN (augmentation ou diminution) suite a l'intradermotuberculination, et déconseillent la
réalisation du test dans les sept jours suivant l'intradermotuberculination (Schiller et al., 2010).

En effet, il est rapporté dans la littérature que 3 jours aprés l'injection simple de tuberculine
bovine, la réponse IFN au test est stimulée chez les bovins infectés (Rothel et al., 1992 ; Schiller et al.,
2010). D’autre part, les densités optiques augmentent progressivement aprés l'injection de tuberculine a
un animal infecté a partir de trois jours jusqu’a 7, 28 ou 59 jours post-injection suivant les études (Rothel
et al., 1992 ; Palmer et al., 2006). Ceci est conforme aux conclusions d’autres auteurs : aux Etats-Unis
en 2001, Whipple et ses collaborateurs ont mis en évidence que la réalisation d’'une IDS au pli sous
caudal stimulait bien la réponse IFN a partir de trois jours post-injection et jusqu’a 63 jours. De plus,

19



cette équipe a découvert que, 3 jours aprés linjection de tuberculine, les densités optiques des
échantillons prélevés et stockés pendant une nuit étaient plus élevées que les densités optiques
obtenues sur les échantillons testés 2 heures aprés la prise de sang. Ces données furent par la suite
confirmées par Gormley et son équipe en 2004 (Whipple et al., 2001 ; Gormley et al., 2004 ; de la Rua-
Domenech et al., 2006). En définitive, la réalisation d’'une IDS préalablement a la prise de sang peut
augmenter la réponse IFN chez les bovins infectés. Cet effet n'a toutefois jamais été mis en évidence
chez des individus sains.

L’effet de I'utilisation de I'IDC sur la réponse IFN ne fait pas I'unanimité. La capacité de synthese
d'IFN par les LT effecteurs aprés stimulation et incubation ne semble pas affectée par la réalisation
préalable d’'une IDC (Doherty et al., 1995 ; Gormley et al., 2004 ; Coad et al., 2007). Toutefois, les
études publiées sur [l'utilisation d’'une IDC préalablement a l'usage du test IFN sont parfois
contradictoires. Certains auteurs ont démontré que, chez des bovins expérimentalement infectés, les
valeurs de DO obtenues au test IFN sont plus faibles si une IDC a précédé le dosage IFN. Toutefois, ils
constatent que cela n’affecte pas linterprétation du test Bovigam®, l'issue et linterprétation du test
demeurent les mémes. Ce n’est pourtant pas le cas si le test IFN est effectué avec des antigénes
immuno-dominants sans recours aux PPDs : il y a alors une réduction du taux de détection des bovins
infectés (Whelan et al., 2004). D’autre part, la littérature rapporte que I'utilisation de I'IDC peut diminuer
la sensibilité du test IFNy s’il est réalisé entre 7 et 21 jours aprés l'injection de tuberculine (Marassi et
al., 2010). Par ailleurs, certains auteurs ont observé que chez des veaux expérimentalement infectés,
I'effet « booster » de la réponse IFN n’était effectif qu’avec I'incubation en présence de PPDA. De fait, la
stimulation sélective de la réponse IFN aux PPDA peut altérer le diagnostic de l'infection par le test IFN.
C’est pourquoi certains auteurs suggérent qu’il est plus prudent de ne pas réaliser le test Bovigam®
dans les 7 jours aprés une IDC (Thom et al., 2004 ; de la Rua-Domenech et al., 2006). En définitive,
bien que I''DC ne semble pas impacter de maniére significative la réponse IFN chez les animaux
naturellement infectés (Gormley et al., 2006 ; Coad et al., 2007), les résultats contradictoires présents
dans la littérature imposent de rester vigilant qu’en aux réelles conséquences de I'IDC sur la réponse
IFN lors d’utilisation en série des tests (Wood et Jones, 2001 ; de la Rua-Domenech et al., 2006 ;
Gormley et al., 2006). En effet, il semble paradoxal que I'IDS, soit I'injection de tuberculine bovine
impacte la réponse au test IFN, mais que cette méme injection, réalisée dans le cadre de I'IDC, se
trouve sans effet notable sur les résultats aux tests IFN.

Pour le moment, aucun consensus n’a été établi quant a I'effet de I'IDC sur le test de dosage de
'IFN. D’autres parametres tels que le temps de stockage entre la collecte des prélevements et la
réalisation du test ainsi que la température de stockage ou d’incubation ont été étudiés, comme Tlillustré
Il'annexe X. Le stockage d’'un prélevement sanguin durant 24 heures avant la réalisation du test au
laboratoire semble diminuer la réponse au test IFN (densités optiques moyennes plus faibles) sans
toutefois entrainer de modification majeure sur lissue du test, c'est-a-dire sur linterprétation finale
positif versus négatif (Vordermeier et al., 2004 ; Whelan et al., 2004). Principalement deux études
s’attachent a étudier les facteurs de risque expliquant les réponses faussement positives au test IFN.
Différents facteurs d’influence tels que le type de production, les caractéristiques d’élevage, ou I'état
physiologique de I'animal ont pu étre identifiés. Toutefois, les auteurs soulignent que la significativité
des facteurs de risques étudiés est trés dépendante du contexte d’étude : plus particuliérement, dans
certaines régions on observe plus fréequemment des réactions non-spécifiques ou croisées dues a des
mycobactéries environnementales ou a Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Cagiola et al.,
2004a ; Gormley et al., 2013). Aussi est-il établi que beaucoup de facteurs peuvent influer la réponse au
test IFN et la qualité de cette technique de dépistage dépend des conditions épidémiologiques locales.
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Deuxiéme partie : contribution
personnelle
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I. Contexte de mise en place du protocole expérimental

Dans le cadre du dépistage systématique de la tuberculose bovine en élevage et afin de
pouvoir étudier la possibilité de remplacer I'DC réalisée 42 jours suite a I'obtention d’'un résultat non
négatif a I''DS par un dosage d’interféron gamma (IFN) juste aprés la lecture de I'IDS, le protocole
expérimental national IFN a été mis en place. L'objectif principal de ce protocole était d’étudier si ce
dosage de I'lFN pratiqué le jour de la lecture des résultats de I'IDS (J3) est au moins aussi sensible que
'IDC de recontrole a J42 recommandée par la réglementation européenne (Directive CE 64/432). Ce
protocole visait aussi a déterminer si l'injection de tuberculine réalisée a JO influe ou non sur le résultat
du test IFN réalisé a J3, ce qui constitue I'objectif majeur de notre travail de stage.

Des expérimentations préliminaires menées sur I'lFN dans deux départements (Cote-d’Or,
Dordogne) entre 2008 et 2011 n'ont pas permis de répondre a ces question car les contextes
d’utilisation des tests étaient particuliers, les schémas diagnostiques variaient d’'un département a l'autre
et les protocoles de réalisation du test de dosage de I'IFN étaient variables selon le laboratoire
concerné. De plus, le faible nombre d’animaux constituant I'échantillon engendrait un manque de
puissance statistique. Les informations disponibles dans la littérature ne permettent pas de statuer sur
I'existence d’'un effet de l'injection de tuberculine sur le résultat de I'lFN (cf. supra: Partie Etude
bibliographique)

Ce nouveau protocole a été mis en ceuvre par la DGAI, en partenariat avec 'ANSES et était
suivi par la plateforme nationale d’épidémiosurveillance en santé animale (Plateforme ESA) qui a assuré
la mise en ceuvre de I'expérimentation et la collecte des résultats. L'unité EpiMAI (Epidémiologie des
Maladies Animales Infectieuses) de 'ENVA (Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort) était chargée de
l'analyse les données. Le principe du protocole a été testé lors de la campagne de prophylaxie
2012/2013 dans certains élevages afin de vérifier sa faisabilité. L’expérimentation a proprement parler a
été conduite sur deux campagnes de prophylaxie (2013-2014 et 2014-2015).

Il. Matériel et méthodes
1. Echantillon étudié

Période d’étude

Le protocole expérimental s’est étendu sur une durée de deux campagnes de prophylaxie
consécutives de 2013 a 2015, pour permettre de collecter suffisamment de données afin de disposer
d’'une puissance statistique adéquate (en particulier concernant les animaux infectés).

Zone d’étude

L’étude a été menée sur I'ensemble du territoire national continental pour les animaux
répondant aux critéres d’inclusion. Dix départements ont pu étre inclus dans le dispositif a savoir les
Ardennes (08), I'Ariege (09), la Charente (16), la Cote-d’Or (21), la Dordogne (24), le Lot-et-Garonne
(47), les Pyrénées-Atlantiques (64), les Hautes-Pyrénées (65), le Tarn (81) et la Haute Vienne (87).

Critéres d’inclusion et d’exclusion des animaux dans le protocole

Pouvaient étre inclus dans le protocole tous les troupeaux bovins de France continentale ayant
fourni des résultats non négatifs a lintradermotuberculination. Il fallait tout d’abord s’assurer que
'éleveur ainsi que le vétérinaire sanitaire acceptaient de s’engager a suivre le protocole selon les
conditions prévues dans la note de service DGAL/SDSPA/2014-864 du 28 octobre 2014 et notamment
une lecture précise systématique des plis de peau a I'aide d’un cutimétre. Le formulaire d’engagement
figure en annexe Xl. Dans les départements fortement impactés par la TB, il était laissé a I'appréciation
du préfet la possibilit¢ d’imposer le protocole a tous les élevages ayant obtenu des résultats non
négatifs a I'intradermotuberculination. Ce fut le cas pour les départements de Cdte-d'Or et de Dordogne
aux cours des deux campagnes prophylactiques étudiées. De plus, les vétérinaires sanitaires devaient
suivre une formation relative a la tuberculination a la demande de la DDPP. En cas d’abandon ou de
non-respect du protocole, la DDPP était en droit de retirer la qualification de I'élevage. L’inclusion dans
le protocole permettait cependant pour les élevages de bénéficier de mesures de gestion particuliére (a
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titre d’exemple, en cas de suspicion faible, le blocage de I'élevage était limité aux seuls animaux
réagissant).

Ont été exclus du protocole tous les troupeaux ou la contention des bovins n’était pas optimale
pour une lecture adéquate des tuberculinations (taureaux de combat par exemple), les troupeaux
classés a risque administratif, les élevages dont le vétérinaire sanitaire refusait de suivre la formation
relative a la tuberculination ou de se soumettre a des mesures de supervision de la part de la DDecPP
et enfin les établissements de quarantaine et de collecte de semence pour les inséminations artificielles.

Cas patrticulier des élevages en suivi renforcé (SR)

Dans les bases de données brutes (2013-2014 et 2014-2015) regues pour les analyses,
certains enregistrements en provenance de Dordogne concernaient des animaux provenant d’élevages
en « suivi renforcé » (SR), c’est-a-dire dont le contexte épidémiologique était a risque par rapport a la
tuberculose bovine. Les animaux en SR ne respectaient pas forcément le premier critére d’inclusion a
savoir I'obtention de résultats non-négatifs a I'IDT initiale. En effet, ces bovins en SR ont été soumis aux
tests de facon systématique, quel que soit leur résultat a la premiére IDT de dépistage. Une
caractéristique essentielle de ces animaux en SR était le fait que la prise de sang pour le premier test
IFN était faite le méme jour que I'IDT (et non cing a huit jours plus tard, ce qui était le cas pour les
animaux inclus dans le protocole), ce qui suggére que les résultats du premier IFN des animaux en SR
n’étaient pas modifiés par la tuberculination.

2. Description du protocole

Les troupeaux ont été inclus dans le protocole suite a I'observation de résultats non négatifs a
une ou plusieurs intradermotuberculinations réalisées dans la cadre de la prophylaxie en élevage (IDS
ou IDC selon le département, réalisée a J0). Les animaux réagissant a J3 ont subi une prise de sang
pour réalisation du test de dosage de l'interféron effectué entre J3 et J8.

(Rappel : pour les animaux en SR, la prise de sang était pratiquée le méme jour de I'IDT.)

On retient ensuite deux cas :

Suspicion faible

Un troupeau était en « suspicion faible » s’il avait obtenu un résultat non négatif (i.e. positif ou
douteux) a I'IDS OU une IDC douteuse et un résultat & 'lFN non conclusif ou négatif (Figure 02). Dans
ce cas, la qualification de I'élevage était maintenue et les animaux qui n’avaient pas réagi aux
intradermotuberculinations n’étaient pas bloqués dans I'élevage et pouvaient circuler sur le territoire
francais. Les autres bovins, réagissant a I'IDS ou I'IDC, devaient cependant faire I'objet d’'une limitation
de mouvement jusqu’a un recontrdle a 42 jours par IDC et IFN. A 42 jours, si I'on obtenait un résultat
non négatif a I'IDC ou a I'lIFN, I'élevage était placé sous APMS et on effectuait un abattage
diagnostique.

Levée de limitation des

/, IDC et IFN-NEG ——> PRe e
. IDC-DTX NEG IFN et IDC (J42)
DT —> IFN (J38) Ou  —> .Jg mémejour- \
IDSNON NC IDC-NON NEG ou IFN-NC ou IFN-POS

NEG \
L Abattage diagnostique et suspension __~, pos
de la qualification du cheptel

-Maintien de la qualification i\ -Retrait de la
-Limitations des mouvements NEG qualification
des seuls animaux réagissant Levée de la - assainissement

aPIbTH suspension

DTX : Douteux ; NG : Non conclusif ; POS : Positif; NEG : Négatif; NON-NEG : Non-négatif

Figure 02 : Schéma décisionnel dans le cadre du protocole expérimental en cas de suspicion faible due a
l'obtention d’une IDC ou IDS initiale douteuse et un résultat a I''FN non conclusif
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Suspicion forte

Un troupeau était en suspicion forte dans les cas suivants :

- Le résultat a I'DC était positif : les bovins a IDC positive étaient fortement suspects et étaient soumis a
un abattage diagnostique immédiatement aprés la réalisation du test IFN a J3, afin de confirmer
l'infection éventuelle du cheptel. Les autres animaux pouvaient étre inclus dans le protocole.

- Le résultat a I'IDS était non négatif OU le résultat a I'IDC était douteux ET le résultat du dosage
d’interféron était positif.

Dans ce second cas, comme la montre la figure 03 ci-dessous, la qualification du troupeau était
suspendue et les bovins étaient recontrdlés 42 jours plus tard par IDC et IFN (& J42, la prise de sang
était effectuée le méme jour que la tuberculination).

En dehors des résultats des IDC ou IDS, les animaux ayant présenté une réaction positive a I'lFN
faisaient I'objet d’'un abattage diagnostique.

Abattage diagnostique et NEG | Levée de la suspension
Inc.pos > IFNW3E) 5 suspension de la qualification du
IDT1 cheptel
Retrait de la qualification et
assainissement
IFN et IDC (J42 Abattage /
IDS-NON NEG BRS7 e jgur 'S d|agnost|gque \
|Dccfg-|-x RN NEG IDC de recontréle et
NEG Abattage diagnostique si
ou —> IFNetIDC (J42) Abattage résultats NON NEG
NC =le méme jour- diagnostique* <
si NON NEG
au 2eme Retrait de la qualification et
contrdle assainissement

* :En plus la suspension de la qualification du cheptel

DTX: Douteux : NC - Non conclusif; POS : Positif; NEG - Négatit: NON NEG - Non-négatr
Figure 03 : Schéma décisionnel dans le cadre du protocole expérimental en cas de suspicion forte due a

I'obtention d’une IDC initiale positive ET a I'obtention d’une IDS initiale non négative ou une IDC douteuse.

Dans tous les cas, le protocole Iégal recommandé par la Commission Européenne (conforme a I’'AM du
15/09/2003 modifié et a la Directive CE/64/432) était respecté, et I'on effectuait des prises de sang
supplémentaires pour les recherches concernant I'lFN dans le cadre du protocole expérimental.

3. Modalités de réalisation des tests de dépistage et de diagnostic

Réalisation des tests cutanés

A JO comme a J42, un compte-rendu de résultats était complété par le vétérinaire avant d’étre
envoye a la DDecPP.

A JO: Les tests d’intradermotuberculination (IDS ou IDC selon les départements) étaient
réalisés selon les conditions stipulées par la note de service n° 2012-8237 (notamment la nécessité
d’effectuer la mesure de pli de peau a l'aide d’'un cutimétre a cadran)

A J42: Le second test d'IDT devait étre obligatoirement une IDC. Elle était effectuée le méme
jour que la prise de sang pour le dosage de I'lFNy, au minimum a 42 jours et au maximum a 52 jours
aprés la premiére IDT. (Aucun traitement immunodépresseur ne devait étre administré aux animaux
entre la premiere I'IDT a JO et le recontréle a J42).
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Réalisation du test de dosage IFN

A J3-J8 : Les prises de sang étaient pratiquées dans les cing jours qui suivaient la lecture d’'un

résultat non-négatif en intradermotuberculination donc entre J3 et J8 (JO étant le jour de la premiére
IDT).
La collecte des prélévements (10 mL de sang dans un tube hépariné, les tubes étant acheminés dans
les 6 a 8 heures au laboratoire a une température ambiante comprise entre 17 et 23 °C) était gérée
localement, de maniére directe entre les vétérinaires et le laboratoire d’analyses agréé, le tout
coordonné par la DDecPP. Les prélevements étaient transportés dans une enveloppe scellée ou un sac
scellé avec le nom de I'éleveur, la date et I'heure du prélévement.

Au laboratoire, outre la mise en réaction du prélévement sanguin avec les solutions témoins, la
stimulation était effectuée a 'aide de deux antigénes différents :
» Des tuberculines aviaire (PPDA) et bovine (PPDB) commercialisées par Prionics® sous la
dénomination Bovigam® ;
» Des antigénes spécifiques recombinants ESAT-6 et CFP-10 commercialisés par Prionics® sous
la dénomination « Peptide Cocktail- ESAT-6 CFP-10 », noté MIX-EC par la suite.

A J42 : Les prises de sang étaient pratiquées le méme jour que I'IDC (au minimum 42 jours et au
maximum 52 jours aprés la réalisation de la premiére intradermotuberculination). Le traitement des
échantillons par le laboratoire était identique au mode opératoire décrit précédemment.

Le réseau de laboratoires agréés a été étendu pour effectuer la stimulation des lymphocytes dans les
heures suivant le prélévement sanguin dans un laboratoire de proximité ainsi que pour effectuer les
analyses ELISA sandwich pour le dosage de I'interféron gamma. Ainsi, les conditions de réalisation et
d’interprétation des tests ont été standardisées par le Laboratoire National de Référence, pour
'ensemble des laboratoires du réseau. Les critéres d’interprétation des résultats des tests IFN (critéres
pour étre interprétables) sont détaillés dans I’annexe XII.

La fixation du seuil de positivité d’'un test est un enjeu de taille. En effet, le couple sensibilité/spécificité
varie en fonction de la valeur choisie pour le seuil de positivité. Par conséquent, avoir une bonne
spécificité implique une dégradation de la sensibilité et vice versa. La fixation des seuils de positivité
permet également de restreindre les effectifs d’animaux fournissant un résultat « non-conclusif » (NC)
au test IFN.

L’analyse des données de la campagne 2013-2014 a conduit a revoir les seuils de positivité pour la
campagne suivante (ce sont ces nouveaux seuils qui ont été utilisés dans le cadre de notre étude) dans
le but d’affiner la spécificité du protocole expérimental sans en détériorer la sensibilitt. Comme indiqué
dans le tableau 03 ci-apreés, le seuil du ratio MIX-EC a donc été réévalué passant de 0,015 a 0,03, ainsi
que celui du ratio PPDB passant de 0,4 a 0,7.

Tableau 03 : Seuils de positivité avant et aprés correction sur la base des résultats de la premiére campagne du
protocole, fournis par le LNR.

RATIO Ancien Actuel (depuis 2014)
SEUILS PPD 0.05 0.05
MIX-EC 0.015 0.03
PPDB 04 0.7

Ainsi, l'interprétation des résultats des tests IFN serait réalisée comme indiqué dans le tableau 04 ci-
apres :
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Tableau 04 : Interprétation des résultats des tests IFN selon les nouveaux seuils de positivité fournis par le LNR

PPD (% DO)
PPD<005 | 005<PPD<03 PPD =03
MIX < 0,03 NEGATIVE CO,\’I\'COL'I‘JSIF
NON
0,
Mix (% BO) 003=MiX<0.1 5 ggg %Iéb}iilei POSITIVE

0.7 : POSITIVE

MIX > 0.1

Abattage diagnostique et examens post-mortem

Tous les bovins entrés dans le protocole et ayant présenté un résultat positif a 'lFN J3 ou a J42
ou un résultat positif & 'IDC a J42 ont été abattus pour diagnostic. D’autre part, les bovins ayant
présenté un résultat d’IDC douteux (ou un résultat d'IDS non négatif) et/ou un résultat non conclusif a
IFN J3 et qui ont obtenu un résultat d’'IDC douteux et/ou un résultat non conclusif a I'lFN J42 ont
également été abattus. Ces cas sont présentés dans I'arbre décisionnel en annexe Xlll. Les abattages
diagnostiques ont été effectués sous la surveillance des inspecteurs vétérinaires du site d’abattage, qui
étaient informés de la demande d'une inspection particuliéere pour les animaux concernés. Les
abattages diagnostiques étaient accompagnés d’'une recherche systématique de M. bovis par PCR et
par culture, sur les prélevements effectués au niveau des lésions ou, si aucune Iésion n’était visible, sur
des prélévements réalisés sur plusieurs paires de nceuds lymphatiques, conformément aux instructions
en vigueur.

4. Gestion des données et analyses statistiques

Collecte et gestion des données

Les DDecPP ont enregistré dans le logiciel SIGAL l'inclusion des troupeaux dans le protocole et
fourni les données relatives au contexte épidémiologique, a la description de I'animal et du cheptel
d'origine, aux résultats d’intradermotuberculination et aux résultats des analyses réalisées sur les
prélévements effectués lors des abattages diagnostiques. Aprés extraction, la qualité de ces données a
été vérifiee et validée par les CIREV avant qu’elles ne soient transmises a I'Unité EpiMAI de 'ENVA
pour analyse et interprétation.

Les données disponibles étaient sous forme d’un fichier Microsoft Excel. La base de données a
été gérée a 'aide du logiciel Microsoft Access.

Analyses statistiques

Les sensibilités des tests ont été calculées chez les animaux infectés et les spécificités ont été
calculées chez les animaux indemnes. Les animaux ont été considérés comme infectés lorsqu'ils
avaient obtenu un résultat positif en culture ou en PCR. Les animaux ont été considérés comme
indemnes lorsqu’ils provenaient d’'un élevage qui avait conservé son statut officiellement indemne a
l'issue des campagnes de prophylaxie étudiées.

Les animaux inclus dans le protocole avaient tous obtenu un résultat non négatif a I'lDT réalisée
en premiére intention. En revanche, les animaux provenant d’élevages en suivi renforcé ont été inclus
dans la base de données quel que soit leur résultat a la premiére IDT. Afin de constituer un échantillon
homogene d’animaux, nous avons conservé pour les analyses tous les animaux dont le résultat était
non négatif a 'IDT1. Les sensibilités et les spécificités calculées sont donc conditionnelles a I'obtention
d’'un résultat non négatif a I'IDT1.

L’effet de I'intradermotuberculination sur les résultats du dosage d’interféron gamma réalisé dans les 3 a
8 jours suivants a été étudié de deux maniéres :

Approche dite “qualitative” : dans laquelle on s’est intéressé aux résultats qualitatifs (négatif ou non-
négatif) des tests IFN. Dans un premier temps, les résultats a I'IFN global (interprété avec le MIX et le
Bovigam) ont été pris en compte. Dans un second temps, nous nous sommes intéressés au test IFN
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interprété avec le Bovigam seul. Cette approche permet aprés avoir étudié la répartition des animaux
suivant leurs combinaisons de résultats aux quatre tests (IDT1, IDT2, IFN1 et IFN2), tout d’abord a ne
sélectionner que les animaux dont les résultats aux tests cutanés étaient identiques (pour garantir que
le statut immunitaire des animaux évolue peu) et ensuite a comparer les pourcentages des animaux
réagissant au test IFN1 a celui des animaux réagissant au test IFN2 ( test statistique Mc Nemar sur
échantillons appariés) de fagon a étudier un éventuel effet de la tuberculine injectée a I'occasion de
'IDT1 sur les résultats des tests IFN. Etant donné que la succession des tests n’était pas la méme chez
les animaux en SR et chez ceux entrés dans le protocole, leurs résultats ont donc été analysés
séparément.

Approche dite “quantitative” . dans cette approche, on s’est intéressé a la production de la densité
optique. En France, les résultats de dosage de l'interféron gamma sont fournis sous la forme d’une
proportion de DO (rapportée aux résultats de DO fournis par les témoins négatif TN et positif TP) et non
d'une DO brute. Le raisonnement consiste a utiliser les ratios PPD, calculés a partir des densités
optiques selon la formule suivante : RATIO PPD = (DO bov — DO aviaire) / (3 x (DO TP — DO TN)). Il
s’agit donc d’un pourcentage de densité optique globale qui prend en compte a la fois la réaction due
aux Mycobactéries aviaires et nivelle les variations éventuelles dues aux réactifs fournis dans les kits
commercialisés. Ce type dinterprétation constitue une spécificité francaise. Dans les autres pays
européens, l'interprétation du résultat est basée sur la DO brute.

Le principe de cette partie est fondé sur la comparaison, grace aux tests t de Student et aux tests de
Wilcoxon sur séries appariées, des ratios des densités optiques en réponse aux PPDA, PPDB et le MIX
suite aux tests d'IFN afin d’étudier les variations de la réponse immunitaire des animaux en suivant
I'évolution des résultats d’IFN et des tests cutanés a J3 et a J42. Nous avons décidé de faire I'analyse
des résultats séparément chez les animaux inclus dans le cadre de protocole et chez les animaux inclus
en SR (type d’inclusion différent).

Les tests statistiques (test de Student, test de Mac Nemar, test de Wilcoxon, chi®) ont été
effectués a 'aide du logiciel R (en ligne via I'interface BiostaTGV ou directement via I'interface Rstudio).
Le seuil de significativite a été fixé a 5 %et on le test t de Student ou le test de Wilcoxon a été choisi
selon la distribution des effectifs (normale ou non). La normalité de la distribution a été vérifiée grace au
logiciel R.

lll. Résultats

1. Données disponibles

Pour les deux campagnes de prophylaxie étudiées (2013-2014 et 2014-2015), la base de
données contenait 18267 lignes de résultats, correspondant a 13222 animaux. Chaque ligne de résultat
comportait les données répertoriées dans l'annexe XIlll. Parmi eux, on comptait 10980 bovins
considérés comme indemnes (provenant d’'un élevage officiellement indemne et qui avait conservé sa
qualification aprés la réalisation des tests de dépistage) et 117 bovins dont l'infection a été confirmée
avec certitude (présentant un résultat positif a la PCR et/ou un résultat positif a la culture).

Un premier tri des données a révélé que pour certains animaux, on ne disposait pas de toutes
les informations nécessaires au traitement des données (résultats des tests inconnus, dates de
réalisation des tests non renseignées....). Aprés élimination de ces animaux, restaient 1622 animaux
indemnes (1276 inclus dans le cadre du protocole et 346 en suivi renforcé) et 53 animaux infectés (32
inclus dans le cadre du protocole, 20 en suivi renforcé et 1 animal issu de foyer).

Afin de garantir la cohérence des analyses, les animaux pour lesquels les délais entre la
réalisation des tests intradermiques et de I'lFN étaient aberrants (a titre d’exemple : délai entre les deux
tests intradermiques égal a 12 jours ou a 465 jours). Au final, I'échantillon qui a pu étre étudié
comportait 1294 animaux indemnes (951 inclus dans le cadre du protocole, et 343 animaux en SR) et
39 animaux infectés (21 animaux inclus dans le protocole et 18 en SR).

Il est impératif de rappeler que les animaux indemnes de notre échantillon étaient issus de 432
élevages répartis sur 04 départements (les Ardennes (08), la Céte-d’Or (21), la Dordogne (24) et la
Haute Vienne (87) et que tous les animaux en SR étaient en provenance de la Dordogne. Les animaux
infectés de notre échantillon quant a eux, ils étaient issus de 24 élevages et se répartissaient également
sur quatre départements (la Charente (16), la Coéte-d’Or (21), la Dordogne (24), et Lot-et-Garonne (47))
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et les animaux infectés en SR étaient tous en provenance du 24. Le tableau 05 suivant reprend en
détaille la provenance des animaux inclus dans chaque département :

Tableau 05 : Répartition des animaux inclus dans le protocole expérimental selon le département de provenance
et le statut infectieux des animaux

Statut infectieux Département Nombre d’animaux | Nombre d’élevages

les Ardennes (08) 15 4

Indemnes la Cote-d’Or (21) 448 209

la Dordogne (24) 830 252
la Haute Vienne (87) 1 1

Total indemnes 1294 466
la Céte-d’Or (21) 2 2

Infectés la Dordogne (24) 35 22
Lot-et-Garonne (47) 2 2

Total infectés 39 26

Le test réalisé en premiére intention était une IDS pour 62,1 % des animaux indemnes, soit 49,2
% (467 / 951) des animaux indemnes inclus dans le cadre du protocole. Le premier test était une IDC
pour 37,9% des animaux indemnes, soit 50,1 % (484 / 951) des animaux indemnes inclus dans le cadre
du protocole. Tous les animaux infectés ont été testé par une IDS lors des tests cutanés réalisés au
premier controle.

Délais retenus

L’idéal était de ne garder pour les analyses statistiques que les animaux dont le délai entre les
deux tests cutanés (délais Inter-IDT) était de 42 jours, les animaux dont le délai entre le premier test
d’'IFN et le premier test cutané (délai IDT1-IFN1) était de 3 a 8 jours et ceux dont le délai entre le second
test IFN et le second test cutané (délai IDT2-IFN2) était de zéro jours (la prise de sang pour la
réalisation de 'lFN2 le méme jours de la réalisation de I'lDT2).

Mais en raison du faible nombre d’animaux infectés, tous les animaux ont été gardés pour les analyses
avec des délais Inter-IDT variant entre 35" et 68 jours, des délais IDT1-IFN1 variant de 02 a 8 jours pour
les animaux inclus dans le cadre du protocole et de O jours pour les animaux en SR et enfin, des délais
IFN2-IDT2 de 3 jours maximum pour les animaux inclus dans le cadre du protocole et de 0 jour pour les
animaux en SR. Concernant les animaux indemnes et pour rester cohérent avec les délais retenus pour
les animaux infectés, les délais entre les tests réalisés, retenus pour nos analyses statistiques étaient :
Délai Inter-IDT variant de 28" a 79 jours, des délais IDT1-IFN1 variant de 02 a 8 jours pour les animaux
inclus dans le cadre du protocole et allant de 5 jours avant la réalisation du premier test cutané a 0 jour
pour les animaux en SR et enfin, des délais IFN2-IDT2 de 1 jour maximum pour les animaux inclus dans
le cadre du protocole et de 0 jour pour les animaux en SR.

2. Etude de la validité des tests employés

L'un des objectifs de ce protocole expérimental était de déterminer les caractéristiques de
sensibilité et de spécificité, conditionnelles a une réaction initiale non négative, des tests IFN et IDT2.
Comme indiqué ci-dessus, les sensibilités et spécificités ont été calculées dans un échantillon
homogéne d’animaux ne comportant que ceux qui avaient obtenu un résultat non négatif en IDT1 de
fagon a éliminer de nos calculs les animaux inclus en SR qui présentaient des résultats négatifs a
I'IDT1, chez qui les autres tests ont été réalisés quel que soit le résultat de la premiére IDT.

1 Ce délai entre ID de 35 jours était trop court au vu de la réglementation francaise et européenne.
2 Le délai de 0 jour correspondait aux animaux pour lesquels la date d’ID indiquée sur le compte-rendu
correspondait a la date de lecture des résultats.
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Au total, 811 animaux parmi les 1294 animaux indemnes ont été retenus pour le calcul de la
spécificité et 26 animaux parmi les 39 animaux infectés ont été retenus pour le calcul de la sensibilité
des tests.

2.1. Calcul de la spécificité des tests employés

Les résultats des quatre tests étudiés pour les 811 animaux indemnes ayant obtenu un résultat
non négatif a 'DT1 sont regroupés dans le tableau 06 ci-aprés ; il a été décidé de regrouper en non
négatifs, noté « NON NEG », les résultats douteux / positifs aux tests intradermique (IDT1 pour le test
intradermique a JO et IDT2 pour le test intradermique a J42) ainsi que les résultats positifs / non
conclusifs pour linterféron (IFN1 pour le test interféron effectué entre J3 et J8 et IFN2 pour le test
interféron effectué a J42). Ce choix a été motivé par le fait que la réglementation francgaise et
européenne prévoit qu’'un animal ayant obtenu des résultats non négatifs soit considérés comme
suspect. Les résultats négatifs sont notés « NEG ».

Tableau 06 : Résultats des quatre tests chez les 811 animaux indemnes ayant obtenu un résultat non
négatif en IDT1

IDT1 IDT2 IFN1 IFN2
NEG 0 719 385 523
NON NEG 811 92 426 288
TOTAL 811 811 811 811

NON NEG : non négatif, NEG : négatif, IDT : intradermotuberculination, IFN : test de dosage de l'interféron gamma

Les spécificités estimées pour les quatre tests étudiés, notées « Sp », étaient les suivantes :
(pour mémoire, il s’agit de spécificités conditionnelles a I'obtention d'un résultat non négatif en ID) :

-Sp IDT2 =88,6 % [86,3 % ; 96,6 %] Intervalle de confiance a 95 % (IC 95 %)
-Sp IFN1 =47,5 % [44,1% ; 50,9%] IC 95 %
-SpIFN2=64,5% [61,1 % ; 67,7 %] IC 95 %

Le test IDT2 était significativement plus spécifique que I'IFN1 (Test de Mc Nemar, p = 2,36x10-
61) et 'IFN1 était moins spécifique que I'IFN2 (Test de Mc Nemar, p = 7,38x10-39).

Afin de comprendre I'impact de I'IDS et de I'IDC sur I'lFN, les spécificités ont également été
estimées séparément chez les animaux ayant été testé par une IDS lors du premier IDT et chez les
animaux ayant été testé par une IDC (Annexe XV). Les valeurs de la spécificité individuelle calculées
séparément chez les animaux indemnes ayant regu une IDS a I'IDT1 et ceux ayant recu une IDC a
'IDT1, n’étaient pas significativement différentes de celles calculées précédemment, et le test
intradermique était toujours plus spécifique que les tests de dosage de l'interféron quelle que soit la
technique utilisée a I'occasion de I'IDT1.

Comme nous l'avions souligné précédemment, les animaux n’étaient pas tous inclus de la
méme maniére dans la base de données. Les spécificités des tests ont donc également été estimées
séparément chez les animaux dits "Protocole” et chez ceux dits “SR” :

Animaux inclus dans le protocole

Parmi les 951 animaux indemnes inclus dans le cadre de protocole, 942 ont présenté un
résultat non négatif a I'IDT1. Les résultats des quatre tests pour ces 942 animaux sont présentés dans
le tableau 07 suivant :

Tableau 07 : Résultats des quatre tests chez les 942 animaux indemnes inclus dans le protocole et ayant
obtenu des résultats non négatifs en IDT1

IDT1 IDT2 IFN1 IFN2
NEG 0 831 467 579
NON NEG 942 111 475 363
TOTAL 942 942 942 942

NON NEG : non négatif, NEG : négatif, IDT : intradermotuberculination, IFN : test de dosage de l'interféron
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La spécificité « Sp » des tests effectués sur les animaux inclus dans le cadre du protocole était
de (pour mémoire, il s’agit de spécificités conditionnelles a I'obtention d’un résultat non négatif en ID) :

-Sp IDT2 = 88,2 % [86,0 % ; 90,1 %] IC 95 %
-Sp IFN1 = 49,6 % [46,4 % ; 52,8 %] IC 95 %
-Sp IFN2 = 61,5 % [58,3 % ; 64,5%] IC 95 %

Ces valeurs ne sont pas significativement différentes de celles calculées précédemment (en cumulant
animaux provenant de SR et Protocole). L'IDT2 était plus spécifique que I'lFN1 (Test de Mc Nemar, p =
2,94x10%4) et plus spécifique que I'FN2 (p = 1,34x10-4%), mais I'lFN1 était moins spécifique que I'lFN2
(Test de Mc Nemar, p = 2,89x10-1).

Animaux en SR

Parmi les 343 animaux indemnes inclus en SR, 48 ont présenté un résultat non négatif a 'lDT1,
les résultats des quatre tests pour ces 37 animaux sont regroupés dans le tableau 08 suivant :

Tableau 08 : Résultats des quatre tests chez les 48 animaux indemnes en SR et ayant obtenu un
résultat non négatif en IDT1

IDT1 IDT2 IFN1 IFN2
NEG 0 43 30 28
NON NEG 48 5 18 20
TOTAL 48 48 48 48

NON NEG : non négatif, NEG : négatif, IDT : intradermotuberculination, IFN : test de dosage de l'interféron

Les spécificités « Sp » des tests effectués sur les animaux en SR étaient de (pour mémoire, il
s’agit de spécificités conditionnelles a I'obtention d’un résultat non négatif en ID) :

-Sp IDT2 = 89,6 % [77,8 %:; 95,5 %] IC 95 %
-Sp IFN1 = 62,5 % [48,4 %; 74,8 %] IC 95 %
- Sp IFN2 = 58,3 % [44,3 %; 71,2 %] IC 95 %

Comme précédemment, le test IDT2 était plus spécifique que I'IFN1 (Test de Mc Nemar, p = 0,0059) et
'IFN2 était significativement (p = 0,002) moins spécifique que I'IDT2, mais aucune différence
significative entre les spécificités de I'IFN1 et de 'lFN2 n’a été mise en évidence (Test de Mc Nemar, p
=0,802).

2.2. Calcul de la sensibilité des tests employés

Les résultats des quatre tests pour les 26 animaux infectés ayant obtenu un résultat non négatif
a I'IDT1 sont présentés dans le tableau 09 ci-aprés. Comme précédemment, les résultats douteux /
positifs aux tests intradermiques ainsi que les résultats positifs / non conclusifs pour le test de dosage
d’interféron ont été regroupés en non négatifs, notés « NON NEG ». Les résultats négatifs sont notés
« NEG ».

Tableau 09 : Résultats des quatre tests chez les 26 animaux infectés ayant obtenu un résultat non
négatif a I'lDT1

IDT1 IDT2 IFN1 IFN2
NON NEG 26 13 25 26
NEG 0 13 1 0
TOTAL 26 26 26 26

NON NEG : non négatif, NEG : négatif, IDT : intradermotuberculination, IFN : test de dosage de l'interféron
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Les sensibilités estimées pour les quatre tests (conditionnelles a I'obtention préalable d’un
résultat non négatif en IDT1) étaient les suivantes :

-Se IDT2 = 50,0 % [32,0 %; 68,0 %] IC 95 %
- Se IFN1=96,0 % [81,0 %; 99,0 %] IC 95 %
- Se IFN2 =100 % [87,0 %; 100 %] IC 95 %

L’'IFN1 était significativement plus sensible que I'IDT2 (Test de Mc Nemar, p = 0,003). Il n’existait pas de
différence significative entre les deux sensibilités de I'lFN1 et 'I[FN2 (Test de Mc Nemar, p = 1).

Comme précédemment, nous avons refait les calculs séparément chez les animaux dits
“Protocole” et chez ceux dits "SR :

Animaux inclus dans le protocole

Les 21 animaux infectés inclus dans le cadre de protocole ont tous présenté un résultat non
négatif a I'IDT1, les résultats des quatre tests pour ces animaux sont regroupés dans le tableau 10
suivant :

Tableau 10 : Résultats des quatre tests chez les 21 animaux infectés inclus dans le protocole

IDT1 IDT2 IFN1 IFN2
NON NEG 21 10 20 21
NEG 0 11 1 0
TOTAL 21 21 21 21

NON NEG non négatif, NEG : négatif, IDT : intradermotuberculination, IFN : test de dosage de l'interféron

Ainsi, nous avons obtenu les sensibilités (conditionnelles a I'obtention préalable d’'un résultat
non négatif en IDT1) suivantes :

-Se IDT2 = 47,6 % [28,3 %; 67,6 %] IC 95 %
-Se IFN1=95,2 % [77,3 %; 99,2 %] IC 95 %
- Se IFN2 =100 % [84,5 %; 100%] IC 95 %

L’'IFN1 et 'IFN2 étaient significativement plus sensibles que I'IDT2 (Test de Mc Nemar, p = 0,009 et p =
0,002 respectivement) et la sensibilité de 'IFN1 était similaire a celle de I'IFN2 (Test de Mc Nemar, p =
1).

Animaux en SR

Parmi les 28 animaux infectés inclus en SR, cing ont présenté un résultat non négatif a I'IDT1,
les résultats des quatre tests pour ces quatre animaux sont regroupés dans le tableau 11 suivant :

Tableau 11 : Résultats des quatre tests chez les cinq animaux infectés inclus en SR et ayant obtenu des
résultats non négatifs en IDT1

IDT1 IDT2 IFN1 IFN2
NON NEG 5 3 5 5
NEG 0 2 0 0
TOTAL 5 5 5 5

NON NEG : non négatif, NEG : négatif, IDT : intradermotuberculination, IFN : test de dosage de l'interféron

Le calcul de la sensibilité des tests était rendu impossible par le faible nombre d’animaux dont
nous disposions. Cependant, nous pouvons constater que 3 animaux sur 5 ont été détectés comme
étant non négatifs par I'IDT2 et 5 sur 5 par les tests IFN1 et IFN2.
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L’analyse statistique des données collectées lors de ces deux campagnes de
prophylaxie a permis d’établir que la sensibilité du test IFN réalisé entre 3 et 8 jours (96,0 %
[81,0% ; 99,0%] IC 95%) était significativement supérieure a celle de I'IDT de recontréle (50,0 %
[32,0% ; 68,0%] IC 95%). En revanche, la spécificité de I'IDT de recontréle (88,6 % [86,3% ;
96,6%] IC 95%) était plus élevée que celle du test IFN réalisé entre 3 et 8 jours (47,5 % [44,1% ;
50,9 %] IC 95%). Par ailleurs, la spécificité de I'IFN réalisée entre 3 et 8 jours estimée chez les
animaux inclus dans le cadre du protocole (49,6 % [46,4% ; 52,8%] IC 95%) était moins bonne
que celle estimée chez les animaux en SR (62,5 % [48,4% ; 74,8%] IC 95%).

3. Approche de l'influence de l'injection de tuberculine sur les résultats qualitatifs du
test de dosage de I'interféron gamma

Afin d’étudier l'influence de l'injection de tuberculine sur les résultats d’IFN, nous nous sommes
intéressés par la répartition des animaux suivant leurs combinaisons de résultats aux quatre tests (IDT1,
IDT2, IFN1 et IFN2). Pour rappel, IDT1 est le test d’intradermotuberculination réalisé a JO, IDT2 est le
test d’intradermotuberculination réalisé a J42, IFN1 est le test d’interféron réalisé entre J3 et J8 et enfin
IFN2 est le test d'interféron réalisé a J42.

Comme indiqué précédemment, la succession des tests n’était pas la méme chez les animaux en
SR et chez ceux entrés dans le protocole. Pour les animaux entrés dans le protocole, la tuberculine du
test IDT1 était injectée avant la réalisation du test IFN1. En revanche, la tuberculine du test IDT2 était
injectée aprés le prélevement de sang effectuée en vue du test IFN2. Pour les animaux en SR, les
prélévements sanguins en vue des tests IFN étaient effectués avant les IDT. Les résultats des animaux
inclus dans le protocole et des animaux en SR ont donc été analysés séparément.

3.1. Les animaux indemnes

Animaux inclus dans le protocole

Le statut infectieux des animaux (notamment vis-a-vis des mycobactéries non tuberculeuses
responsables de réactions croisées) peut évoluer entre les deux séries de tests (IDT1-IFN1 d’'une part et
IDT2-IFN2 d’autre part). Pour s’assurer que le statut infectieux des animaux vis-a-vis d’éventuelle
contaminations par des mycobactéries non tuberculeuses responsables de réactions croisées évoluait
peu, afin de comparer les deux résultats aux tests interféron et de mettre en évidence un effet
éventuelle de linjection de tuberculine sur ces résultats, nous avons choisi d’isoler les animaux pour
lesquels les résultats a I''DT1 et a 'IDT2 étaient « identiques ». Cela concernait 118 animaux parmi 951
bovins indemnes inclus dans le cadre de protocole, dont les résultats sont représentés dans la figure 04
suivante.
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Figure 04 : Répartition des 118 animaux indemnes inclus dans le cadre de protocole dont les résultats d’'IDT n'ont
pas varié au cours de l'étude, suivant leurs résultats aux tests IFN1 et IFN2.
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Nous observons dans cet histogramme que le pourcentage des animaux ayant obtenu des
résultats non-négatifs a I'IFN1 (59,3 % = 70/118) n’était pas significativement différent (Test de Mc
Nemar, p = 0,46) du pourcentage des animaux non-négatifs a I'lFN2 (54,2 % = 64/118). Cependant, les
analyses faite sur les résultats qualitatifs du test Bovigam seul (TUE européenne recommande
l'utilisation du test Bovigam seul, c’est-a-dire la PPD aviaire et la PPD bovine sans rajouter le MIX) ont
montré que cette différence était significative (Annexe XVI).

La figure 05 ci-dessous, représente la répartition des 118 animaux indemnes dans trois
catégories de profils de résultats IFN différentes. La premiére catégorie (en vert) correspond aux
animaux ayant présenté un résultat identique (négatif / non-négatif) aux deux tests IFN, la seconde (en
violet) correspond aux animaux qui présentaient un résultat négatif a I'IFN1 puis un résultat non-négatif
a 'IFN2 et la troisieme et derniére catégorie (en rouge) correspond aux animaux ayant présenté un
résultat non-négatif a 'lFN1 et un résultat négatif a I'lFN2.
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Figure 05 : Répartition des 118 animaux indemnes inclus dans le cadre du protocole dont les résultats d’IDT n’ont
pas varié au cours de I'étude dans les trois catégories de profils de résultats IFN

Nous constatons que le nombre d’animaux de la premiére catégorie (en vert) pour lesquels les
résultats aux deux IFN étaient identiques était plus important que le nombre d’animaux des deux autres
catégories regroupées (pour lesquels la réponse IFN avait varié). D’autre part, parmi les animaux dont
le résultat IFN a varié, le nombre d’animaux pour lesquels le résultat d'IFN s’était «négativé» était
supérieure au nombre d’animaux pour lesquels la réponse s’était positivée.

Comme nous I'avons souligné précédemment, la littérature tend a montrer que l'impact de I'IDS
et celui de I'IDC sur I'lFN ne sont probablement pas strictement identiques. Afin de comprendre I'impact
de I'IDS et de I'IDC sur I'lFN, 'analyse a donc ensuite été effectuée séparément chez les animaux ayant
été testé par une IDS lors de I'IDT1 et chez les animaux ayant été testé par une IDC (Annexe XV).

Les analyses faites sur les animaux indemnes ayant regu une IDS lors du premier test d'IDT ne
montrent aucun effet de I'injection de tuberculine sur les résultats des tests IFN. Il en est de méme pour
les animaux indemnes ayant subi une IDC lors de I'IDT1 (cf. Discussion).

Animaux inclus dans en SR

Comme nous l'avions précisé précédemment, les animaux en suivi renforcé « SR » ont pour
particularité que la prise de sang pour le test IFN1 soit faite le méme jour que I'IDT1, ce qui suggére que
les résultats du test IFN1 ne seront pas influencés par la tuberculination. Pour vérifier cette hypothése,
nous avons choisi d’étudier la répartition de ces animaux suivant leurs combinaisons de résultats aux
quatre tests (IDT1, IDT2, IFN1 et IFN2).

Comme pour les animaux inclus dans le cadre du protocole, afin de s’assurer que le statut
infectieux (en particulier concernant les mycobactéries non tuberculeuses) évoluait peu, afin de
comparer les deux résultats aux tests IFN, les animaux pour lesquels les résultats a I'IDT1 et a I'IDT2
étaient identiques.
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Au total 292 animaux avaient des résultats identiques aux tests cutanés. Leurs résultats sont présentés
dans la figure 06 suivante :
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Figure 06 : Répartition des 292 animaux indemnes en SR dont les résultats d’IDT n'ont pas varié au cours de
I'étude suivant leurs résultats aux tests IFN1 et IFN2.

Nous observons dans cet histogramme que le pourcentage des animaux a résultat non-négatif a I'lFN1
(63 % = 184/292) était significativement différent (test de Mc Nemar, p = 1,28x10-'") du pourcentage
des animaux non-négatifs a 'IFN2 (30,5 % = 89/292). Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des
analyses faites sur les résultats qualitatifs du test Bovigam seul (Annexe XVI)

La répartition des 292 animaux indemnes dans trois catégories de profils de résultats IFN différentes est
présentée dans la figure 07 suivante :
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Figure 07 : Répartition des 292 animaux indemnes en SR dont les résultats d’IDT n’ont pas varié au cours de
I'étude dans les trois catégories de profils de résultats IFN

Nous constatons que le nombre d’animaux de la premiére catégorie (en vert) pour lesquels les résultats
aux deux IFN étaient identiques était supérieur au nombre d’animaux des deux autres catégories
regroupées (pour lesquels la réponse IFN avait varié). D’autre part, parmi les animaux dont le résultat
IFN avait varié, le nombre d’animaux pour lesquels le résultat d’IFN s’était « négativé » était nettement
supérieur au nombre d’animaux pour lesquels la réponse s’était « positivée ».
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3.2. Les animaux infectés

Animaux inclus dans le protocole

Dans la méme logique, nous avons étudié la répartition des animaux infectés suivant leurs
combinaisons de résultats aux quatre tests (IDT1, IDT2, IFN1 et IFN2) pour mieux comprendre I'effet de
la tuberculine injectée a JO sur le résultats de test de dosage de I'interféron.

Un total de 21 bovins infectés inclus dans le cadre de protocole dont les résultats aux deux IFN sont
représentés dans la figure 08 suivante :
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Figure 08 : Répartition des 21 animaux infectés inclus dans le cadre de protocole suivant leurs résultats aux tests
IFNT et IFN2.

Nous observons dans cet histogramme que les pourcentages des animaux non-négatifs aux tests IFN1
et 2 sont quasiment identiques (test de Mc Nemar, p = 1). Des résultats similaires ont été obtenus a
partir des analyses faites sur les résultats qualitatifs du test Bovigam seul (Annexe XVI)

Par ailleurs, la figure 09 ci-apres, représente la répartition des 21 animaux infectés dans trois
catégories de profils de résultats IFN différentes.
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Figure 09 : Répartition des 21 animaux infectés inclus dans le cadre du protocole dans les trois catégories de
profils de résultats IFN

Le nombre d’animaux de la premiére catégorie (en vert) pour lesquels les résultats aux deux IFN étaient
identiques était plus grand que le nombre d’animaux des deux autres catégories regroupées (pour
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lesquels la réponse IFN avait varié), qui comptaient un seul animal qui s’était positivé I'occasion du
deuxiéme test IFN.

Pour s’assurer que le statut infectieux évoluait peu, afin de comparer les deux résultats aux
tests interféron et de mettre en évidence un effet éventuelle de linjection de tuberculine sur ces
résultats, il aurait été plus pertinent d’isoler les animaux pour lesquels les résultats aux IDT1 et 2 étaient
identiques. Cela ne concernait que cing animaux.

Comme illustré dans la figure 10 ci-aprés, la répartition de ces 10 animaux infectés inclus dans le cadre
de protocole dont les résultats d’IDT n’avaient pas varié au cours de I'étude, dans les trois catégories de
profils de résultats IFN montre qu’a I'exception d’'un seul animal qui s’est positivé a I’ occasion de I'lFN2,
les animaux ont tous fourni des résultats identiques (négatif ou non-négatif) aux deux tests d’interféron
et aucun animal ne s’est négativé a I'lFN2.
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Figure 10 : Répartition des 10 animaux infectés inclus dans le cadre de protocole dont les résultats d’IDT n’ont
pas varié au cours de I'étude suivant leurs résultats aux tests IFN1 et IFN2.

Animaux inclus dans en SR

Un total de 18 bovins infectés en SR dont les résultats aux deux IFN sont représentés dans la figure 11
suivante.
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Figure 11 : Répartition des 18 animaux infectés en SR suivant leurs résultats aux tests IFN1 et IFN2.

Nous observons dans cet histogramme que tous les animaux ont fourni un résultat non-négatif aux deux
tests IFN. Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses faites sur les résultats qualitatifs
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du test Bovigam seul (Annexe XVI). La figure 12 ci-dessous, qui présente la répartition de ces 18
animaux dans les trois catégories de profils de résultats IFN explicitées précédemment, montre
clairement que tous les animaux (18) ont fourni un résultat identique (négatif ou non-négatif) aux deux
IFN.
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Figure 12 : Répartition des 18 animaux infectés en SR dans les trois catégories de profils de résultats IFN

Dans la méme logique et afin de s’assurer que le statut infectieux évoluait peu, afin de
comparer les deux résultats aux tests interféron, l'isolement des animaux pour lesquels les résultats aux
IDT étaient concordants aurait été plus pertinent. Seuls neuf animaux avaient des résultats identiques
aux tests cutanés. Comme le montre la figure 13 suivante, tous les animaux (neuf) ont fourni un résultat
identique (négatif ou non négatif) aux tests IFN 1 et 2.
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Figure 13 : Répartition des neuf animaux infectés en SR dont les résultats d’IDT n’ont pas varié au cours de
I'étude suivant leurs résultats aux tests IFN1 et IFN2.
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Pour les animaux indemnes inclus dans le protocole, la proportion des animaux
réagissant a I'lFN1 n’était pas significativement différente de celle des animaux réagissant a
I'IFN2. Par ailleurs, le nombre d’animaux de la catégorie d’animaux pour laquelle les résultats
aux deux IFN étaient identiques était supérieur au nombre d’animaux des deux autres
catégories regroupées (pour lesquels la réponse IFN avait varié). D’autre part, parmi les
animaux dont le résultat IFN avait varié, le nombre d’animaux pour lesquels le résultat d’IFN
s’était « négativé » était nettement supérieur au nombre d’animaux pour lesquels la réponse
s’était « positivée ». Cette différence était significative lorsque le résultat d’IFN était interprété
sur la base du Bovigam seul. En revanche, chez les animaux indemnes en SR, la proportion
des animaux réagissant a I'IFN1 était significativement différente de celle des animaux
réagissant a I'lFN2.

Concernant les animaux infectés, Nous avons observé que les pourcentages des
animaux positifs aux tests IFN1 et 2 étaient quasiment identique (test de Mc Nemar, p = 1). Par
ailleurs, le nombre d’animaux de la catégorie d’animaux pour lesquels les résultats aux deux
IFN étaient identiques était plus grand que le nombre d’animaux des deux autres catégories
regroupées (pour lesquels la réponse IFN avait varié). D’autre part, un seul animal s’était
positivé a 'occasion du deuxiéme test IFN.

4. Approche de l'influence de I'injection de tuberculine sur les résultats quantitatifs du
test de dosage de I'interféron gamma

Rappel : En France, les résultats de dosage de l'interféron gamma sont fournis sous la forme
d’'une proportion de densité optique (DO) (rapportée aux résultats de DO fournis par les témoins négatif
(TN) et positif (TP) et non d’'une DO brute. Le principe de cette analyse consistait a utiliser les ratios
PPD, PPDB et MIX, calculés a partir des densités optiques selon les formules indiquées ci-dessus.

L’objectif de cette partie de I'étude était d’étudier les variations de la réponse immunitaire des
animaux en suivant I'évolution des résultats d’IFN et des tests cutanés a J3 et a J42, chez les animaux
inclus dans le protocole d’une part et chez ceux en SR d’autre part.

4.1. Chez les animaux indemnes

Animaux inclus dans le protocole

Le tableau 12 suivant résume pour les 118 bovins indemnes inclus dans le cadre de protocole, les
parameétres statistiques obtenus pour les ratios des PPD, PPDB et MIX pour les tests IFN. La figure 14
ci-aprés schématise ces résultats sous forme d’un graphique.

Tableau 12 : Paramétres statistiques des ratios PPD et MIX pour les 118 bovins indemnes inclus dans le cadre du
protocole, dont les résultats d’ID n’ont pas varié au cours de I'étude

RATIOPPD1 | RATIOPPDZ | RATIOPPDB1 | RATIOPPDB2 | RATIOMIX1 | RATIOMIX2

0,01925 0,0125 0,001 0,001 0,1955 0,109
1¢er QUARTILE

-0,271 -0,316 -0,027 -0,017 0,014 0,003
MINIMUM

0,085 0,056 0,003 0,002 0,482 0,232
MEDIANE

0,116 0,089 0,034 0,009 0,497 0,295
MOYENNE

0,728 0,716 0,905 0,152 1,221 1,091
MAXIMUM
3eme 0,19025 0,14275 0,011 0,007 0,78625 0,40525
QUARTILE
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Figure 14 : Valeurs RATIO des densités optiques montrant la production in vitro d’interféron en réponse a une
stimulation par les PPD aviaire et bovine (PPD), bovine seule (PPDB) et par des antigenes spécifiques (MIX) pour
les 118 animaux indemnes inclus dans le cadre du protocole et dont les résultats d’IDT n’ont pas varié au cours de

l'étude.

On observe sur la figure 14 une diminution globale des densités optiques entre le premier et le second
test. La production médiane d’IFN suite a la stimulation par la PPD bovine était significativement
différente, selon I'existence d’une injection préalable (J3) ou non (J42) (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 1,38x10-19). Il en était de méme concernant le MIX (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 7,37x10%). Avec la PPD aviaire en revanche, la différence n’était pas significative (test
de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,06). La réponse en termes de densité optique était plus
importante a J3 qu’a J42, et ce, dans tous les cas. Des résultats similaires ont été obtenus a partir des
analyses faites sur les résultats du test Bovigam seul (Annexe XVI)

La méme démarche que précédemment a été appliquée en séparant les animaux ayant subi

une IDS en premiére intention de ceux qui ont subi une IDC (Annexe XV). Les résultats obtenus en
séparant les animaux selon la nature de I'IDT1 étaient tres similaires a ceux obtenus en les regroupant.

Animaux en SR

Au total 292 animaux indemnes avaient des résultats identiques aux tests cutanés, dont les résultats
sont présentés dans le tableau 13 ci-dessous et dans la figure 15 ci-aprés.

Tableau 13 : Parameétres statistiques des ratios PPD et MIX pour les 292 bovins indemnes en SR, dont les
résultats d’ID n’ont pas varié au cours de I'étude

RATIOPPD1 | RATIOPPD2 | RATIOPPDB1 | RATIOPPDB2 | RATIOMIX1 | RATIOMIX2
-0,03475 -0,027 0,003 0,001 0,113 0,03775
1er QUARTILE
-0,700 -0,303 -0,018 -0,025 -0,015 0,001
MINIMUM
0,018 0,001 0,017 0,003 0,207 0,095
MEDIANE
0,016 0,008 0,025 0,016 0,277 0,182
MOYENNE
0,506 0,525 0,674 0,715 1,013 1,262
MAXIMUM
0,088 0,03725 0,028 0,009 0,358 0,255
3¢me QUARTILE
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Figure 15 : Répartition des valeurs RATIO des densités optiques montrant la production in vitro d’interféron en
réponse a une stimulation par les PPD aviaire et bovine (PPD), bovine seule (PPDB) et par des antigenes
spécifiques (MIX) pour les 292 animaux indemnes en SR et dont les résultats d’ID n'ont pas varié au cours de
l'étude.

On peut noter une diminution globale des densités optiques entre le premier et le second test (Figure
15). La différence était non significative pour la PPD aviaire (test de Student pour séries appariées, p =
0,28). En revanche, la production médiane d’interféron suite a la stimulation par la PPD bovine était
significativement différente entre J3 et J42 (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 1,02x10-19). ||
en était de méme pour les moyennes obtenus avec le MIX (test de Student pour séries appariées, p =
0,001). Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses faites sur les résultats du test
Bovigam seul (Annexe XVI)

4.2. Chez les animaux infectés

Animaux inclus dans le protocole

Le tableau 14 suivant résume pour les 21 bovins infectés inclus dans le cadre de protocole, les
moyens, médians, premiers et troisiemes quartiles ainsi que le minimum et le maximum obtenus pour
les ratios des PPD, PPDB et MIX aux tests IFN. Les résultats sont présentés graphiquement dans la
figure 16 ci-apres.

Tableau 14 : Paramétres statistiques des ratios PPD, PPDB et MIX pour les 21 bovins infectés inclus dans le
cadre du protocole

RATIOPPD1 | RATIOPPD2 | RATIOPPDB1 | RATIOPPDBZ2 | RATIOMIX1 | RATIOMIX2
0,084 0,226 0,102 0,054 0,797 0,396
1¢" QUARTILE
0,022 0,067 0,002 0,001 0,046 0,084
MINIMUM
0,208 0,365 0,774 0,148 0,914 0,538
MEDIANE
0,29714286 0,450| 0,58057143 0,285 0,824142857 0,682
MOYENNE
0,774 1,214 1,139 0,937 1,244 1,862
MAXIMUM
3éme 0,519 0,502 0,996 0,506 1,048 0,892
QUARTILE
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Figure 16 : Répartition des valeurs RATIO des densités optiques montrant la production in vitro d’interféron en
réponse a une stimulation par les PPD aviaire et bovine (PPD), bovine seule (PPDB) et par des antigenes
spécifiques (MIX) pour les 21 animaux infectés inclus dans le cadre du protocole.

On peut noter une diminution globale des médianes des densités optiques entre le premier et le second
test (sauf pour le ratio PPD). Le test de Wilcoxon pour échantillons appariés (taille de notre effectif < 30)
nous permet de conclure que les médianes de la production d’interféron suite a la stimulation par la
PPD aviaire et par la PPD bovine n’étaient pas significativement différentes (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 0,22 et p = 0,14). Pour le MIX, cette différence était significative (test de Wilcoxon
pour séries appariées, p = 0,005). Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses faites sur
les résultats du test Bovigam seul (Annexe XVI)

Ces résultats n’étaient pas trés différents chez les 9 bovins pour lesquels les résultats aux deux
IDT étaient identiques (voir le tableau 15 et la figure 17 ci-aprés. Le test de Wilcoxon pour échantillons
appariés nous permet de conclure que la médiane de la production d’'IFN suite a la stimulation par la
PPD bovine n’était pas significativement différente, entre I'IlFN1 et I'lFN2 (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p= 1). Il en était de méme pour le MIX (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,10) et
pour la PPD aviaire (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,19).

Tableau 15 : Parameétres statistiques des ratios PPD, PPDB et MIX pour les 10 bovins infectés inclus dans le
cadre du protocole, dont les résultats d’ID n’ont pas varié au cours de ['étude

RATIOPPD1 | RATIOPPD2 | RATIOPPDB1 | RATIOPPDB2 | RATIOMIX1 | RATIOMIX2
0,0375 0,208 0,13 0,12475 0,7707 0,4202
1" QUARTILE
0,022 0,067 0,018 0,034 0,046 0,174
MINIMUM
0,1485 0,288 0,8215 0,32 0,8265 0,7795
MEDIANE
0,2268 0,444 0,6239 0,366 0,7787 0,830
MOYENNE
0,605 1,214 1,139 0,883 1,183 1,862
MAXIMUM
0,382 0,5 1,034 0,544 0,985 1,114
3eme QUARTILE
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Figure 17 : Répartition des valeurs RATIO des densités optiques montrant la production in vitro d’interféron en
réponse a une stimulation par les PPD aviaire et bovine (PPD), bovine seule (PPDB) et par des antigenes
spécifiques (MIX) pour les 10 animaux infectés inclus dans le cadre du protocole et dont les résultats d’ID n’ont pas
varié au cours de I'étude.

Animaux inclus dans en SR

Les résultats en termes de ratio de densité optique aux deux IFN des 18 bovins infectés en SR sont
présentés dans le tableau 16 suivant et dans la figure 18 ci-apres.

Tableau 16 : Paramétres statistiques des ratios PPD, PPDB et MIX pour les 18 bovins infectés en SR

RATIOPPD1 | RATIOPPD2 | RATIOPPDB1 | RATIOPPDB2 | RATIOMIX1 | RATIOMIX2

0,181 0,2235 0,11675 0,067 0,44275 0,563375
1" QUARTILE

0,028 0,164 -0,002 0,005 0,143 0,219
MINIMUM

0,357 0,463 0,2735 0,345 0,774 0,892
MEDIANE

0,389 0,479 0,347 0,363 0,670 0,818
MOYENNE

0,748 1,042 1,085 1,050 1,077 1,395
MAXIMUM
3eme 0,640 0,607 0,564 0,580 0,902 0,989
QUARTILE
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Figure 18 : Répartition des valeurs RATIO des densités optiques montrant la production in vitro d’interféron en
réponse a une stimulation par les PPD aviaire et bovine (PPD), bovine seule (PPDB) et par des antigenes
spécifiques (MIX) pour les 18 animaux infectés en SR.

On peut noter une augmentation globale des médianes des densités optiques entre le premier et le
second test. Cependant, la médiane de la production d'IFN suite a la stimulation par la PPD aviaire
n’était pas significativement différente entre 'lFN1 et 'lFN2 (test de Wilcoxon pour séries appariées, p =
0,22). Il en était de méme pour le MIX (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,57). En revanche,
cette différence était significative suite a la stimulation par PPD bovine (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 0,04). Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses faites sur les résultats
du test Bovigam seul, sauf pour la PPD bovine qui a fourni un test non significatif (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 0,10) (Annexe XVI)

Pour s’assurer que le statut infectieux évoluait peu, nous avons choisi d’isoler les animaux
pour lesquels les résultats aux deux IDT étaient identiques.

Au total, neuf bovins infectés avaient des résultats identiques aux tests cutanés. Leurs résultats sont
présentés dans le tableau 17 suivant et dans la figure 19 ci-apres.

Tableau 17 : Paramétres statistiques des ratios PPD, PPDB et MIX pour les 9 bovins infectés en SR, dont les
résultats d’ID n’ont pas varié au cours de I'étude

RATIOPPD1 | RATIOPPD2 | RATIOPPDB1 | RATIOPPDB2 | RATIOMIX1 | RATIOMIX2
1¢er QUARTILE 0,172 0,482 0,248 0,62 0,012 0,043
MINIMUM 0,109 0,225 0,143 0,497 -0,002 0,005
MEDIANE 0,628 0,588 0,742 0,888 0,125 0,248
MOYENNE 0,466 0,556 0,588 0,799 0,221 0,299
MAXIMUM 0,748 0,813 0,920 0,979 0,711 1,050
3eme QUARTILE 0,683 0,611 0,861 0,965 0,263 0,345
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Figure 19 : Répartition des valeurs RATIO des densités optiques montrant la production in vitro d’interféron en
réponse a une stimulation par les PPD aviaire et bovine (PPD), bovine seule (PPDB) et par des antigenes
spécifiques (MIX) pour les 9 animaux infectés inclus en SR et dont les résultats d’ID n’ont pas varié au cours de
I'étude.

Comme précédemment, on peut noter une augmentation globale des densités optiques entre le premier
et le second test (sauf pour le ratio PPD). Cependant, la médiane de la production d’'IFN suite a la
stimulation par la PPD aviaire n’était pas significativement différente, entre I'lFN1 et 'lFN2 (test de
Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,49). Il en était de méme avec le MIX (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 0,20). Par contre, cette différence était significative pour la PPD bovine (test de
Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,04). Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses
faites sur les résultats du test Bovigam seul, sauf pour la PPD bovine qui a fourni un test significatif (test
de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,10) (Annexe XVI)

Concernant les animaux indemnes, on a observé une diminution globale des densités
optiques entre le premier et le second test. Chez les animaux indemnes inclus dans le cadre
du protocole, la production d’IFN suite a la stimulation par la PPD bovine était
significativement différente (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 1,38x101%), selon
I'existence d’une injection préalable (J3) ou non (J42). Il en était de méme concernant le MIX
(test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 7,37x1075). Avec la PPD aviaire en revanche, la
différence n’était pas significative (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,06). La
réponse en termes de densité optique était plus importante a J3 qu’a J42, et ce, dans tous les
cas. Par ailleurs, chez les animaux indemnes en SR, la différence était non significative pour la
PPD aviaire (test de Student pour séries appariées, p= 0,28). Mais, la production d’interféron
suite a la stimulation par la PPD bovine était significativement différente entre J3 et J42 (test
de Wilcoxon pour séries appariées, p = 1,02x10-1%) et il en était de méme avec le MIX (test de
Student pour séries appariées, p = 0,001).

Pour les animaux infectés inclus dans le cadre du protocole, on peut noter une
diminution globale des médianes des densités optiques entre le premier et le second test. Les
médianes de la production d’interféron suite a la stimulation par la PPD aviaire et par la PPD
bovine n’étaient pas significativement différentes (test de Wilcoxon pour séries appariées, p =
0,22 et p = 0,14). Pour le MIX, cette différence était significative (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 0,005). En revanche, chez les animaux infectés en SR, on a pu noter une
augmentation globale des médianes des densités optiques entre le premier et le second test.
Cependant, la production d’IFN médiane suite a la stimulation par la PPD aviaire n’était pas
significativement différente, entre I'IFN1 et I'lIFN2 (test de Wilcoxon pour séries appariées, p=
0,22). Il en était de méme pour le MIX (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,57). Par
contre, cette différence était significative concernant la PPD bovine (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 0,04).
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IV. Discussion

1. Validité interne et externe de I’étude

Le protocole expérimental s’est étendu sur une durée de deux campagnes de prophylaxie
consécutives (de 2013 a 2015) pour permettre de collecter suffisamment de données afin de disposer
d'une puissance statistique adéquate. Il est néanmoins important de noter que le nombre final
d’animaux dont I'infection tuberculeuse a pu étre confirmée avec certitude n’est pas trés élevé.

L’étude a été menée sur I'ensemble du territoire national continental pour les animaux
répondant aux critéres d’inclusion. Dix départements ont pu étre inclus dans le dispositif a savoir les
Ardennes (08), I'Ariege (09), la Charente (16), la Cote-d’Or (21), la Dordogne (24), Lot-et-Garonne (47),
les Pyrénées-Atlantiques (64), les Hautes-Pyrénées (65), Tarn (81) et la Haute Vienne (87).

Pour le reste des départements francgais, la prophylaxie de la tuberculose bovine en élevage a été
totalement arrétée dans 60 départements. Par conséquent, pour ceux-la I'inclusion des animaux dans
I'étude était impossible. Par ailleurs, l'incitation des éleveurs a rentrer dans le dispositif expérimental
était trés variable d’'un département a l'autre, selon le contexte (moyens humains disponibles a la
DDPP, historique de la tuberculose dans le département, présence ou non d’un laboratoire agréé pour
'IFN a proximité ...) et l'inclusion des animaux dans le protocole expérimental était basée sur le
volontariat, on peut donc suspecter que ce type d’inclusion puisse influencer les résultats obtenus. En
effet, on peut faire I’hypothése que les éleveurs sont peut-étre rentrés dans le protocole par intérét en
raison d’'un faible nombre d’animaux réagissant pour éviter la suspension de qualification, or de tels
élevages ont un risque plus faible d’étre infectés. De méme, on peut faire I'hypothése que les éleveurs
ayant déja rencontré des problémes de tuberculose n’adhérent pas forcément a l'idée d’intégrer le
protocole. Cependant, la majeure partie des enregistrements provient de Cbte-d’Or et de Dordogne, ou
le volontariat n’influait pas sur l'intégration des éleveurs dans le protocole.

Concernant les enregistrements inclus dans la base de données, on constate que 97,9 % des
enregistrements utilisables (soit 1098/1122) provenaient de deux départements : la Céte-d’Or (21) et la
Dordogne (24), car dans ces deux départements, la participation au protocole a été rendue obligatoire
par arrété préfectoral pour les éleveurs qui avaient des résultats non négatifs en IDT. De plus, En
Dordogne, il existe le systéme du suivi renforcé qui engendrait une surreprésentation dans la base. Mais
cela ne semble pas poser pas un probléme majeur car finalement, sur le terrain, c’est surtout dans ces
zones-la que le test IFN est susceptible d’étre utilisé en recontrble, en série aprés une IDT non négative.

En cas d’abandon ou de non-respect du protocole, la DDPP était en droit de retirer la qualification de
I'élevage, I'objectif de cette démarche était surtout d’éviter les perdus de vue, qui entrent dans I'étude et
en sortent dés que c’est trop contraignant ou que I'éleveur pressent que les résultats ne lui seront pas
trés favorables.

Ont été exclus du protocole tous les troupeaux ou la contention des bovins n’était pas optimale
pour une lecture adéquate des tuberculinations (taureaux de combat par exemple), les troupeaux
classés a risque administratif, les élevages dont le vétérinaire sanitaire refuse de suivre la formation
relative a la tuberculination ou de se soumettre a des mesures de supervision de la part de la DDecPP
et enfin les établissements de quarantaine et de collecte de semence pour les inséminations artificielles.
L’inférence est donc impossible a 'ensemble des bovins frangais. Mais elle parait tout a fait possible aux
bovins des départements les plus concernés par la tuberculose bovine et ayant obtenu des résultats
non négatifs a une IDT en prophylaxie, a condition que les méthodes de travail de I'éleveur et du
vétérinaire soient satisfaisante.

Les conditions de réalisation et d’interprétation des tests ont été standardisées par le Laboratoire
National de Référence (LNR), pour I'ensemble des laboratoires du réseau - critére qui n’était pas
pleinement rempli il y a encore quelques années. Par ailleurs, les tests IFN ont été effectués en
aveugle : les laboratoires ne connaissaient pas le détail des résultats aux tests cutanés des bovins dont
ils recevaient les prélevements, puisque ces informations sont « remontées » par deux voies différentes.
De plus, les vétérinaires sanitaires devaient suivre une formation relative a la tuberculination a la
demande de la DDPP pour permettre une lecture objective et standardisée des mesures des plis de
peau. Un point trés intéressant puisqu’il était destiné a permettre de limiter les biais de classement,
cependant, nous avons constaté que certains vétérinaires ne respectaient pas forcement les régles de
la réalisation des tests cutanés notamment en ce qui concerner le délai de 42 jours a respecter entre les
deux tests cutanés.
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2. Caractéristiques des tests de dosage de I’interféron gamma

2.1. Spécificité

Les valeurs de spécificité individuelles calculées pour le test IFN étaient de 47,5 % [44,1 % ;
50,9 %] IC 95% au premier test IFN et de 64,5 % [61,1 % ; 67,7 %] IC 95 % au second test. La
différence entre ces deux valeurs était significative (test de Mc Nemar, p = 7,38x10 -%9). Ces valeurs
obtenues de spécificité, sont plus faibles que celles rapportées par Wood et Jones (2001) qui
s’échelonnent entre 85 % et 99,6 % avec une spécificité médiane de 96,6 % ou bien que celles
obtenues par De la Rua-Domenech et al. (2006) et Vordermeier et al. (2008) qui étaient comprises entre
87,7 % et 99,2 %. Néanmoins, il est important de noter que les réactifs utilisés et les modalités
d’interprétation du test IFN ne sont pas identiques d’'une étude a I'autre.

Aprés avoir calculé la spécificité des tests IFN séparément chez les animaux en SR et chez les
animaux inclus dans le cadre du protocole, nous avons obtenu des estimations significativement plus
élevées pour la spécificité de I'lFN2 chez les animaux inclus dans le cadre du protocole (Sp IFN2-
protocole = 61,5 % significativement plus élevée que Sp IFN1-protocole = 49,6 %, Test de Mc Nemar : p
= 2,89x10719) et des résultats qui n’étaient pas significativement différents pour les animaux en SR (Sp
IFN2-SR = 58,3 % et Sp IFN1-SR = 62,5 %, Test de Mc Nemar : p = 0.802). Ce constat pourrait orienter
vers un éventuel effet stimulateur de la tuberculine injectée a I'DT1 sur les résultats des tests IFN1
(Wood et Jones, 2001) chez les animaux inclus dans le cadre de protocole (production plus importante
de l'interféron chez ces animaux, ce qui implique une augmentation du nombre d’animaux réagissant au
test IFN1 et par conséquent, une baisse de la spécificité de ce test). Ce qui n’est pas le cas chez les
animaux en SR qui ont regu I'ID aprés la prise de sang destinée a I'lFN.

Ces valeurs de spécificité individuelle médiocres voire mauvaises, notamment pour le test IFN1,
peuvent en partie étre expliquées par I'utilisation actuelle de I'lFN en France. En effet, le test IFN tel qu’il
est utilisé en France correspond a une association en paralléle du test Bovigam et des antigénes
recombinants, ce qui accroit la sensibilité du test mais dégrade sa spécificité. Il est par ailleurs impératif
de tenir compte de ces spécificités basses lorsque I'on travaille a I'échelle du troupeau. En effet, dans
un effectif de plusieurs dizaines d’animaux, la spécificité troupeau sera d’autant plus faible que le
nombre d’animaux est élevé, ce qui engendre encore une dégradation de la qualité du dépistage dans
un effectif indemne (grand nombre de résultats faussement positifs). Néanmoins, si ce test est utilisé en
recontrole sur des lots de quelques animaux, cet effet sera moins important qu’a I'échelle du troupeau
entier.

Par ailleurs, les animaux indemnes étaient ceux provenant d’'un élevage officiellement indemne (et qui
avait conservé sa qualification aprés la réalisation des tests de dépistage). Cependant, ces animaux
provenaient de cheptels en SR pour une grande majorité : il s’agissait donc de cheptels a risque
épidémiologique vis-a-vis de la tuberculose. Cette référence « indemne » n’est donc pas parfaite.
D’autre part, les animaux inclus sont tous des animaux réagissant a la tuberculination initiale. Ils
peuvent donc plus probablement étre infectés par des mycobactéries responsables de réactions
croisées, a l'intradermotuberculination comme a I'lFN. De plus, la majorité de nos animaux proviennent
de Céte d’Or, ou on sait qu’on a beaucoup de réactions croisées qui nuisent a la spécificité de I'IDT,
mais probablement également en partie aussi a la spécificité de I'lFN.

2.2. Sensibilité

Il est avant tout nécessaire de prendre en compte le faible nombre d’animaux infectés étudiés,
qui engendre a la fois un manque de précision des valeurs de sensibilités calculées et d’autre part un
mangque de puissance statistique.

Les valeurs de sensibilités individuelles de I'IFN1 (96,0 % [81,0 % ; 99,0 %] IC 95 %) et de
'IFN2 (100 % [87,0 % ; 100 %] IC 95 %) étaient toutes les deux élevées, ce qui indique une bonne
détection des animaux malades. Ces résultats sont proches des valeurs rapportées par la littérature.
Wood et Jones (2001) par exemple, décrivent les performances du test Bovigam évaluées dans de
nombreux essais (Australie, Brésil, Irlande, Italie, Grande-Bretagne et Etats-Unis) ; la sensibilité variait
entre 73 % et 100 % avec une valeur médiane de 87,6 %, De la Rua-Domenech et al., (2006)
fournissent des valeurs de sensibilité qui varient entre 80,9 % et 100 %. Les valeurs de sensibilités
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calculées chez les animaux inclus dans le protocole seuls n’étaient pas différentes des valeurs
calculées dans l'intégralité de I'échantillon des animaux infectés.

Par ailleurs, les sensibilités de 'lFN1 et de 'lFN2 n’étaient pas significativement différentes (test de Mc
Nemar, p= 1). Ce résultat rejoint ceux de Gormley et al., 2004 et Vordermeier et al., 2004 ou encore de
la Rua-Domenech et al., 2006, qui indiquent que la sensibilité du test IFN ne semble pas affectée par la
réalisation préalable d’'une IDT.

Dans le cadre de cette étude, tout bovin présentant des résultats positifs en PCR et/ou culture
(isolement de M. bovis) a été considéré comme infecté. Cependant, malgré le fait que I'isolement de M.
bovis dispose d’une spécificité parfaite (absence des faux positifs), le petit bémol est que cette méthode
n'est pas parfaitement sensible et peut conduire a conclure a tort qu’un animal est indemne alors qu'il
serait réellement infecté (« faux négatifs »). Par conséquent, en choisissant cette référence on peut
passer a c6té d’animaux réellement infectés.

Enfin, 'abattage des animaux dépendait de leurs résultats aux 4 tests, or ce sont ces tests que
'on évalue. Ce n’est pas une situation idéale (il faudrait que les critéres qui ont conduit a 'abattage et
donc a la potentielle mise en évidence de la mycobactérie soient indépendants des tests qu'on a
étudiés.

2.3. Comparaison avec les tests cutanés

La spécificité individuelle calculée était de 88,6 % [86,3 % ; 96,6 %] IC 95 % pour I'IDT2. Cette
valeur était significativement supérieure (test de Mc Nemar, p = 2,36x10-%") a la spécificité de I'lFN1 qui
était de 47,5 % [44,1% ; 50,9%] IC 95 %, ce qui est conforme a la littérature (de la Rua-Domenech et
al., 2006 ; Bezos et al., 2014) qui montre une spécificité plus faible des tests IFN que des IDT. Les
valeurs de la spécificité individuelle calculées séparément chez les animaux indemnes ayant regu une
IDS a I'IDT1 et ceux ayant recu une IDC a I'IDT1, n’étaient pas significativement différentes de celles
calculées précédemment, et le test intradermique était toujours plus spécifique que les tests de dosage
de l'interféron quelle que soit la technique utilisée a I'occasion de I'IDT1.

Les mémes constats étaient faits chez les animaux inclus dans le cadre du protocole et chez les
animaux en SR, ce qui signifie que le test de dosage de linterféron est toujours moins spécifique que
les tests intradermiques, qu’une injection préalable de tuberculine ait été réalisée ou non. Par ailleurs, il
a été rapporté par Coad et al. (2007) ainsi que Schiller et al. (2010) I'absence d’influence d’'une IDT sur
les résultats de dosage de I'IFN.

La sensibilité individuelle calculée pour I'IDT2 était de 50,0 % [32,0 % ; 68,0 %] IC 95%. Cette
sensibilité était significativement (test de Mc Nemar, p = 0,003) inferieure a la sensibilité de I'lFN1 qui
était de 100 % [87,0 % ; 100 %] IC 95 %, ce qui est conforme a la littérature (de la Rua-Domenech et
al., 2006 ; Bezos et al., 2014) qui parle d’'une supériorité de la sensibilité des tests IFN. Néanmoins, la
valeur de sensibilité calculée dans notre étude est anormalement basse par rapport aux estimations
fournies dans la littérature. Ceci peut étre expliqué par deux phénoménes. Tout d’abord, comme
expliqué précédemment, les caractéristiques des tests ont été estimés chez des animaux ayant obtenu
des résultats non négatifs a une premiére IDT, a I'exception des animaux qui avaient subi une IDC en
premiére intention et qui avaient obtenu un résultat positif a cette IDC. Ces animaux ont été abattus
immeédiatement aprés la réalisation de I'lFN1, sans attendre le recontréle a 42 jours : les animaux les
plus fortement réagissant en ID ont donc été éliminés de I'échantillon. Il est également important de
prendre en compte le fait que, dans notre étude, le délai moyen entre les deux IDT était de 42 jours,
mais que pour un nombre non négligeable d’animaux infectés, il était inférieur a 42 jours, ce qui induit
une désensibilisation des animaux et donc une moindre réactivité a I'IDT2. Ceci engendre une
diminution de la sensibilité de I'IDT2.

Des résultats similaires ont été observés en séparant les animaux inclus dans le protocole de
ceux en SR. Gormley et al., 2001 et Vordermeier et al., 2004 ont rapporté que la sensibilité du test IFN
ne semble pas affectée par la réalisation préalable d’'une IDT, ce qui vient appuyer les résultats obtenus
par notre étude.

Enfin, cette sensibilité élevée de I'lFN1 sera encore plus élevée si I'on travaille a I'échelle du troupeau,
étant donné qu’un seul animal a résultat non négatif a 'un des tests de dépistage suffit pour placer son
élevage sous suspicion (Toma et al., 2010). Néanmoins, ce phénoméne est probablement limité dans le
cas de notre étude en raison du fait que le nombre d’animaux dont I'infection est confirmée au sein d’'un
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foyer est fréquemment faible (de I'ordre de une a trois bétes), et que le test IFN tel qu’il est évalué dans
notre étude, est destiné a étre utilisé sur des nombres d’animaux restreints (lots) et non a I'échelle d’un
cheptel entier, surtout étant donné le prix du test IFN par animal (de I'ordre de 40 a 60 euros).

3. Etude de I'effet d’une injection de tuberculine sur les résultats d’un test de
dosage de l'interféeron gamma effectué 3 a 8 jours plus tard: approche
qualitative

Pour I'étude des combinaisons de résultats des animaux indemnes, seuls les animaux ayant
des réactions identiques aux tests cutanés ont été conservés afin de limiter I'effet des variations
d'immunité entre les deux tests ainsi que des infections transitoires par des Mycobactéries.

En observant les combinaisons de résultats des animaux indemnes et en dénombrant les
animaux dans chaque catégorie, nous avons constaté que chez les animaux indemnes inclus dans le
cadre du protocole, il n'y avait pas de différence significative entre les pourcentages des animaux
réagissant au premier et au second test d'IFN. Les animaux indemnes entrés dans le protocole
semblaient donc réagir de maniére eéquivalente aux deux tests IFN, ce qui implique que la
tuberculination préalable ne semble pas influer sur le test de dosage d’IFN (Schiller et al., 2010b). Par
ailleurs, les analyses faites sur les animaux indemnes ayant regu une IDS lors du premier test d'IDT ne
montrent aucun effet de I'injection de tuberculine sur les résultats des tests IFN. Il en est de méme pour
les animaux indemnes ayant subi une IDC lors de I'IDT1. Il est néanmoins nécessaire de prendre en
compte le fait que les effectifs des deux échantillons sont faibles ce qui engendre un manque de
puissance statistique.

Cependant, I'analyse des résultats du Bovigam seul (recommandations de 'UE) a montré qu’il y
avait significativement plus d’animaux réagissant au premier test d'IFN qu'au second. Les animaux
indemnes entrés dans le protocole semblent donc avoir une réponse plus importante au premier test
IFN, dont le résultat pourrait étre influencé par I'injection de tuberculine lors du premier test cutané (effet
« booster »). (Wood et Jones, 2001)

Concernant les animaux indemnes inclus en suivi renforcé, les animaux étaient plus
fréequemment réagissant a I'lFN1 qu’a 'lFN2. Ce méme constat a été fait en utilisant le Bovigam seul ou
IFN global (Bovigam combiné avec le MIX). L’absence d’une injection au préalable de tuberculine qui
pourrait expliquer cette augmentation de la réponse au premier test d'IFN nuance linterprétation de
l'influence de la tuberculination sur les résultats d’'IFN chez les animaux entrés dans le protocole.
S’ajoutant a cela, plusieurs facteurs pouvant expliquer le nombre important de faux positifs aux tests
d’interféron comme le type d’élevage et le type de logement (Cagiola et al., 2004). Par ailleurs, le test
IFN est décrit comme plus précoce que I'IDT (de la Rua-Domenech et al., 2006 et Bezos et al., 2014) ;
on peut imaginer qu’une réaction non spécifique engendre une réponse précoce a I'lFN, qui soit moins
durable que la réponse en IDT.

Pour les animaux infectés, compte tenu des faibles effectifs, I'interprétation des combinaisons
est délicate. En effet, il faudrait appliquer le méme raisonnement que précédemment et n’utiliser que les
animaux qui ont le méme résultat aux deux IDT. Or cela ne concerne plus que 10 animaux infectés
inclus dans le cadre du protocole (neuf animaux ont obtenu des réponses positives aux tests IFN et un
seul animal qui s’est vu positivé a I'occasion de I'lFN2) et neuf animaux en SR qui ont tous obtenu des
résultats positifs aux deux tests de dosage de l'interféron.

Néanmoins, nous étions dans le cas danimaux qui ont été reconnus infectés par
Mycobacterium bovis, une infection chronique. De plus, pendant la période de I'étude relativement
courte, il n’était pas censé y avoir des mouvements important des animaux (conditions d’inclusion dans
le protocole), on pouvait donc considérer qu’a priori leurs statuts infectieux ne variaient pas ou peu entre
les deux tests IFN.

Les analyses brutes, c’est-a-dire sans isoler les animaux dont les résultats aux deux tests
cutanés étaient identiques, montraient que 20 animaux sur les 21 inclus dans le cadre du protocole
avaient des résultats aux deux tests interféron identiques et que tous les animaux infectés inclus en SR
(18) avaient des résultats identiques. Cela suggére une absence d’effet de l'injection de tuberculine sur
le résultat IFN des animaux infectés. Plusieurs auteurs ont obtenu ce résultat (Gormley et al., 2004 et de
la Rua-Domenech et al., 2006). Ce méme constat a été fait en utilisant le Bovigam seul ou Bovigam
global (Bovigam combiné avec le MIX)
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En résumé, 'analyse de la partie “approche qualitative” de notre étude nous permet
de conclure que pour les animaux indemnes, l'utilisation du test Bovigam seul (sans
I'associer au MIX) semble avoir effet stimulateur sur les résultats des tests d’interféron a J3
(il y avait plus d’animaux réagissant a I'I[FN1 précédé par une injection de tuberculine qu’a
I'IFN2). Néanmoins cette observation est nuancée par le fait que, pour tous les animaux
indemnes (en SR comme dans le protocole), la réponse IFN était plus élevée lors du test
réalisé a J3 qu’a J42, que le test ait été précédé d’une injection de tuberculine ou non. Ceci
peut étre mis en lien avec I’existence de réactions croisées. Par ailleurs, I'utilisation du test
Bovigam associé au MIX (protéines recombinées) ne montre aucun effet sur les résultats
des tests d’interféron a J3 (il n’y avait pas de différence significative entre le pourcentage
des animaux réagissant a I'lFN1 et celui des animaux réagissant a 'lFN2).

Pour les animaux infectés, et on se basant sur les analyses brutes, c’est-a-dire sans
isoler les animaux dont les résultats aux deux tests cutanés étaient identiques, nous avons
montré qu’il n’y avait pas de différence significative entre le nombre des animaux réagissant
a I'IFN réalisé a J3 (avec une injection préalable de tuberculine) et celui des animaux
réagissant a I'IFN réalisé a J42. Cela suggére une absence d’effet de I'injection de
tuberculine sur le résultat IFN des animaux infectés. Plusieurs auteurs ont obtenu ce
résultat (Gormley et al., 2004 et de la Rua-Domenech et al., 2006).

4. Etude de l'effet d’une injection de tuberculine sur les résultats d’un test de
dosage de l'interféeron gamma effectué 3 a 8 jours plus tard: approche
quantitative

Dans un second temps, I'effet de I'injection de tuberculine sur les résultats quantitatifs de I'lFN
(ratios PPD, PPDB et MIX) a été étudié.

Pour les animaux indemnes inclus dans le protocole, les effectifs étudiés étaient de grande taille
et les différences entre les médianes des ratios des densités optiques avant et aprés injection de
tuberculine n’étaient pas significatives concernant la PPD aviaire (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 0,06). En revanche, la différence était significative pour le MIX (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 7,37x109%) et il en était de méme pour la PPD bovine (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 1,38x10-). Les réponses IFN étaient plus importantes lorsque la prise de sang
était réalisée quelques jours apres linjection de tuberculine qui correspondait au premier test cutané.
Ainsi, on pourrait supposer que I'injection de tuberculine lors des tests cutanés a un effet stimulateur sur
le résultat a I'interféron. Ce méme constat a été fait en utilisant le Bovigam seul ou I'lFN global (Bovigam
combiné avec le MIX), en effet, La réponse en termes de densité optique était plus importante a J3 qu’a
J42, et ce, dans tous les cas.

Par ailleurs, les résultats obtenus en séparant les animaux selon la nature de I'lDT1 étaient tres
similaires a ceux obtenus en les regroupant. La réponse en termes de densité optique était plus
importante a J3 qu’a J42, et ce, dans tous les cas.

Concernant les animaux indemnes en SR, les différences entre les médianes des ratios des
densités optiques étaient significatives pour la PPD bovine (test de Wilcoxon pour séries appariées, p =
1,02x10719) et le MIX (test de Student pour séries appariées, p = 0,001), mais pas pour la PPD aviaire
(test de Student pour séries appariées, p = 0,28). Ce méme constat a été fait en utilisant le Bovigam
seul ou I'lFN global (Bovigam combiné avec le MIX). Cette observation tend a nuancer I'observation
précédente puisqu’aucune injection de tuberculine n’a ici pu engendrer une augmentation de la réponse
a I'IFN1. Par ailleurs, chez les animaux indemnes, seuls les animaux ayant obtenu des résultats
identiques aux deux IDT ont été étudiés. Leur statut immunitaire vis-a-vis de mycobactéries
responsables de réactions croisées est donc théoriquement stable. Néanmoins, le test IFN est décrit
comme plus précoce que I'IDT : on peut imaginer qu’'une réaction non spécifique engendre une réponse
précoce a I'lFN, qui soit moins durable que la réponse en IDT.

Pour les animaux infectés et comme pour les analyses qualitatives, il faudrait n’utiliser que les
animaux qui ont le méme résultat aux deux IDT. Cela ne concerne que 10 animaux infectés inclus dans
le cadre du protocole et neuf animaux en SR, raison pour laquelle, les analyses ont été réalisées sans
sélectionner les animaux dont les résultats aux tests intradermiques étaient identiques.
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Les analyses ne montrent, chez les animaux infectés inclus dans le protocole, aucune
différence significative entre les médianes des ratios des densités optiques en réponse aux PPD bovine
et aviaire (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,22 et p = 0,14) a J3-8 et a J42. Des résultats
similaires chez des animaux infectés ont été rapportés par Doherty en 1995, qui avait démontré qu'il n’y
avait pas de différences significatives entre les moyennes de densités optiques. C’est aussi la
conclusion tirée d’'une autre étude un peu plus récente, celle de Gormley et al. (2004) qui avaient
comparé les résultats a I'interféron a JO, J3 et J10 aprés une injection de tuberculine sans observer de
différences significatives dans les résultats de l'interféron.

Cette observation peut aller dans le sens de I'’hypothése selon laquelle I'injection de tuberculine n’aurait
aucun effet (stimulateur ou inhibiteur) sur le résultat du test IFN chez les animaux infectés. Cela pourrait
se confirmer par les analyses réalisées chez les animaux en SR, chez lesquels aucune différence
significative entre les médianes des ratios des densités optiques en réponse a la stimulation par le MIX
ou PPD aviaires n’a été mise en évidence et ce, en I'absence de tuberculine injectée au préalable. Cette
différence était en revanche significative suite a la stimulation par PPD bovine (test de Wilcoxon pour
séries appariées, p = 0,04), ce qui pourrait s’expliquait par des réactions atypiques.

En résumé, I’analyse de la partie “approche quantitative” de notre étude nous permet
de conclure que pour les animaux indemnes, I'injection de la tuberculine a I'occasion de
I'IDT1 (a JO) pourrait avoir un effet stimulateur sur les résultats des tests d’interféron a J3. En
effet, il y avait une modification dans les valeurs des densités optiques entre les deux tests
IFN a J3 et J42. Néanmoins, une diminution des densités optiques (PPD bovine et MIX) entre
IFN1 et IFN2 a également été mise en évidence chez les animaux en SR, sans que cela soit
imputable a une injection de tuberculine. Il est possible que la plus forte réponse a I'lFN1 soit
due a une réaction croisée précoce en IFN et moins durable qu’en IDT.

Pour les animaux infectés, nous avons montré qu’il n’y avait pas de modifications
dans les valeurs de densité optique entre les deux tests IFN a J3 et J42. L’injection de
tuberculine ne semble donc pas agir sur le résultat du test IFN trois jours apreés le test cutané.
C’est aussi la conclusion tirée d’autres études, notamment celle de Gormley et al. (2004) qui
avaient comparé les résultats a I'interféron a J0, J3 et J10 aprés une injection de tuberculine
sans observer de différences significatives dans les résultats de I'interféron.

5. Vers une utilisation du test IFN en recontréle suite a une IDT non négative sur
le terrain ?

Au final, notre étude nous a permet de conclure que le test IFN1 est plus sensible que I'IDT de
recontrdle ce qui signifie, a priori, qu’il N’y a pas de risque de sous-détection des animaux atteints de
tuberculose, et donc pas de risque pour le commerce des bovins, notamment au niveau de I'union
européenne. Nous avons également pu mettre en évidence qu’il n’y avait pas d’effet désensibilisant de
la tuberculine injectée lors de I'IDT1 sur les résultats de I'IFN1 réalisé quelques jours apres, ce qui
pourrait faire du test IFN une alternative permettant de s’affranchir du délai d’attente de six semaines
qu’il faut respecter entre deux IDT lorsque la premiére IDT s’avére non-négative.

Cependant, la spécificité de I'lFN1 est médiocre, ce qui augmenterait les risques de résultats
faussement positifs. Si ce protocole IDT-IFN est accepté par I'UE, il faudrait donc le réserver a certains
types d’élevages, pour lesquels le blocage de 42 jours engendre un impact économique tel qu’il serait
préférable de retester par I'lFN sans attendre, quitte a augmenter le nombre d’abattages diagnostiques.

Enfin, I'étude des résultats quantitatifs et qualitatifs de I'lFN réalisé avant ou aprés injection de
tuberculine suggére I'existence d’un effet stimulateur de l'injection de tuberculine sur le résultat de I'IFN
chez les animaux indemnes, lorsqu’on observe les ratios de densité optique ou lorsque le résultat de
I'IFN est interprété sur la seule base du Bovigam. Cet effet tend en revanche a étre gommé lorsque les
résultats de I'lFN sont interprétés en prenant en compte le MIX, ce qui montre I'intérét de conserver
l'usage du MIX et du Bovigam pour linterprétation du résultat IFN. Précisons enfin qu'un lien de
causalité entre injection de tuberculine et augmentation de la réponse IFN chez les animaux indemnes
ne pourrait étre vérifié rigoureusement qu’en contrélant strictement les autres facteurs intercurrents
entrant en jeu, ce qui n'a pas pu étre réalisé dans notre étude. Des investigations complémentaires
conduites en laboratoire pourraient permettre de corroborer et d’approfondir nos observations.
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Conclusion

Bien que reconnue indemne de tuberculose bovine depuis 2000, la France n’est toujours pas
parvenue a éradiquer cette maladie de son territoire national, malgré les mesures de prophylaxie et les
contréles a l'introduction. La tuberculose bovine se traduit par une grande diversité de signes cliniques
rendant un diagnostic clinique trés difficile, ce qui fait d’elle une maladie complexe a éradiquer. La lutte
contre cette maladie est fondée principalement sur le dépistage. Les seules techniques reconnues
reglementairement au sein de I'Union Européenne sont les tests cutanés, mais ils présentent des
imperfections quant a leurs caractéristiques intrinséques et a leur réalisation. De méme, les protocoles
actuels imposent des blocages d’élevages en cas de troupeaux suspects. D’ou I'intérét de nouveaux
tests tels que le dosage de l'interféron.

Le protocole expérimental mis en place lors de deux campagnes de prophylaxie (2013-2014 et
2014-2015) vise a améliorer le diagnostic et a réduire les contraintes évoquées en étudiant la possibilité
de remplacer 'IDC réalisée 42 jours (IDT de recontrble) suite a I'obtention d’un résultat non négatif a
’'IDS (IDT réalisée a JO) par un dosage d’interféron gamma (IFN) juste aprés la lecture de I'IDS. Ce
protocole avait deux buts distincts : (i) étudier si ce dosage de I'IFN pratiqué le jour de la lecture des
résultats de I'IDS (J3) est au moins aussi sensible que I'IDC de recontrdle a J42 recommandée par la
réglementation européenne (Directive CE 64/432). (ii) déterminer si l'injection de tuberculine réalisée a
JO influe ou non sur le résultat du test IFN réalisé a J3, ce qui constitue I'objectif majeur de notre travail
de stage.

Dans un premier temps, nous avons évalué les caractéristiques du test interféron dans le cadre
du protocole et nous avons observé que ce test était plus sensible que les tests cutanés appliqués
actuellement lors du recontrdle 42 jours aprés le premier test. Mais la spécificité était beaucoup moins
bonne. Par la suite, nous avons pu vérifier que ce test interféron n’était pas influencé par I'injection de
tuberculine réalisée lors du premier test cutané chez les animaux infectés. Mais nous avons par ailleurs
démontré potentiellement qu’il pouvait y avoir un effet stimulant de l'injection de tuberculine sur le
résultat de I'interféron chez les animaux indemnes.

Par ailleurs, on n'a pas montré d'effet inhibiteur de la tuberculination sur le résultat d'IFN, et
donc le protocole associant les deux tests IDT-IFN en série ne semble pas engendrer de sur-risque pour
le commerce international.

Il apparait donc possible, voire intéressant de valider ce protocole expérimental quant a son but
premier, une meilleure détection des bovins atteints de tuberculose bovine et par conséquent, la
suppression du blocage des cheptels en cas de suspicion de tuberculose notamment chez des
élevages, pour lesquels le blocage de 42 jours engendre un impact économique tel qu’il serait
préférable de retester par IFN sans attendre, quitte & augmenter le nombre d’abattages diagnostiques a
cause de sa spécificité médiocre.
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ANNEXES

Annexe | : Arbre illustrant la phylogénie des mycobactéries, basée sur I’alignement multiple des séquences des génes rrs (génes ribosomaux) des
principales mycobactéries (échelle longitudinale 0,01 correspond a 1 % de variation entre les différentes séquences nucléotidiques analysées dans
I’étude) (Cattoir, 2004).

N. asteroides

; M. chelonae

= ' M. abscassus
! M. mucogenicum
M. fortuiturn ;
M. smegrmalis
A, phlai
—— M. vaccae
M. favescens

| 9 M. triviale
. lerrae

M. peregrinum
l__{

M. xenops

| M. shimordei
M. celatum

M. lentiflavum i
— M. intermeditm
—— M. simiae )
M. m’-r’ﬂqﬂc.*um

A ol
. scrofulaceurn
M. intracellulare
. M. gordonae
I M. aviurm A
- . leprae
|IM._bovis
& PN
M. Prdceiod? . MTBC
i M. tuberculosis
| M. wlcerans
I M. marinum
| M. gasiri _
\ M. kansasii
M. szulgai
—— M. haermopinfurm
M. malmoense

0.01

52



Annexe Il : Différentes mycobactéries pathogénes du complexe MTC (Rodriguez et al., 2014).

Espéce du
complexe MTC

Pouvoir pathogéne

Pouvoir zoonotique

M. bovis

Tous les Bovidés domestiques peuvent étre
atteints mais également les bisons, les buffles, les
antilopes, les chamois, les camélidés, les chevaux,

chiens, chats, et d’autres espéces tels que les
lions, primates, etc...
Principal agent de la tuberculose bovine rencontré
en France et contre lequel la lutte est organisée.

Une contamination de I'Homme
est possible notamment par le lait.

M. tuberculosis

Les Hommes sont les premiers concernés mais
également d’autres Mammiféres (isolés sur bovins,
chévres, porcs domestiques, chats, chiens) ainsi
que des oiseaux peuvent étre touchés

Il s’agit de la principale cause de
la tuberculose humaine : 12
millions de cas en 2011 selon
I'OMS.

Principal agent étiologique de la tuberculose

M. caprae caprine, les bovins, les cochons domestiques ainsi A priori, il N’y a pas de pouvoir
que des especes sauvages comme le dromadaire, zoonotique démontré.
le chameau ou le bison y sont également sensible.
M. canettii Uniquement isolé chez ’'Homme. Néanmoins, un Cette maladie est émergente
réservoir naturel est suspecté. dans la corne de I'Afrique.
M. orygis Touche principalement I'oryx et I'antilope sing-sing A priori, il 'y a pas de pouvoir
zoonotique démontré.
M. mungi Isolée sur un suricate dans un zoo suédois et sur A priori, il N’y a pas de pouvoir
(Dassiebacillus) un daman du cap dans un zoo sud-africain. zoonotique démontré.
Utilisée en tant que vaccin contre
Principalement des petits Mammiféres peuvent la tuberculose humaine au
M. microti étre atteints, mais aussi le chat, le chien, le lama et Royaume-Uni dans les années

’homme.

50. Actuellement, on la tient
responsable d’infections chez des
immunodéprimés en Europe.

M. pinnipedii

Concerne des Mammiféres marins comme le lion
de mer australien, ainsi que des otaries
australiennes, néo-zélandaises et sud-

ameéricaines. Touche également d’autres espéces

terrestres comme le tapir, le chameau, ...

Un pouvoir zoonotique a été
démontré sur des soigneurs qui
s’occupaient d’otaries
contaminées dans un zoo
australien.

M. africanum

Atteint ’'Homme surtout mais également les
Primates et la vache.

Pouvoir zoonotique trés fort. |l
s’agit de la cause de tuberculose
de la moitié des cas en Afrique de

I’'Ouest. Elle a également été
isolée sur des patients en Europe

et aux Etats-Unis.

M. bovis (BCG)

Pas de pouvoir pathogéne : souche vaccinale
modifiée
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Annexe lll : Evolution de la réponse immunitaire 2 médiation cellulaire (RIMC) et de la réponse immunitaire a médiation humorale (RIMH) en fonction du
temps au cours d’une infection par M. bovis (de la Rua-Domenech et al., 2006).

Axe d’intensité

RIMC RIMH
l X Echelle
—
| |. Anergfie

Ante-allergie Allergie H e

e — Augmentation de la charge

- @ bactérienne

- Evolution du degré

—_— __morbide
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Annexe IV : Exemples de lésions tuberculeuses macroscopiques et microscopiques chez des
bovins (service d’histopathologie et d’anatomopathologie de VetagroSup, BELLI P.)

1. Lésions macroscopiques

Abcés caséeux pulmonaires Abcés caséeux hépatique

2. Lésions microscopiques

Coupe histologique d’un noeud lymphatique Coupe histologique d’un nceud lymphatique
de bovin tuberculeux et visualisation d’un de bovin tuberculeux et
tubercule caseéo-calcaire (HE x 200) visualisation d’un nodule caséeux (HE x 100)
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Annexe V : Extraits de I’arrété ministériel du 15 septembre 2003 modifié le 2 septembre 2014
(1/2)

ARRETE
Arrété du 15 septembre 2003 fixant les mesures techniques et administratives relatives a la prophylaxie collective et a la
police sanitaire de la tuberculose des bovinés et des caprins

NOR: AGRG0O301884A

Le ministre de I'agriculture, de I'alimentation, de la péche et des affaires rurales,

Vu la directive 64/432/CEE du Conseil du 26 juin 1964 relative a des problémes de police sanitaire en matiére d’échanges
intracommunautaires d’animaux des espéces bovine et porcine ;

Vu la directive 92/46/CEE du Conseil du 16 juin 1992 arrétant les régles sanitaires pour la production et la mise sur le
marché de lait cru, de lait traité thermiquement et de produits a base de lait ;

Vu l'article L. 2212-2 du code général des collectivités territoriales ;

Vu le livre Il du code rural, et notamment ses articles L. 221-1, L. 223-1a L. 223-8, L.224-1a L. 224-3, L. 231-1,R. 213-1aR.
213-9, R. 221-9, R. 221-10, R. 223-3 a R. 223-8, R. 223-21, R. 223-22, R. 223-115, R. 223-116, R. 224-1 a R. 224-16, R. 224-47
aR.224-65,R. 231-12,R. 231-16 et R. 231-18 ;

Vu le décret n® 55-771 du 21 mai 1955 relatif aux laits destinés a la consommation humaine ;

Vu l'arrété du 28 février 1957 relatif a la désinfection dans les cas de maladies contagieuses ;

Vu l'arrété du 11 juillet 1990 fixant les mesures techniques relatives a la recherche de la tuberculose bovine en vue des
opérations de redhibition ;

Vu l'arrété du 18 mars 1994 relatif a I'hygiene de la production et de la collecte du lait ;

Vu l'arrété du 8 aolt 1995 fixant les conditions sanitaires relatives a la détention, a la mise en circulation et a la
commercialisation des animaux de I'espéece bovine ;

Vu l'arrété du 19 octobre 1999 fixant les conditions d’agrément des laboratoires chargés d’effectuer les épreuves de
diagnostic des tuberculoses animales ;

Vu l'arrété du ler octobre 2001 fixant les modalités de maintien de qualification des cheptels bovins au regard de la
tuberculose et de la brucellose dans certains départements ;

Vu I'arrété du 13 mars 2003 pris pour I'application de I'article L. 221-1 du code rural ;

Vu l'avis de I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments ;

Vu l'avis de la Commission nationale vétérinaire (comité consultatif de la santé et de la protection animales),

Article 6

Modifié par ARRETE du 18 aodit 2014 - art. 1

Le préfet, sur proposition du directeur départemental en charge de la protection des populations et aprés accord du
ministre chargé de I'agriculture (sous-direction de la santé et de la protection animales), peut prendre toutes dispositions
complémentaires aux mesures définies dans le présent arrété afin de rendre plus efficiente la protection des élevages et de
la santé publique a I'égard de la tuberculose. Il prescrit des mesures renforcées de surveillance notamment vis-a-vis des
troupeaux présentant un risque sanitaire particulier a 'égard de la tuberculose soit en raison d'un risque d’exposition accru,
soit en raison d'un risque particulier pour la santé publique ou la santé animale.

Dans ces troupeauy, il peut prescrire un rythme de dépistage supérieur a celui des autres troupeaux du département et des
obligations de dépistage lors du mouvement des animaux.

Il peut également demander un dépistage des animaux d'autres especes sensibles a la tuberculose détenus de facon non
distincte du troupeau de bovinés.

Sont susceptibles de présenter un risque sanitaire particulier a 'égard de la tuberculose :

a) Les troupeaux ayant retrouvé leur qualification aprés avoir été reconnus atteints de tuberculose pendant une durée
maximale de dix ans ;

b) Les troupeaux pour lesquels un lien épidémiologique a risque a été constaté avec un animal ou un troupeau atteint de
tuberculose ;

c) Les troupeaux pour lesquels un lien épidémiologique a risque est constaté avec un foyer confirmé de tuberculose dans la
faune sauvage ;

d) Les troupeaux pour lesquels il est établi que des dispositions réglementaires relatives a I'identification ou a la circulation
des animaux ou aux conditions de maintien de la qualification “ officiellement indemne “ de tuberculose n’ont pas été
respectées ;

e) Les troupeaux livrant directement au consommateur du lait cru ou des produits au lait cru ;

f) Les troupeaux fournissant des animaux participant a la monte publigue naturelle ou artificielle ;

g) Les troupeaux presentés au public.
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Annexe V : Extraits de I’arrété ministériel du 15 septembre 2003 modifié le 2 septembre 2014
(2/2)

Article 23

Modifié par ARRETE du 18 ao(it 2014 - art. 1

Les troupeaux suspects d’'étre infectés au sens de |'article 21 sont places sous arrété préfectoral de mise sous surveillance.
Leur qualification est alors suspendue.

L'arrété préfectoral de surveillance prescrit les mesures prévues aux 1°,2°,6° et 7° de I'article 26 ainsi que :

1° Mise en ceuvre de toutes les investigations épidémiologiques et analytiques, contriles documentaires, contréles par
intradermotuberculination et éventuellement par test de dosage de l'interféron gamma ou de la mise en ceuvre d'une
méthode reconnue par le ministére en charge de I'agriculture conformément a 'article 8 de tout ou partie des animaux et
contréles des pratiques d'élevage utiles a la détermination du statut sanitaire du troupeau ;

2° Mise en ceuvre des mesures de gestion du lait et des produits laitiers prescrites au point | du chapitre ler de la section IX
de I'annexe |l du réglement 853/2004 susvisé,

Lorsque les résultats d'intradermotuberculination et des analyses de laboratoire ne permettent pas d'infirmer la suspicion,
le directeur départemental en charge de la protection des populations peut ordonner |'abattage diagnostique d’animaux
suspects ainsi que |'autopsie d'animaux morts ou euthanasiés a des fins d’examen nécropsique et de diagnostic
expérimental.

Un troupeau recouvre sa qualification si les résultats des contrdles par intradermotuberculination, des investigations
épidémiologiques et des analyses de laboratoire prévus ci-dessus sont considérés comme favorables ; en cas de conclusion
défavorable, le troupeau est déclaré infecté et les mesures prévues a I'article 26 ci-dessous sont mises en ceuvre sans délai.

Une instruction du ministre chargé de I'agriculture précise les conditions d’application des dispositions du présent article en
fonction des éléments épidémiologiques recueillis.

Article 24

Modifié par ARRETE du 18 ao(it 2014 - art. 1

Les troupeaux susceptibles d'étre infectés au sens de |'article 21 ci-dessus sont placés sous arrété préfectoral de mise sous
surveillance et, s'il y a lieu, leur qualification est immédiatement suspendue.

Les investigations prévues a l'article 23 sont diligentées dans ces troupeaux. A ce titre, le directeur départemental en
charge de la protection des populations peut ordonner I'abattage diagnostique des animaux en lien épidémiologique avec
un troupeau dont l'infection tuberculeuse a été confirmée, et notamment des bovinés issus du troupeau reconnu infecté.

Section 1 : Définitions relatives aux animaux et aux troupeaux des espéces de bovinés d'élevage.

Article 12

Modifié par ARRETE du 2 septembre 2014 - art. 1

Pour I'application du présent arrété, les bovinés sont considérés comme :

1° Indemnes de tuberculose lorsqu'ils appartiennent a un troupeau officiellement indemne de tuberculose tel que défini a
I'article 13 du présent arrété ;

2° Suspects d'étre infectés de tuberculose dans les cas suivants :

a) Aprés constatation de lésions évocatrices de tuberculose a I'abattoir ou lors d'une autopsie ;

b) Aprés constatation de lésions histologiques évocatrices de tuberculose par un laboratoire agréé ;

c) Aprés constatation d'un résultat positif a une analyse par la méthode PCR réalisée par un laboratoire agréé sur un animal
issu d’un troupeau officiellement indemne ;

d) Aprés constatation de réactions non négatives par intradermotuberculination ou au test de dosage de l'interféron
gamma ou a la sérologie ou a tout autre méthode reconnue par le ministére en charge de 'agriculture conformément a
I'article 8, réalisées par un laboratoire agréé ou par le laboratoire national de référence, lors d'une opération de
prophylaxie ou lors d'un autre contrdle quelle que soit la circonstance qui I'ait motivé.

3” Infectés de tuberculose dans les cas suivants :

a) Apres constatation de signes cliniques de tuberculose associés a une réaction positive par intradermotuberculination ;

b) Aprés isolement et identification de Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae ou Mycobacterium tuberculosis ;

c) Apres observation, sur le méme animal, d’une réaction d'intradermotuberculination comparative positive associée a
I‘'observation dans un laboratoire agréé de lésions histologiques évocatrices de tuberculose ;

d) Aprés observation, sur le méme animal, d'une analyse PCR positive associée a |'observation de lésions histologiques
évocatrices de tuberculose ;

e) Aprés observation d’'une analyse PCR positive confirmée par la mise en évidence spécifique de I’ADN bactérien de
Mycobacterium bovis, Mycobacterium caprae ou Mycobacterium tuberculosis ;

f) Aprés observation d'une analyse PCR positive sur un animal provenant d'un troupeau suspect ou susceptible d'étre
infecte.

4° Contamineés de tuberculose lorsque, appartenant a un troupeau declaré infecté de tuberculose, ils ne répondent pas aux
critéres définis au 3° ci-dessus.
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Annexe VI : Evolution spatio-temporelle de la tuberculose bovine en France

1. Evolution des taux de prévalence et d’incidence annuelles des élevages infectés de
tuberculose bovine en France de 1995 a 2012 (Fediaevsky et al., 2014)

Nombre de troupeaux Taux
700 1 - 01800 %
600 + 0,1600 %
A
T 0,1400%
500 -+ 4
& 0,1200 %
40 : 1000%
A 0,1000 %
300 + 0,0800 %
' 0,0600 %
200
T 0,0400 %
o 0,0200 %
0 T T . ' R NE _EE EE LR S L NE s EE N WE DR T T 0,0000 %
1995 139 1997 1996 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Prévalence cheptels Incidence cheptels 4~ Tauxdeprévalence  —4— Taux d'incidence

2. Evolution du nombre de départements hébergeant des foyers de tuberculose bovine en
France de 2001 a 2010 (Fediaevky et al., 2011)

2011 2009-2010  2000-2008
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Annexe VIl : La réalisation d’une IDS

1. Etapes de la réalisation de I'IDS

a) Vérification de I'absence de grosseur ou de Iésion et la tonte du site d’injection (aux ciseaux de
préférence).

b) A JO: Injection intradermique de 0,1 mL de tuberculine bovine PPD et vérification de la
formation d'une petite vésicule au site d'injection.

c) A J3 (72 heures) : Mesure du pli de peau au cutimétre a ressort, noter la mesure et calculer le
différentiel avec la mesure a JO.

2. Lieu d’injection

Tubercaline bovine

Lieux d'injectlon

de tuberculines lors.de I'IDS

3. Interprétation des résultats

AB = mesure (JO+72h) - mesureJO :

Résultat Interprétation
AB <2 mm Négatif
AB 24 mm Positif
2 mm <AB <4 mm Douteux
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Annexe VIl : La réalisation d’une IDC

1. Etapes de la réalisation de I'IDC

a) Vérification de I'absence de grosseur ou de Iésion et la tonte des deux lieux d'injection (aux

ciseaux de préférence) puis mesure des deux plis de peau a JO (A0 et BO).

b) A JO: Injection intradermique de 0,1 ml de tuberculine bovine et de 0,1 ml de tuberculine aviaire

et vérification de la formation d'une petite vésicule au site d'injection.

c¢) A J3 (72 heures) : Mensuration des plis de peau au cutimétre a ressort, noter les mesure A3, B3

et calcule des différentiels

2. Lieu d’injection

3. Interprétation des résultats

AB= mesure (JO+72h) — mesure JO  ET

Tube rculine aviaire
Tuberculine bovine

Lieux d'Injection
de tuberculines lors de I'NDC

AA =mesure (JO+72h) - mesureJO :

- AB-AA<1mm

Résultat Interprétation
- AB=2mm Négatif (quelle que soit la valeur de AB-AA)
- AB>2mmET Négatif

- AB>2mmET
- 1TmmsAB-AA<4mm

Douteux (On parle de ‘grand douteux’ si
AB > 4 mm ou de petit douteux sinon)

- AB>2mmET
- AB-AA>4 mm

Positif

Important : L'interprétation des résultats de I'IDC n’est possible qu’a I'’échelle du troupeau ; elle ne se

fonde pas sur le résultat particulier d’'un animal.
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Annexe VIl : Principe du test « Interféron gamma » (d’aprés ML. Boschiroli, Anses, LERPAZ, Unité zoonoses bactériennes, LNR Mycobactéries,
Maisons-Alfort)

it fuu

Sans Ag PPD aviaire PPD bovine

1. Collecte du sang 2. Transport du tube 3. Traitement du sang

Un échantillon est collecté 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
apres collecte tampon PBS (témoin}, PPDs aviaire
etbovinea 37" C (16-24 hr).

IFN- ¥

Avian PPD Receptor
Bovine PPD Receptor
Avian PPD
Bovine PPD

&7 T Lymphocytes
¢
k'S

4. Incubation 5. IFN-¥ EIA (Etape 2)

PBS (Sans Ag) lymphocyte T avec mémoire Le plasma est transféré a des microplaques. La
ne stimule pas immunologique se lient aux Ag du quantité d’'IFN-¥ produite est mesurée par EIA.
la production PPD et répondent par la production

d’IFN-¥ d'IFN-7.
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Annexe X : Synthése sur les facteurs influengant la réponse au test de dosage de I'IFN,
présentés par ordre chronologique de publication pour chaque paramétre d’étude, inspiré de

Anses, 2012
(1/2)

Paramétre Détailles de I'influence
Une intradermotuberculination préalable n’inhibe pas la réponse IFNy. L'IDT
préalable semble augmenter la réponse au test IFN (Wood et Jones, 2001)
DO plus élevées chez les bovins sensibilisés lorsqu’'une IDS au pli sous caudal a
été effectuée entre 3 et 28 jours avant le prélevement sanguin par rapport aux DO
des bovins n’ayant pas été soumis a I'IDS (Whipple et al., 2001)
Une IDC effectuée 3 a 65 jours avant le prélevement n’influe pas sur la réponse IFN
chez des animaux infectés (Gormley et al., 2004)

Intradermo- Aprés une IDS au pli sous-caudal, la réponse IFN est augmentée mais pas aprés

tuberculination

une IDC a I'encolure. La Se du test IFN ne semble pas affectée par la réalisation
préalable d’'une IDC (Vordermeier et al., 2004)

L’IDS au pli sous-caudal peut augmenter significativement la réponse IFN chez les
bovins infectés, ce qui n’est pas le cas avec I'IDS au niveau de I'encolure. Le
prélévement de sang pour test IFN peut étre réalisé dés 3 jours aprés I'IDS sans
impact sur les conclusions du test (de la Rua-Domenech et al., 2006)

Pas d'influence d'une IDS réalisée entre 3 et 10 jours avant le prélevement sur la
réponse IFNy (Coad et al., 2007b)

Une IDC préalable ne semble pas influer sur le test de dosage IFN. L'IDS caudale
stimule la réponse IFN pendant au moins 7 jours sans changement sur l'issue du
test (Schiller et al., 2010b)

Stockage des

préléevements

sanguins

La mise en culture du sang le lendemain par rapport au jour de prélevement
n’impacte pas les résultats de Se et Sp du test IFN (Ryan et al., 2000)

Un stockage des prélévements sanguins durant 24 h n’a aucune influence sur
lissue du test IFN (Wood et Jones, 2001)

Les DO sont plus élevées si le test est effectué 2 heures aprés les prélévements
que s’il est effectué 24h aprés. Il n’y a toutefois pas de différence sur l'issue du test
(positif/négatif) (Whipple et al., 2001)

Les DO sont plus faibles si le test est réalisé 24h aprés les prise de sang que 8h
aprés. En outre, pour les bovins positifs en IDC, 75,9 %- 97,7 % des animaux
IFG+1 a 8h sont toujours IFG+ a 24h. Parmi les bovins négatifs en IDC, 51,7 % des
animaux IFG-2 a 8h sont IFG- a 24h (Gormley et al., 2004)

Un stockage de 24h des prélévements aprés la réalisation des prises de sang
n’influe pas la réponse au test IFN (Coad et al., 2007b)

Baisse des DO moyennes si on réalise une pré-incubation des échantillons a 37°C
pendant 2h. Baisse des DO moyennes si les échantillons sont conservés 8 a 24 h
avant analyse par rapport aux échantillons testés immédiatement aprés
prélevement. DO moyennes identiques quelle que soit la température de
conservation des prélevements (4° ou 22°C) (Waters et al., 2007)
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Annexe X : Synthése sur les facteurs influengant la réponse au test de dosage de I'IFN,
présentés par ordre chronologique de publication pour chaque paramétre d’étude, inspiré de

Anses, 2012
(2/2)

Parameétre Détailles de I'influence

Atelier Apparemment moins de faux positifs dans les élevages d'engraissement (Cagiola
et al., 2004)

Logement Apparemment moins de faux positifs si les bovins sont en logettes par rapport a la
stabulation (Cagiola et al., 2004 )

Corticoides Baisse significative de la réponse IFN sous l'effet de la dexaméthasone (Goff,
1996)

Physiologie La parturition comme dautres états physiologiques immunosuppresseurs
entrainent une baisse significative de la réponse IFN (Wood et Jones, 2001)

Age Les bovins de moins de 6 mois peuvent produire de grande quantité d’IFN via les
NK ; ils fournissent donc plus de réactions faussement positives que les bovins
plus &gés (Gormley et al., 2013)

Stade Résultats variables suivant le stade d’infection et la mise en place de la RIMC

d’infection (Gormley et al., 2006)
Pas de difference de DO entre PPD aviaires des Etats-Unis et australiennes. Les

Tuberculine DO obtenues avec les PPD bovines des Etats-Unis sont supérieures a celles

obtenues avec les PPD bovines australiennes mais il n’y pas différence sur l'issue
du résultat (Whipple et al., 2001)

Paratuberculose

Un troupeau infecté de paratuberculose présente des réponses au test IFN
conventionnel significativement supérieures a celles d’un troupeau non-infecté de
paratuberculose. Toutefois les réponses IFN avec des antigénes recombinants
sont similaires (Aagaard et al., 2010)
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Annexe Xl : formulaire d’adhésion au protocole expérimental d’évaluation de I'IFNy, présenté
dans les notes de service n° 2013-8162 et n° 2014-864 de la DGAI

(1/2)

E. Formulaire d'adhésion au protocole
expérimental de diagnostic de la
e tuberculose bovine

ET OO LAFCRET

Frésentation du protocole . La tubsrculose bovine est une maladie contsgieuse
d'évolution lente et difficile 3 diagnostiquer dont la France ezt officiellement
wndemae, of qui sigmihie que la maladie st rés rare &t plus de 99.9% des troupeaux
zont indemnes. La persizstance de la maladie dans certaines zonez d'élevage menace
le mamntien du statut et il est esseantiel pour la fibére bovine de poursuiyre
I'éradication

Le systéeme de coatrple de la tubserculose bovine et trés contraignant mais ns peut
évolusr sans baze scientifique indiscutable.

Les tests cutangés de terrain. intradermotuberculination mumple (IJ5) ou comparative
(IDC), sont difficiles 4 mettre en ceuvre ot doivent éire espacés de 42 jowrs su moias

ni des recontrdles sont nécessaires.

Le test de dosage de !'interféron Gamma (IFG) est us test de lsborstoire réslizé sur
du sang, 1l est beaucoup pluz cher mais 1l sst moins contreignant sn termsz de
mantpulation des smimaux. Des études suggérent que ce test powrait remplacer le
recontrile par 10C

Le munistére en charge de | sgriculture s décidé de mettre en place, en relaton avec
la Commission euwropéenns et la DPlateforme nationale d'épidéminzwyeillance
(www.plateforme—-ESA fr], un protocole expénmentsl § grande échelle pour yaelider
cette hypothése. [Jans le cadre de ce protocole vous pourrez bénéficier de mesures
d'allégements vis-4-vis de la suspeasion de qualification et de mesures plus ciblées
d abattages disgoostiques (voir détails page 2)

En cas dinobservetion ou de rewat du protocole, les resulists de depistage
néceszaires 3 la gection de la suspicion n ayant par &té obtenus, aucune dérogation

d'sbattage ou de recoatrile ne pourra étre obtenue.

Votre engagement dans ce protocole contribue 3 faire évoluer la
réglementation,

Formulaire § retourner g la [DeclTF, data et signé en farzaat précéder de la mention
* Lu ef approuys =
L'éleveur (Nom, EDE) : Le vétérinaire sanitaire (Nom, n® d ordre) :
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Annexe Xl : formulaire d’adhésion au protocole expérimental d’évaluation de I'IFNy, présenté
dans les notes de service n° 2013-8162 et n° 2014-864 de la DGAI

(2/2)

Les bovins inclus dans le protocole sonk tous les bovins ayant présentd une réaction non négative
en IDS ou en INC,

L'élevewr &t le vitéringire sanitsire s enpagent § effectusr les tuberculinations des bovias inclus
par la méthode objective, ayvec mesures des phs de peau, effectuss § 'gide d'un cutimgtre 3
cadran, le jour de U'injection (J.) et le jour de la lecture (J..o). 5i le pli de pesu n's pas pu éte
mesurg 3 Jp i doit &tre mesure 4 Jagsur Lauire offié de | encolure.

Le vétérinaire renseigne les valeurs des plis de pesu mesurés sur tous les bovias inclus sur le
compte rendu de résultats (voir modéle dans la note DGANSDSPAMNIZNLZ-825T), complste
Tidentification des bovins i 'zide des étiguettes i code barre (ou copie le numére =i 1'étquette
n'est pas disponiblel et sdresse par vole postale |'original des comptes rendus 4 la direction
dépariementale en charge de la profection des populations (DDecPP) et prévient mans délais 1a
DDecFP afin d orpanizer la suite dea opérations.

L'éleveur et le vétérinaire sanitsire sutorizent la transmission du compte readu de résultats 4 wn
tiers pour n ansurer la saisie informatique et pour l'exploitation des doankes nous forms

SCOYIE.
Les boving inclus dang le protocale, font 'objet d'une prise de nang pour le test IPG su plus tard 6
jours aprés la lecture {70it entre Jo.. et Jes). Un volume de 10 mi de sang doit Atre recusilli dans
un tube héparing (bouchon vert) et rensporté o moins de § heures su laborsicire d'saslyse, 3
uneé température de 17 3 25 *C.
Conduite j tenir ea foncton du résultst dutest PG 4 Jae

8. Si le résultat initial est une IDC positive, la suspicion de tuberculose est forte, les bovins

IDC po=itife doiveni fire tezités en IFG et dans tous les casz, faire !objet d'un sbattage
diagnostique. Les autres bovins du troupesu seront peras comme dann le cas 8.b
5i le résultst du fest IFG est posiiif la suspicion de tuberculoge est forie. La guslification
officiellamant indemne de tuberculose bovine du troupesau est suspendus. Las bovins
réagiceants sont maintenus 42 jours izolés du reste du troupeau. A l'issue des 42 jours une
IDC &t un prélgvement de sang pour test IPG sont réalinés sur les bovins réagissants § Je
L'INC est lue 4 Juy Ces boving font U'objet d'un abattepe dispnostique systématigue
quelque soit le résultat des nouvesux tests I'IDC et IPG pratiqués i Jo.a. Les sutres bovins
du cheptel dofyvent faire I'objet d'un nouvesu coatriile.
5§ le résultai du test IPG est négatif ou non conclusii, la suspicion de tuberculose est faible,
le troupeau fait |'objet d'uae limitation partiells de mouvement : les boving réagingants sont
isoléz ef coasignés dans Uexploitation, les aulres bovins peuvent circuler. Aprés un délai
de 42 jours une nouvelle IDC of un prélévement de sang pour test IFG sont réalisés sur les
bovins ayant réag 3 Jp (3 | exclusion de bovins positifs § TIDC gui ont déid été shattus).
L'IDC #at lue 4 Joeis
& Si les résultate des tests IFG et IDC 4 Joo sont négstfs sur tous les anims:
{estés la Emitation partiells de mouvement st levés
Si leg résultats des tests [PG et I0C 3 Ju e 08 soat pas nepatifs ls qualification
officiellement indemne du troupesu &5t suspendue &t oe powrrs fire restituge
qu'y l'issue d'shattagels) diagnostique(s) de bovins, dont le choix sars indigup par
la DDecFF.
&l les rksultats d'abattagei(s) diagnostiguel=), sont favorables, la suspension de
qualification du troupsau est leves
Si les résultats d'abattagel=) diagnostiquels) ne sont pas faverables le troupssu
ext déclarg infecis.
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Annexe XIllI : Grilles d’interprétation du test IFN

Les grilles utilisées pour procéder a I'interprétation du test Bovigam :

X
=
RATIO PPD RATIO EC RATIOPPDB INTERPRETATION DU TEST

Négatif Négatif Sans objet NEGATIF
POSTIF POSTIF Sans objet POSITIF
POSTIF POSITIF FORT Sans objet POSTIF

POSTIF FORT POSITIF FORT Sans objet POSITIF

POSTIF FORT POSTIF Sans objet POSITIF
Neéggatif POSTIF Néggatif NON CONCLLISI
Négatif POSTIF POSTIF POSTIF
POSTIF Néggatif Sans objet NON CONCLUSI

POSTIF FORT Négatif Sans objet POSTIF
Négatif POSITIF FORT Sans objet POSITIF

ININTERPRETABLE* |  ININTERPRETABLE* Sans objet ININTERPRETABLE

*Si les critéres de validation du PBS ne sont pas valides, les ratios PPD, EC et PPDB sont rendus «
ININTERPRETABLE>. Si le PWM est en dessous du seuil sur un échantillon POSITIF sur la base des
valeurs de PPD, EC et PPDB, I'échantillon doit étre interprété comme « POSITIF >>.

En revanche, les échantillons NEGATIFS ou NON CONCLUSIFS sur la base des valeurs de PPD, EC
et PPDB avec un PWM négatif seront rendus « ININTERPRETABLE>>.

Dans le cas de résultats ininterprétables, Il est impératif de répéter des prises de sang pour une
nouvelle analyse IFN
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Annexe XIlll : Arbre décisionnel présentant le schéma décisionnel du protocole expérimental

d’évaluation de I'IFN
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Annexe XIllll : Données rapportées dans la base de données pour chaque animal

Paramétres Signification
Dpt Département d’ou provient I'animal
EDE Numéro EDE de I'élevage
Année Année d’inclusion dans le protocole expérimental
IPG Numeéro d’identification du bovin
Controle Indique s’il s’agit du 1er contréle ou du second (a 42 jours) pour les animaux

retestés.

Type inclusion

Indique si I'animal a été inclus dans le protocole ou bien s'il s’agit d’'un contréle
dans les départements a risque

Foyer 0 si I'élevage est indemne et 1 s'il est infecté.

DATE-IDT1 Présente la date de réalisation du premier test cutané

DATE-IDT2 Présente la date de réalisation du second test cutané

TECH-IDT1 Présente la technique utilisée (IDS ou IDC) lors de la réalisation du premier test
cutané

TECH-IDT2 Présente la technique utilisée (IDS ou IDC) lors de la réalisation du second test
cutané

Res-I'IDT1 Le résultat de I'IDT1, simple ou comparative. Pos pour positif, neg pour négatif,
NA lorsque les données ne sont pas disponibles, dtx lorsque le résultat est
douteux.

Res-I'IDT2 Le résultat de I'IDT2, simple ou comparative. Pos pour positif, neg pour négatif,
NA lorsque les données ne sont pas disponibles, dtx lorsque le résultat est
douteux.

DATE-IFG1 Présente la date de réalisation du premier test d’interféron.

DATE-IFG2 Présente la date de réalisation du second test d’interféron.

Abdc Indique s’il y a eu (ou non) un diagnostic de confirmation a I'abattoir

Résultat PCR

Transmet les résultats des PCR sur les lésions. 1 lorsqu’il est positif et 0
lorsqu’il est négatif.

Résultat Culture

Le résultat de la culture lorsqu’il y a eu une culture. 1 pour résultat positif et 0
pour résultat négatif.

Résultat PCR a
partir de la culture

Idem mais pour le résultat d’'une PCR a partir de la culture.

TN

TP

DO PPD Bov (B)

DO PPD Av (A)

DO MIX (EC-PC)

DO PBS (RPMI)

DO PWM

RATIO PPD BOV

RATIO
PPD=BOVIGAM

RATIO MIX

Ensemble des paramétres permettant I'interprétation des résultats du
test de dosage de l'interféron gamma (cf. premiére partie).

Bilan global

Le résultat de l'interféron : Pos pour positif, neg pour négatif, NC pour non
concluant (I'équivalent de douteux pour l'intradermotuberculination) et inint
lorsque le résultat est ininterprétable.
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Annexe XV : Analyses effectuées séparément chez les animaux ayant été testés par une IDS
lors de I'IDT1 et chez les animaux ayant été testés par une IDC

(1/3)

1. Etude de la validité des tests employés :

Afin de déterminer et de mieux comprendre I'impact de I'DS et de I'IDC sur I'lFN, nous avons
décidé de faire les calculs séparément chez les animaux ayant été testé par une IDS lors du premier
IDT et chez les animaux ayant été testé par une IDC.

Animaux ayant subi une IDS :

Parmi les 811 animaux indemnes retenus pour le calcul des spécificités des tests, 467 animaux
avaient recu une IDS a I’ occasion du premier test cutané.

Les spécificités « Sp » des tests effectués sur les animaux indemnes ayant regcus une IDS étaient de :
-SpIDT2 = 86,1 % [82,6 ; 88,9] IC 95 %
- Sp IFN1 = 62,6 % [58,1 ; 66,9] IC 95 %
-Sp IFN2 =67,2 % [62,8 ; 71,3] IC 95 %

Nous constatons que le test IDT2 était significativement plus spécifique que I'IFN1 (Test de Mc
Nemar, p = 7,29x10-"6) et que la spécificité de ce dernier était similaire a celle de 'lFN2 (test de Mc
Nemar, p = 0,10).

Animaux ayant subi une IDC :

Parmi les 811 animaux indemnes retenus pour le calcul des spécificités des tests, 484 animaux
avaient regu une IDC lors du premier test cutané.

Les spécificités « Sp » des tests effectués sur les animaux indemnes ayant regus une IDS étaient de :
-SpIDT2=90,2 % [87,3 ; 92,6] IC 95 %
-Sp IFN1=37,1 % [32,9; 41,5] IC 95 %
- Sp IFN2 = 56,1 % [51,6 ; 60,4] IC 95 %

Nous constatons que le test IDT2 était significativement plus spécifique que I'lFN1 (p = 1,004x10-
51) et que ce dernier était moins spécifique que I'lFN2 (p = 6,83x10-"3).

Ainsi, les valeurs de la spécificité individuelle calculées séparément chez les
animaux indemnes ayant recu une IDS a I'IDT1 et ceux ayant re¢u une IDC a I'IDT1,
étaient similaires a celles calculées précédemment tous types de tests IDT
confondus, et le test intradermique était toujours plus spécifique que les tests IFN
quelle que soit la technique utilisée a I'occasion de I'IDT.
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Annexe XV : Analyses effectuées séparément chez les animaux ayant été testés par une IDS
lors de I'IDT1 et chez les animaux ayant été testé par une IDC

(2/3)

2. Approche de l'influence de l'injection de tuberculine sur les résultats qualitatifs
du test de dosage de I'interféron gamma :

Animaux ayant subi une IDS

Un total de 54 animaux indemnes étaient inclus dans le cadre du protocole avec des résultats aux tests
cutanés identiques et avaient subi une IDS lors du premier test d’IDT.

Nous avons observé que le pourcentage des animaux positifs a I'IFN1, n’était pas
significativement différent (test de Mc Nemar, p = 0,26) du pourcentage des animaux positifs a I'lFN2.
Ce résultat était en contradiction des résultats précédents et peut s’expliquer par un manque de
puissance statistique.

Nous avons également observé que le nombre d’animaux de la premiére catégorie pour lesquels
les résultats aux deux IFN étaient identiques était plus important que le nombre d’animaux des deux
autres catégories regroupées (pour lesquels la réponse IFN avait varié). D’autre part, parmi les animaux
dont le résultat IFN a varié, le nombre d’animaux pour lesquels le résultat d’'IFN s’était « négativé » était
Iégérement supérieur au nombre d’animaux pour lesquels la réponse s’était « positivée ».

Les animaux ayant subi une IDC

Un total de 40 animaux indemnes étaient inclus dans le cadre du protocole avec des résultats aux tests
cutanés étaient identiques et avaient subi une IDC lors du premier test d’'IDT.

Nous avons observé que le pourcentage des animaux positifs a I'IlFN1, n’était pas
significativement différent (test de Mc Nemar, p = 0,11) du pourcentage des animaux positifs a I'lFN2.
Ce résultat était en contradiction des résultats précédents et pourrait s’expliquer par un manque de
puissance statistique.

Nous avons également pu constater que le nombre d’animaux de la premiére catégorie pour
lesquels les résultats aux deux IFN étaient identiques était plus important que le nombre d’animaux des
deux autres catégories regroupées (pour lesquels la réponse IFN avait varié¢). D’autre part, parmi les
animaux dont le résultat IFN a varié, le nombre d’animaux pour lesquels le résultat d'IFN s’était
«négativé» était légérement supérieur au nombre d’animaux pour lesquels la réponse s’était
« positivée ».

Les analyses faites sur les animaux indemnes ayant recu une IDS lors
du premier test d’IDT n’ont montré aucun effet sur les résultats des tests IFN.
Ces résultats n’étaient pas cohérents avec les autres résultats de notre étude
(rétude de la validité des tests et I'approche quantitative) ce qui pourrait étre

expliqué par un manque de puissance statistique.
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Annexes XV : Analyses effectuées séparément chez les animaux ayant été testé par une
IDS lors de I'IDT1 et chez les animaux ayant été testé par une IDC

(3/3)

3. Approche de ’'influence de I'injection de tuberculine sur les résultats quantitatifs
du test de dosage de I'interféron gamma :

Animaux ayant subi une IDS :

Un total de 54 animaux indemnes étaient inclus dans le cadre du protocole avec des résultats aux tests
cutanés identiques et avaient subi une IDS lors du premier test d’IDT.

On a observé chez ces animaux une diminution globale des ratios de densité optique entre le
premier et le second test. La production moyenne d’IFN suite a la stimulation par la PPD bovine était
significativement différente, selon I'existence d’une injection préalable (J3) ou non (J42) (test de Student
pour séries appariées, p = 0,009) et la réponse en termes de densité optique était plus importante a J3
qu’a J42. Il en était de méme concernant la PPD aviaire (test de Student pour séries appariées, p =
0,007). Avec le MIX en revanche, la différence n’était pas significative (test de Student pour séries
appariées, p = 0,43).

a) Animaux ayant subi une IDC

Un total de 40 animaux indemnes étaient inclus dans le cadre du protocole avec des résultats aux tests
cutanés identiques et avaient subi une IDC lors du premier test d’'IDT.

Les mémes résultats ont été enregistrés, On a observé chez ces animaux une diminution globale des
ratios de densités optiques entre le premier et le second test. La production moyenne d’IFN suite a la
stimulation par la PPD bovine était significativement différente, selon I'existence d’une injection
préalable (J3) ou non (J42) (test de Student pour séries appariées, p = 3,493x1097) et la réponse en
termes de densité optique était plus importante a J3 qu'a J42. Il en était de méme concernant la PPD
aviaire (test de Student pour séries appariées, p = 0,003). Avec le MIX en revanche, la différence n’était
pas significative (test de Student pour séries appariées, p = 0,12).

Les résultats obtenus en séparant les animaux selon la nature de
I'IDT1 étaient trés similaires a ceux obtenus en les regroupant. La réponse
en termes de densité optique était plus importante a J3 qu’a J42, et ce, dans
tous les cas.
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Annexe XVI : Résultats du test Bovigam seul :

(1/2)

1. Approche qualitative :

1.1. Les animaux indemnes

Animaux inclus dans le protocole :

Un total de 94 animaux indemnes entrés dans le protocole pour lesquels les résultats des tests
cutanés étaient identiques, ont été inclus dans le cadre des analyses des résultats du Bovigam seul :
Nous avons pu mettre en évidence que le pourcentage des animaux ayant obtenu des résultats non-
négatifs a I'lFN1 (62,8 % = 59/94) était significativement différent (Test de Mc Nemar, p = 0,04) du
pourcentage des animaux non-négatifs a I'lFN2 (50 % = 47/94),

Animaux inclus dans en SR

Au total 267 animaux indemnes provenant d’élevages en suivi renforcé et qui avaient des
résultats identiques aux tests cutanés, ont été inclus dans le cadre des analyses des résultats du
Bovigam seul :

Nous avons pu mettre en évidence que le pourcentage des animaux a résultat non-négatif a I'lFN1 (45,3
% = 121/267) était significativement différent (test de Mc Nemar, p = 1,75 10-'") du pourcentage des
animaux non-négatifs a I'lFN2 (21,7 % = 58/267).

1.2. Les animaux infectés

Animaux inclus dans le protocole

Sur les 17 bovins infectés entrés dans le protocole et qui ont été inclus dans le cadre des
analyses des résultats du Bovigam seul :
Nous avons observé que les nombres des animaux non-négatifs aux tests IFN1 (15/17) et IFN2 (16/17)
sont quasiment identiques (test de Mc Nemar, p = 1).

Animaux inclus dans en SR

Sur les 16 bovins infectés provenant d’élevages en suivi renforcé et qui ont été inclus dans le
cadre des analyses des résultats du Bovigam seul : Nous avons observé que tous les animaux (16/16)
ont fourni un résultat identique (négatif ou non-négatif) aux deux IFN.
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Annexe XVI : Résultats du test Bovigam seul :

(2/2)

2. Approche quantitative

2.1. Chez les animaux indemnes

Animaux inclus dans le protocole

Pour les 94 bovins indemnes entrés dans leprotocole inclus dans le cadre des analyses des
résultats du Bovigam seul, on a observé une diminution globale des densités optiques entre le premier
et le second test. La production médiane d'IFN suite a la stimulation par la PPD bovine était
significativement différente, selon I'existence d’une injection préalable (J3) ou non (J42) (test de
Wilcoxon pour séries appariées, p = 1,99x1097). Il en était de méme concernant la PPD aviaire (test de
Wilcoxon pour séries appariées, p = 7,37x1005). Avec le MIX en revanche, la différence n’était pas
significative (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,18). La réponse en termes de densité
optique était plus importante a J3 qu’a J42, et ce, dans tous les cas.

Animaux en SR

Pour les 267 animaux indemnes en SR ayant des résultats identiques aux tests cutanés inclus
dans le cadre des analyses des résultats du Bovigam seul, on a pu noter une diminution globale des
densités optiques entre le premier et le second test. La différence était non significative pour la PPD
aviaire (test de Student pour séries appariées, p = 0,35). En revanche, la production médiane
d’interféron suite a la stimulation par la PPD bovine était significativement différente entre J3 et J42
(test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 3,1x10'4). Il en était de méme pour les moyennes
obtenues avec le MIX (test de Student pour séries appariées, p = 1.13x10-%).

2.2. Chez les animaux infectés

Animaux inclus dans le protocole

Au total, 17 bovins infectés entrés dans le protocole, ont été inclus dans le cadre des analyses
des résultats du Bovigam seul :
On a pu noter une diminution globale des médianes des densités optiques entre le premier et le second
test. Le test de Wilcoxon pour échantillons appariés (taille de notre effectif < 30) nous permet de
conclure que les médianes de la production d’interféron suite a la stimulation par la PPD aviaire et par la
PPD bovine n’étaient pas significativement différentes (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,74
et p= 0,14). Pour le MIX, cette différence était significative (test de Wilcoxon pour séries appariées, p =
0,046).

Animaux inclus dans en SR

16 bovins infectés en SR ont été inclus dans le cadre des analyses des résultats du Bovigam
seul :
On a pu noter une augmentation globale des médianes des densités optiques entre le premier et le
second test. Cependant, la médiane de la production d'IFN suite a la stimulation par la PPD aviaire
n’était pas significativement différente, entre I'lFN1 et I'lFN2 (test de Wilcoxon pour séries appariées, p
= 0,38). Il en était de méme pour le MIX (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,72) et la PPD
bovine (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,10).
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Le résumé court :

Bien qu’officiellement indemne vis-a-vis de la tuberculose bovine depuis plus de dix ans, la
France n’est pas encore parvenue a éradiquer cette maladie infectieuse de son territoire. En outre, la
persistance de la maladie, corrélée a sa recrudescence dans certaines régions, menace le maintien du
statut officiellement indemne dans certaines zones. Actuellement, le systéme francais de contréle de la
tuberculose bovine recourt toujours aux tests cutanés, qui constituent la seule technique de dépistage
en élevage reconnue réglementairement au sein de I'Union Européenne. Les tests cutanés présentent
des imperfections quant a leurs caractéristiques intrinséques et a leur réalisation pratique. Par ailleurs,
les schémas décisionnels actuels imposent un blocage de 42 jours dans les troupeaux suspects, avant
de pouvoir les soumettre a une intradermotuberculination comparative de recontréle, ce qui engendre
des pertes économiques importantes et une démotivation des acteurs de terrain.

Un protocole de dépistage expérimental a été mis en ceuvre en France durant deux campagnes
de prophylaxie (entre 2013 et 2015) dans le but d’évaluer si le dosage de linterféron gamma sur un
prélévement de sang effectué a J3 pourrait remplacer les tests cutanés employés en recontrole a 42
jours lorsque le premier test (réalisé a J0) était non négatif. Dans ce contexte, I'objectif de notre étude
était de mesurer I'impact de la tuberculine injectée a I'occasion du test cutané a JO sur les résultats du
test interféron gamma réalisé a J3.

L’'analyse statistique des données collectées lors de ces deux campagnes de prophylaxie a
permis d’'établir que la sensibilité du test IFN réalisé entre 3 et 8 jours (96,0 % [81,0% ; 99,0%] IC 95%)
était significativement supérieure a celle de I'IDT de recontrble effectuée a 42 jours (50,0 % [32,0% ;
68,0%] IC 95%). En revanche, la spécificité de I'IDT de recontréle a 42 jours (88,6 % [86,3% ; 96,6%] IC
95%) était meilleure que celle du test IFN réalisé entre 3 et 8 jours (47,5 % [44,1% ; 50,9 %] IC 95%).

Chez les animaux infectés, nous n’avons pas observé de modifications de la réponse IFN suite
a une injection de tuberculine. En revanche, chez les animaux indemnes, les résultats semblent
suggérer un effet stimulant de I'injection de tuberculine sur le résultat du test interféron. Cet effet a été
mis en évidence de maniére quantitative sur les ratios de densité optique calculés et de maniere
qualitative sur les résultats d’IFN interprétés sur la base su Bovigam seul. Lorsque I'IFN est interprété a
I'aide du Bovigam et du MIX, en revanche, cet effet ne semble pas se répercuter sur le résultat final du
test IFN. Par ailleurs, pour tous les animaux indemnes, la réponse IFN était plus élevée lors du test
réalisé a J3 qu’a J42, que le test ait été précédé d’'une injection de tuberculine ou non. Ceci peut étre
mis en lien avec I'existence de réactions croisées. Dans tous les cas, il semble nécessaire de confirmer
les résultats obtenus expérimentalement, afin de prendre en compte d’éventuels facteurs intercurrents.
Le schéma associant en série une IDT et un IFN n’engendre par conséquent pas de risque de sous-
détection des animaux infectés et ne menace donc pas le commerce européen. Il est cependant moins
spécifique que le schéma actuellement recommandé par I'Union Européenne et devrait étre réservé aux
élevages pour lesquels I'impact économique d’un blocage de 42 jours est particulierement lourd.

Mots clés :

TUBERCULOSE BOVINE, DEPISTAGE, TESTS CUTANES, INTERFERON GAMMA,
MYCOBACTERIUM BOVIS, SENSIBILITE, SPECIFICITE.
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The short abstract:

Although officially bovine tuberculosis free for over ten years, France has not yet managed to
eradicate this infectious disease from its territory. Moreover, the persistence of this disease correlated to
its resurgence in some areas is threatening the officially free status of the country. Currently, screening
tests used to detect bovine tuberculosis in French farms are skin tests, which are the only screening
tests recommended within the European Union. Skin tests are not perfectly sensitive nor specific and
are difficult to perform correctly. Moreover, the current decision schemes impose a 42 days blocking in
suspect herds, before subjecting cattle to a retest with a single intradermal cervical comparative
tuberculin test (SICCT), leading to significant economic losses and demotivation of breeders,
veterinarians and veterinary officers.

An experimental screening protocol has been implemented in France for two prophylaxis
campaigns (between 2013 and 2015) in order to assess whether the dosage of interferon gamma on a
blood sample taken on Day3 could replace skin tests employed for 42 days rechecking when the first
test (performed on Day0Q) was not negative. The objective of this study was to measure the impact of
tuberculin injected for the skin test on Day0 on the results of gamma interferon test performed on Day3.

Statistical analysis of the data collected during these two prophylaxis campaigns has revealed
that the sensitivity of the IFN achieved between 3 and 8 days (96,0% [81,0%; 99,0%] 95% CI) was
significantly greater than that of the skin test retest on day 42 (50,0% [32,0%; 68,0%] 95% CI). However,
the specificity of the skin test retest (88,6% [86,3%, 96,6%] 95% CI) was higher than that of the IFN test
performed between 3 and 8 days (47,5% [61,1%; 67,7%] 95%).

Among infected animals, we did not observe any change in the IFN response following an
injection of tuberculin. In contrast, in free animals, a possible stimulating effect of the injection of
tuberculin on the outcome of the interferon test performed 3 days later was demonstrated. The scheme
combining in series a skin test and an IFN test engenders therefore no risk of under-detection of infected
animals and thus does not threaten European trade. It is however less specific than the scheme
currently recommended by the European Union and should be reserved for farms where the economic
impact of a 42 day lock is particularly heavy.

Keywords:

BOVINE TUBERCULOSIS, SCREENING, SKIN TESTS, INTERFERON GAMMA, MYCOBACTERIUM
BOVIS, SENSITIVITY, SPECIFICITY.

81



Le résumé long

1. Généralités

La tuberculose est une maladie infectieuse et contagieuse, d’évolution chronique, transmissible
a de nombreux mammiféres dont 'homme, liée a la présence d’une bactérie qui va engendrer
différentes lésions au sein de nombreux organes. Elle est due principalement a une bactérie appelée
Mycobacterium bovis (M. bovis) et parfois a M. tuberculosis (LoBue et al., 2010). Elle provoque une
détérioration de I'état général et, a terme, entraine la mort. Les nodules, encore appelés “tubercules” se
forment au niveau des organes des animaux atteints, d’'ou le nom « tuberculose » (OIE, 2010d ; Bénet
et Praud, 2011). La tuberculose bovine (TB) est un fléau majeur de I'élevage bovin en zone infectée.
Elle représentait un probléme de santé publique majeure en Europe (avant la mise en place des
mesures de contrdle). Sur le plan économique, en plus des pertes en viande et en lait, elle entrave le
commerce intérieur et extérieur (Bénet et Praud, 2011). Bien qu’officiellement indemne vis-a-vis de la
tuberculose bovine depuis plus de dix ans, la France n’est pas parvenue a éradiquer cette maladie
infectieuse de son territoire. En outre, la persistance de la maladie, corrélée a sa recrudescence dans
certaines régions, menace le maintien du statut officiellement indemne dans certaines zones.

La lutte contre la tuberculose bovine se base essentiellement sur le dépistage et I'élimination
des animaux atteints. Il existe plusieurs méthodes de dépistage, I'intradermotuberculination (simple ou
comparative) qui est un test cutané, et plus récemment le test d’'interféron qui est un test sanguin.

L’intradermotuberculination (IDT): Dans le cas d'une IDT simple (IDS), on réalise a JO une
injection intradermique d’'une dose unique de tuberculine bovine extraite a partir de culture de M. bovis
au niveau de l'encolure du bovin, puis on évalue a J3 (72 heures) la réaction obtenue au point
d’'inoculation. L’'IDT comparative (IDC) nécessite I'utilisation de deux tuberculines différentes : la
tuberculine aviaire extraite a partir de M. avium et la tuberculine bovine extraite a partir de M. bovis.
Espacées de 10 a 15 cm, les deux tuberculines sont injectées au niveau de I'encolure du bovin, I'une
cranialement (M. avium) et I'autre caudalement (M. bovis). La lecture se réalise a J3 (JO correspondant
au jour de l'injection des tuberculines) et consiste a comparer la réaction de I'animal lors de I'injection de
tuberculine bovine, a la réaction provoquée par [linjection de tuberculine aviaire pratiquée
simultanément.

Le dosage de l'interféron gamma (IEN) : L’IFN est une interleukine impliquée dans la réponse
immunitaire a médiation cellulaire. Lors d’infection bactérienne a M. bovis, les interférons gamma sont
synthétisés par les cellules du systeme immunitaire (SI) (C. M. Robinson et al., 2012 ; McGill et al.,
2014). Le test de dosage de I'lFN est un test sanguin permettant d’évaluer in vitro la réactivité des
lymphocytes T circulants stimulés par un antigéne tuberculeux. Dans un premier temps, le sang total
(recueilli sur tube hépariné) est réparti en trois échantillons mis en incubation pendant 18 a 24 heures
avec des antigénes de M. bovis ou des antigénes de M. avium (pour effectuer une stimulation
comparée), ou aucun antigéne (témoin négatif). Dans second temps, la mesure de la quantité d'IFN
libérée dans le plasma est réalisée par une méthode immuno-enzymatique dite ELISA en « sandwich »
utilisant des anticorps monoclonaux anti-IFNy (Rothel et al., 1990 ; Wood et al., 1990a, 1990b ; Wood et
Jones, 2001).

2. Contexte

L’obstacle majeur pour I'éradication de la maladie réside dans la difficulté a la diagnostiquer. La
lutte contre la tuberculose bovine repose essentiellement sur le dépistage et I'élimination des animaux
atteints. Les tests cutanés (IDT) sont les seules techniques reconnues reglementairement au sein de
I'Union Européenne. Or ces tests cutanés présentent de nombreux inconvénients et leurs sensibilités et
spécificités sont imparfaites. Par ailleurs, les protocoles actuels imposent le blocage durant 6 semaines
des troupeaux considérés comme suspects suite a I'obtention de résultats non négatifs au dépistage
afin de conduire des investigations complémentaires, ce qui pose un probléme économique
considérable en cas de résultats faussement positifs. Dans le cadre du dépistage systématique de la
tuberculose bovine en élevage et afin de pouvoir étudier la possibilité de remplacer I'IDC réalisée 42
jours aprés l'obtention d’'un résultat non négatif a I'lDS par un dosage d’interféron gamma (IFN) juste
apres la lecture de I'IDS, le protocole expérimental national IFN a été mis en place. Son objectif premier
était d’étudier si ce dosage de I'lFN pratiqué le jour de la lecture des résultats de I'IDS (J3) était au
moins aussi sensible que I'IDC de recontréle a J42 recommandée par la réglementation européenne
(Directive CE 64/432). Un objectif secondaire était de déterminer si I'injection de tuberculine réalisée a
JO influe ou non sur le résultat du test IFN réalisé a J3, ce qui constitue I'objectif majeur de notre travail
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de stage. Ce protocole a été mis en ceuvre par la DGAI, en partenariat avec TANSES et était suivi par la
plateforme nationale d’épidémiosurveillance en santé animale (Plateforme ESA) qui a assuré la mise en
ceuvre de I'expérimentation et la collecte des résultats. L'unité EpiMAI (Epidémiologie des Maladies
Animales Infectieuses) de 'ENVA (Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort) était chargée de I'analyse les
données.

3. Matériel et méthodes :

Le protocole expérimental s’est étendu sur une durée de deux campagnes de prophylaxie
consécutives de 2013 a 2015, pour permettre de collecter suffisamment de données afin de disposer
d’'une puissance statistique adéquate. L’étude a été menée sur I'ensemble du territoire national
continental pour les animaux répondant aux critéres d’inclusion. Dix départements ont pu étre inclus
dans le dispositif a savoir les Ardennes, I'Ariége, la Charente, la Cbte-d’Or, la Dordogne, Lot-et-
Garonne, les Pyrénées-Atlantiques, les Hautes-Pyrénées, Tarn et la Haute Vienne.

Cas particulier des élevages en suivi renforcé (SR) : Dans les bases de données brutes (2013-2014 et
2014-2015) regues pour les analyses, certains enregistrements en provenance de Dordogne
concernaient des animaux provenant d’élevages en « suivi renforcé » (SR), c’est-a-dire qui se trouvaient
dans un contexte épidémiologique a risque vis-a-vis de la tuberculose bovine. Les animaux en SR ne
respectaient pas forcément le premier critére d’inclusion du protocole expérimental, a savoir I'obtention
de résultats non-négatifs a I'IDT initiale. En effet, ces bovins en SR ont été soumis aux tests de fagon
systématique, quel que soit leur résultat a la premiére IDT de dépistage. Une caractéristique essentielle
de ces animaux en SR était le fait que la prise de sang pour le premier test IFN était faite le méme jour
que I'IDT (et non cing a huit jours plus tard, ce qui était le cas pour les animaux inclus dans le
protocole), ce qui suggére que les résultats du premier IFN des animaux en SR n’étaient pas modifiés
par la tuberculination.

Pour les deux campagnes de prophylaxie étudiées (2013-2014 / 2014-2015), la base de
données contenait 18267 lignes de résultats, correspondant a 13222 animaux. Afin de garantir la
cohérence des analyses, I'échantillon qui a pu étre étudié comportait 1087 animaux indemnes (780
inclus dans le cadre du protocole, et 307 animaux en SR) et 33 animaux infectés (17 animaux inclus
dans le protocole et 16 en SR) (n’ont pas été inclus dans les analyses statistiques les animaux pour
lesquels les délais entre la réalisation des tests intradermiques et de I'IFN étaient aberrants, les
animaux pour lesquels les dates de réalisation des tests n’étaient pas renseignées...).

Réalisation des tests cutanés

A JO : Réalisation des tests d’'IDT (IDS ou IDC selon les départements) et d’'une prise de sang
pour les tests d’interféron (pour les animaux en SR)
A J3-J8 : Les prises de sang étaient pratiquées dans les cinq jours qui suivaient la lecture d’'un
résultat non-négatif en intradermotuberculination donc entre J3 et J8.
A J42 : Le second test d’'IDT devait étre obligatoirement une IDC. Elle était effectuée le méme
jour que la prise de sang pour le dosage de I'lFN, au minimum a 42 jours et au maximum a 52 jours
apres la premiéere IDT.

Analyses statistiques

Les sensibilités des tests ont été calculées chez les animaux infectés et les spécificités ont été
calculées chez les animaux indemnes. Nous avons conservé pour les analyses tous les animaux dont le
résultat était non négatif a I'IDT1 afin de constituer un échantillon homogéne quel que soit le motif
d’intégration des animaux a la base de données (protocole ou SR), tout en conservant le plus grand
nombre possible d’animaux. Les sensibilités et les spécificités calculées sont donc conditionnelles a
I'obtention d’'un résultat non négatif a I'lDT.

L’effet de l'intradermotuberculination sur les résultats du dosage d’interféron gamma réalisé
dans les 3 a 8 jours suivants a été étudié de deux maniéres :

Approche dite “qualitative” : dans laquelle on s’intéressait aux résultats qualitatifs (négatif ou non-
négatif) des tests IFN. Aprés avoir étudié la répartition des animaux suivant leurs combinaisons de
résultats aux quatre tests (IDT1, IDT2, IFN1 et IFN2) et sélectionné les animaux dont les résultats aux
tests cutanés réalisés a JO et a J42 étaient identiques (pour garantir que le statut immunitaire des
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animaux évolue peu), nous avons comparé les pourcentages des animaux réagissant au test IFN1 a
celui des animaux réagissant au test IFN2 (test de Mc Nemar sur échantillons appariés) de fagon a
mettre en évidence ou non, un effet de la tuberculine injectée a I'occasion de I'IDT1 sur les résultats des
tests IFN. Comme la succession des tests n’était pas la méme chez les animaux en SR et chez ceux
entrés dans le protocole, leurs résultats ont été analysés séparément et les animaux intégrés en SR ont
pu servir de référence puisqu’aucun des tests IFN qu’ils avaient subis n’était précédé d’'une IDT.

Approche dite “quantitative” : dans cette approche, on s’intéressait a la quantité d’IFN produite mesurée
par spectrophotométrie. En France, les résultats de dosage de l'interféron gamma sont fournis sous la
forme d’'une proportion de DO (rapportée aux résultats de DO fournis par les témoins négatif TN et
positif TP) et non d’'une DO brute. Il s’agit donc d’'un pourcentage de densité optique globale qui prend
en compte la réaction due aux Mycobactéries aviaires et nivelle les variations éventuelles dues aux
réactifs fournis dans les kits commercialisés. Ce type d’interprétation constitue une spécificité francaise.
Dans les autres pays européens, l'interprétation du résultat est basée sur la DO brute. Le principe de
cette partie est fondé sur la comparaison, grace aux tests t de Student et aux tests de Wilcoxon sur
séries appariées, des ratios des densités optiques en réponse aux PPDA, PPDB et MIX afin d’étudier
les variations de la réponse immunitaire des animaux selon qu’ils avaient ou non subi une
tuberculination avant I'lFN. Comme précédemment, I'analyse a été conduite séparément chez les
animaux inclus dans le cadre de protocole et chez les animaux inclus en SR (type d’inclusion différent).

4. Résultats
4.1. Caractéristiques des tests de dosage de I'interféron gamma

L’'analyse statistique des données collectées lors de ces deux campagnes de prophylaxie a
permis d'établir que la sensibilité du test IFN réalisé entre 3 et 8 jours (96,0 % [81,0% ; 99,0%] IC 95%)
est significativement supérieure (Test de Mc Nemar, p = 0,003) a celle de I'IDT de recontrdle (50,0 %
[32,0% ; 68,0%] IC 95%). En revanche, la spécificité de I'IDT de recontrble (88,6 % [86,3% ; 96,6%] IC
95%) était meilleure (Test de Mc Nemar, p= 2,36x10-6") que celle du test IFN réalisé entre 3 et 8 jours
(47,5 % [44,1% ; 50,9 %] IC 95%).

4.2. Effet de 'intradermotuberculination sur les résultats des tests IFN

4.2.1. Approche qualitative

Pour les animaux indemnes inclus dans le cadre du protocole, nous avons observé que le
pourcentage des animaux ayant obtenu des résultats non-négatifs a 'lFN1 n’était pas significativement
différent (Test de Mc Nemar,p = 0,46) du pourcentage des animaux non-négatifs a I'lFN2. Cependant,
les analyses faite sur les résultats du test Bovigam seul ('UE européenne recommande I'utilisation du
test Bovigam seul, c’est-a-dire la PPD aviaire et la PPD bovine sans rajouter le MIX) ont montré que
cette différence était significative (Test de Mc Nemar, p = 0,04). Concernant les animaux indemnes en
SR, le pourcentage des animaux a résultat non-négatif a I'lFN1 était significativement différent (test de
Mc Nemar, p = 1,28x10'7) du pourcentage des animaux non-négatifs a I'lFN2. Ces mémes résultats ont
été obtenus a partir des analyses faites sur les résultats du test Bovigam seul chez ces animaux en SR :
Le pourcentage des animaux a résultat non-négatif a ''FN1 était significativement différent (test de Mc
Nemar, p = 1,75 10-'") du pourcentage des animaux non-négatifs a I'lFN2.

Pour les animaux infectés, nous avons observé chez ceux inclus dans le protocole que les
pourcentages des animaux non-négatifs aux tests IFN1 et 2 sont quasiment identiques (test de Mc
Nemar, p= 1). Et chez ceux inclus en SR, tous les animaux ont fourni un résultat non-négatif aux deux
tests IFN. Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses faites sur les résultats du test
Bovigam seul. Il est néanmoins important de considérer la petite taille de I'échantillon et la faible
puissance statistique qui en découle.

4.2.2. Approche quantitative

Concernant les animaux indemnes, on a observé une diminution globale des densités optiques
entre le premier et le second test. Chez les animaux indemnes inclus dans le cadre du protocole, la
production médiane d'IFN suite a la stimulation par la PPD bovine était significativement différente,
selon 'existence d’une injection préalable (J3) ou non (J42) (test de Wilcoxon pour séries appariées, p =
1,38x10719). Il en était de méme concernant le MIX (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 7,37x10"
05). Avec la PPD aviaire en revanche, la différence n’était pas significative (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 0,06). La réponse en termes de densité optique était plus importante a J3 qu’a J42, et ce,
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dans tous les cas. Par ailleurs, chez les animaux indemnes en SR, La différence était non significative
pour la PPD aviaire (test de Student pour séries appariées, p = 0,28). En revanche, la production
médiane d’interféron suite a la stimulation par la PPD bovine était significativement différente entre J3 et
J42 (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 1,02x10-19). Il en était de méme pour les moyennes
obtenues avec le MIX (test de Student pour série appariées, p = 0,001). Ces mémes résultats ont été
obtenus a partir des analyses faites sur les résultats du test Bovigam seul.

Pour les animaux infectés inclus dans le protocole, On a pu noter une diminution globale des
medianes des densités optiques entre le premier et le second test. Le test de Wilcoxon pour
échantillons appariés (taille de notre effectif < 30) nous a permis de conclure que les médianes de la
production d’interféron suite a la stimulation par la PPD aviaire et par la PPD bovine n’étaient pas
significativement différentes (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,22 et p = 0,14). Pour le MIX,
cette différence était significative (test de Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,005). En revanche,
chez les animaux infectés en SR, on a pu noter une augmentation globale des médianes des densités
optiques entre le premier et le second test. Cependant, la production d’IFN médiane suite a la
stimulation par la PPD aviaire n’était pas significativement différente, entre I'lFN1 et 'lFN2 (test de
Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,22). Il en était de méme pour le MIX (test de Wilcoxon pour séries
appariées, p = 0,57). Par contre, cette différence était significative concernant la PPD bovine (test de
Wilcoxon pour séries appariées, p = 0,03). Ces mémes résultats ont été obtenus a partir des analyses
faites sur les résultats du test Bovigam seul.

L’étude a été menée sur I’ensemble du territoire national continental pour les animaux
répondant aux critéres d’inclusion. Dix départements ont pu étre inclus dans le dispositif car
dans le reste des départements frangais, la prophylaxie de la tuberculose bovine en élevage a
été totalement arrétée dans 60 départements. Par conséquent, pour ceux-la I'inclusion des
animaux dans I'étude était impossible. Il est néanmoins impératif de rappeler que le nombre
final d’animaux dont I'infection tuberculeuse a pu étre confirmée avec certitude n’est pas trés
élevé ce qui engendrait un manque de puissance statistique. Par ailleurs, I'incitation des
éleveurs a rentrer dans le dispositif expérimental était trés variable d’'un département a I’autre,
selon le contexte (moyens humains disponibles a la DDPP, historique de la tuberculose dans
le département, présence ou non d’un laboratoire agréé pour I'IlFN a proximité ...) et
I'inclusion des animaux dans le protocole expérimental était basée sur le volontariat, on peut
donc suspecter que ce type d’inclusion puisse influencer les résultats obtenus. Cependant, la
majeure partie des enregistrements provient de Céte-d’Or et de Dordogne, ou le volontariat
n’influait pas sur I'intégration des éleveurs dans le protocole. Ont été exclus du protocole
tous les troupeaux ou la contention des bovins n’était pas optimale pour une lecture adéquate
des tuberculinations (taureaux de combat par exemple), les troupeaux classés a risque
administratif, les élevages dont le vétérinaire sanitaire refuse de suivre la formation relative a
la tuberculination ou de se soumettre a des mesures de supervision de la part de la DDecPP
et enfin les établissements de quarantaine et de collecte de semence pour les inséminations
artificielles. L’inférence est donc impossible a ’ensemble des bovins frangais. Mais elle parait
tout a fait possible aux bovins des départements les plus concernés par la tuberculose bovine
et ayant obtenu des résultats non négatifs a une IDT en prophylaxie, a condition que les
méthodes de travail de I’éleveur et du vétérinaire soient satisfaisante.

Au final, notre étude nous a permet de conclure que le test IFN1 est plus sensible que
'IDT de recontréle ce qui signifie, a priori, qu’il n’y a pas de risque de sous-détection des
animaux atteints de tuberculose, et donc pas de risque pour le commerce des bovins,
notamment le commerce au niveau de I'union européenne. Nous avons également pu mettre
en évidence qu’il n’y avait pas d’effet désensibilisant de la tuberculine injectée lors de I'IDT1
sur les résultats de I'IFN1 réalisée quelques jours apreés, ce qui pourrait faire du test IFN une
alternative a I'IDC permettant de s’affranchir du délai d’attente de six semaines qu’il faut
respecter entre deux IDT lorsque la premiére IDT s’avére non-négative. Cependant, la
spécificité de I'IFN1 est médiocre, ce qui augmenterait les chances de passer a co6té des
animaux réellement indemnes. Si ce protocole IDT-IFN est accepté par I'UE, il faudrait le
réserver a certains types d’élevages, pour lesquels le blocage de 42 jours engendre un impact
économique tel qu’il serait préférable de retester par I'l[FN sans attendre, quitte a augmenter le
nombre d’abattages diagnostiques.
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