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RESUME : Le taux de prévalence apparente moyenne de I'encéphalopathie spongiforme bovine en
Belgique en 2002 et 2003 était de 6,29 10”°. Depuis 2001, le systéme de dépistage de cette zoonose
repose principalement sur l'utilisation d’'un test « rapide ». Le seul test rapide utilisé en Belgique a
cette époque était le test Platelia® commercialisé par la firme Bio-Rad. Lors de la mise au point de ce
test, sa sensibilité et sa spécificité ont été estimées respectivement a 100% [intervalle de confiance 95
% (IC 95 %) : 99 - 100%] et 100% [IC 95 % : 99,7 - 100%]. Pour ce faire, la sensibilité a été définie
comme la capacité du test a identifier correctement un animal cliniquement atteint d’ESB, et la
spécificité comme la capacité a identifier correctement un animal non-infecté. Ce test a pourtant été
utilisé a grande échelle comme moyen de dépistage au sein d’une population d’animaux ne
présentant pas de manifestations cliniques d’ESB. Dans ces conditions, la sensibilité et la spécificité
du test pourraient donc s’éloigner des valeurs initiales et la prévalence réelle de I'ESB pourrait
diverger de la prévalence apparente. Les sensibilité et spécificité du test rapide utilisé, ainsi que la
prévalence réelle de 'ESB en Belgique ont été estimées par méthode bayésienne pour les années
2002 et 2003. Les données a priori ont été obtenues par avis d’experts et la vraisemblance a été
déterminée gréce aux données concernant les animaux testés. Une distribution a posteriori de la
prévalence de I'ESB a été déterminée par des méthodes Markov Chain Monte Carlo avec
échantillonneur de Gibbs. Le taux de prévalence réelle de 'ESB en Belgique en 2002 et 2003 se situe
dans un intervalle de crédibilité (IC) allant d’un ordre de grandeur de 107 & 10°. Les spécificité et
sensibilité du test rapide ont été estimées respectivement a 99,99% [IC : 99,99 — 100 %] et 91,23%
[IC : 81,69 - 91,64 %]. Cette étude montre I'importance d’une analyse critique de la sensibilité et de la
spécificité des tests de diagnostic de 'ESB et de la prévalence apparente de cette zoonose, vu leurs
conséquences importantes pour I'épidémiosurveillance active et passive.

Mots clés : Encéphalopathie spongiforme bovine, test rapide, modélisation bayésienne, prévalence
réelle, sensibilité, spécificité.
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SUMMARY: In 2002 and 2003, the mean apparent prevalence of bovine spongiform encephalopathy
(BSE) in Belgium was of 6.29 10°. Since 2001, the detection system of this zoonosis has been based
mainly on the use of a “rapid” test. The only rapid test in use in Belgium at that time was the Platelia®
test, commercialized by Bio-Rad. At the development of the test, its sensitivity and specificity were
estimated at 100% [95 % confidence interval (95% ClI): 99 - 100%] and 100% [95% CI: 99.7% - 100%]
as the ability to accurately identify a non-infected animal. However, this test has generally been used
in order to screen non-clinical populations. Under these conditions, the sensibility and specificity of the
test could differ from the initially calculated values, and the true prevalence of BSE could diverge from
the apparent prevalence. The sensibility and specificity of the rapid test, as well as the true prevalence
of BSE in Belgium, have thus been estimated by Bayesian methods for the years 2002 and 2003.
Prior distributions were obtained from expert opinion, and likelihood was based on data from tested
animals. The posterior distribution of the true BSE prevalence used Markov Chain Monte Carlo Gibbs
sampling. In 2002 and 2003, the true BSE prevalence in Belgium is situated in a credibility interval (Cl)
going from approximately 1 07 to 10°. The specificity and sensitivity of the rapid test were estimated at
99,99% [Cl : 99.99 — 100%] and 91,23% [Cl : 81.69 - 91.64%] respectively. This study shows the
importance of a critical study of the sensitivity and specificity of BSE diagnostic tests, as well as the
apparent prevalence of this zoonosis, as their discrepancy with initial values could have important
consequences for active and passive epidemiosurveillance of BSE.

Keywords: Bovine spongiform encephalopathy, rapid test, bayesian approach, true prevalence,
sensitivity, specificity.

I - INTRODUCTION

2003, 2004 et 2005]. Ce diagnostic est fondé
sur la mise en évidence de I'isoforme anormale
de la protéine prion que l'on associe a
linfectivité [Prusiner et al., 1998] et qui est
résistante a la digestion par la protéinase K

L’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB)
est une maladie neuro-dégénérative
d’évolution lente et progressive dont l'issue est
toujours fatale. Elle fait partie du groupe des

encéphalopathies spongiformes transmissibles (PrP™)

(EST) [Lasmézas, 2003]. Ces affections '

provoquent une vacuolisation des neurones En 1996, un pic d'intérét a été constaté pour
(spongiose), une gliose, une hypertrophie des 'ESB a la suite de la découverte de son
astrocytes et un dépét de plaques amyloides caractére zoonotique aprés la premiére
faisant suite a I'accumulation d’'une isoforme description d'une nouvelle variante de la
anormale de la protéine prion® [Kimberlin, maladie de Creutzfeldt-Jakob (,CJD) [Bruce et
1992 ; Prusiner et al., 1998 ; Lasmézas, 2003]. al., 1997 ; Hill et al., 1997 ; Scott et al., 1999 ;
Elles sont caractérisées par une longue Thiry et al., 2004 ; Saegerman et al., 2005b].
période d’incubation et par la transmissibilité Suite a cela, un nombre de mesures
entre espéces [Lasmezas, 2003 ; Trevitt et additionnelles ont été adoptées pour protéger
Singh, 2003]. la santé publique au rang desquelles figure

linterdiction d’utilisation des matériels a risque
spécifié qui est applicable en Belgique depuis
1%" février 1998 [Commission européenne,
1997 ; Saegerman et al., 2001].

L’image clinique de 'ESB n’est cependant pas
pathognomonique et un diagnostic de
confirmation est indispensable lors de toute
suspicion chez un animal [Saegerman et al.,

®  La conversion post-transcriptionnelle de la protéine normale d’origine cellulaire (PrP®) en une isoforme

anormale causant la maladie (PrP™°) implique un changement conformationnel [Pan et al., 1993] qui
s’accompagne d’'un changement profond des propriétés de la protéine. La PrP™ est thermorésistante,
insoluble en présence de détergent et partiellement résistante a la protéolyse. La fraction restante apres I'un
et/ou l'autre traitement est nommée PrP"™° [Saegerman et al., 2005b]
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Des tests rapides pour la détection de la PrP"™®

dans le SNC ont été disponibles en 1999 et ont
permis d’examiner un grand nombre
d'échantillons, méme ceux de qualité inférieure
et ce, dans un court délai [Moynagh et
Schimmel, 1999 ; Schaller et al, 1999;
Saegerman et al., 2005b]. En application du
réglement 999/2001/CE [Parlement européen
et Conseil, 2001], le dépistage systématique
de 'ESB chez les bovins abattus et destinés
au clos d’équarrissage a été mis en place en
Belgique, dés janvier 2001, en utilisant le test
rapide Platelia® de la firme Bio-Rad
(récemment remplacé par le test TeSeE de la
méme firme) [Pastoret et al., 2001].

Tous les échantillons positifs au test de
dépistage ont été soumis a I'application de
tests de confirmation approuvés par I'Union
européenne : un test histopathologique
montrant des Iésions vacuolaires sur coupe du
SNC, un test de détection par microscopie
électronique des fibrilles associées a la
tremblante (Scrapie Associated Fibrils, SAFs)
et un test immunohistochimique détectant des
amas de Prp™® par réaction
immunoenzymatique [Vanopdenbosch et al.,
1998]. Le test de Western Blotting n'a été
utilisé en Belgique qu’a partir de janvier 2004
[Roels et al., 2004].

La sensibilité et la spécificité du test Platelia
ont été initialement estimées respectivement a
100 % [IC 95 % : 99 — 100 %] et 100 % [IC
95 % : 99,7 - 100 %] [Moynagh et Schimmel,
1999]. Lors de la mise au point de ce test
ELISA, la sensibilité a été définie comme la
capacité du test a identifier correctement un
animal cliniguement atteint dESB et la

®
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spécificitt comme la capacité a identifier
correctement un animal non-infecté. Le test
Platelia® est pourtant utilisé a grande échelle
comme moyen de dépistage actif au sein d’'une
population d’animaux ne présentant pas de
manifestations cliniques d’ESB. Dans ces
conditions, la sensibilité et la spécificité du test
pourraient donc s’éloigner des valeurs initiales.
Par ailleurs, les sensibilité et spécificité des
tests classiques sont inconnues.

En Belgique, conformément a la législation
européenne [Commission européenne, 2000],
un régime de rachat de bovins sans application
d'un test rapide a été employé pendant la
période du 1% janvier au 30 juin 2001 dans le
but d’abattre et de détruire totalement tous les
animaux achetés (mesures exceptionnelles de
soutien au marché de la viande bovine)
[Saegerman et al., 2005b]. Par ailleurs, au clos
d’équarrissage, le dépistage systématique des
bovins morts 4gés de plus de 24 mois n’'a été
effectif que depuis le 1% septembre 2001
[Saegerman et al., 2005b]. Pour ces raisons, la
présente étude se focalise sur les années
2002 et 2003. Durant cette période, 99
animaux ont été trouvés positifs aux tests de
confirmation de la présence de PrP™ au
niveau de leur SNC [Agence fédérale pour la
Sécurité de la Chaine alimentaire, 2005].

L'objectif de ce travail a été d’estimer le degré
de divergence de la prévalence apparente par
rapport a une estimation de la prévalence
réelle, obtenue par modélisation bayésienne.
Cette modélisation a par ailleurs permis
d’estimer la sensibilité et de la spécificité du
test rapide.

Il - MATERIELS ET METHODE

1. DEFINITIONS

Vu la divergence entre les conditions pratiques
d’utilisation du test rapide et celles dans
lesquelles la sensibilité de ce test a été
estimée [Moynagh & Schimmel, 1999], les
définitions suivantes de la sensibilité et de la
spécificité d’'un test ont été utilisées :

1.1.

La sensibilité d’'un test est considérée comme
la probabilit¢ qu'un bovin réellement infecté
fournisse une réponse positive au test utilisé.
Un bovin réellement infecté par lI'agent de
'ESB a été considéré comme un animal dont

SENSIBILITE D’UN TEST
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l'injection de broyat de SNC dans le SNC de
cing souris sensibles a 'agent de 'ESB induit
chez au moins l'une d’entre elles I'apparition
d'une EST.

1.2. SPECIFICITE D’UN TEST

La spécificité d’un test est considérée comme
la probabilité qu'un bovin réellement indemne
fournisse une réponse négative au test utilisé.
Un bovin réellement indemne a l'agent de
'ESB a été considéré comme un animal dont
l'injection de broyat de SNC dans le SNC de 5
souris sensibles a l'agent de I'ESB n’induit
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chez aucune d’entre elles l'apparition d’une
EST.

Ces définitions tentent de refléter au mieux la
situation d'une zoonose en  période
d’incubation, tout en permettant la vérification
des hypothéses posées sur un modeéle de
souris rendues susceptibles a I'ESB par
manipulation génique [Prusiner et al., 1998].

2. MATERIELS

21. POPULATION ETUDIEE

Les effectifs ont été dénombrés en consultant
la base de données ESB de I'Agence fédérale
belge pour la sécurité de la chaine alimentaire
(AFSCA). Il s’agit de l'entiéreté des bovins
testés en Belgique en vue du dépistage de la
protéine prion dans leur SNC, que le résultat
des tests ait été positif ou négatif, pendant les
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années 2002 et 2003. Les effectifs des bovins
testés et ayant fourni une réponse positive au
test rapide ainsi que le calcul de la prévalence
apparente sont repris dans le tableau I. Les
variables suivantes ont été collectées :

= pour les animaux a réponse négative : le
numéro d’identification, le sexe, I'age, le
numéro du troupeau de provenance, le
résultat ainsi que la densité optique du test
rapide de dépistage ;

= pour les animaux a réponse positive : le
numéro d’identification, le sexe, I'age, le
numéro du troupeau de provenance, le
résultat ainsi que la densité optique du test
rapide de dépistage, les résultats des tests
de confirmation.

Tableau |

Calcul de la prévalence apparente de I’encéphalopathie spongiforme bovine en Belgique,
durant les années 2002 et 2003.

Source : base de données ESB de 'Agence fédérale pour la sécurité de la chaine alimentaire.

Légende : Sont indiqués les effectifs d’animaux testés, les animaux détectés positifs par le réseau
d’épidémiosurveillance, ainsi que le taux de prévalence apparente de I'encéphalopathie spongiforme bovine en
Belgique. L'intervalle de confiance 95 % (IC 95 %) est repris entre parenthéses.

Année Nombre total Nombre total d’animaux Taux de prévalence
d’animaux testés a réponse positive apparente x 10° (IC 95%)
2002 450.419 38 8,44 (5,97 — 11,58)
2003 392.465 3,82 (2,14 - 6,30)
Total 842.884 53 6,29 (4,71 —8,22)

2.2. TESTS UTILISES

2.2.1. Test rapide de dépistage

res

Le test rapide qui a été utilisé détecte la PrP
grace a une méthode « ELISA sandwich »,
aprés dénaturation par la protéinase K et
concentration (test Bio-Rad TeSeE,
précédemment appelé test Bio-Rad Platelia).
La réaction enzymatique du test Bio-Rad est
proportionnelle a la quantit¢ de PrP™
initialement introduite dans le test [Grassi et
al., 2001 ; Saegerman et al., 2005b].

2.2.2. Tests de confirmation

Le diagnostic de confirmation est réalisé grace
a un test histopathologique montrant des
Iésions vacuolaires sur coupe du SNC, un test
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de détection par microscopie électronique des
fibrilles associées a la tremblante (Scrapie
Associated  Fibrils, SAFs), et un test
immunohistochimique, détectant des amas de
PrP™ par réaction immunoenzymatique
[Vanopdenbosch et al., 1998].

3. METHODE

Compte tenu de la difficulté de mise en ceuvre
des bio-essais sur souris (test de référence
repris dans la définition de la sensibilité), du
nombre d’éléments encore inconnus
concernant la pathogénie de 'ESB [Wells et
al., 1998 ; European Commission, 2000 et
2002 ; Terry et al., 2003], et de la faible
prévalence apparente de cette zoonose
[Agence fédérale pour la sécurité de la chaine
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alimentaire, 2005], certains problémes
méthodologiques se sont posés lors de
I'estimation de la prévalence réelle de I'ESB.
La méthode utilisée doit en effet étre capable
de simuler les données manquantes, tout en
étant robuste et puissante, et pouvoir tenir
compte d’hypothéses non encore confirmées
avant I'aboutissement de I'étude de pathogénie
VLA SE1736 [Autorité européenne de sécurité
alimentaire, 2005]. Ainsi, le choix de la
méthode s’est orienté vers une modélisation
Bayésienne. L’intérét de ['utilisation de cette
méthode est qu'un maximum d’information
peut étre utilisé, de fagon totalement
transparente, ce qui rend le résultat plus
puissant; qu'elle permet la résolution de
problémes complexes; et que le résultat
obtenu est clair et utile, ce qui le rend précieux
dans l'aide a la prise de décisions [Box et Tao,
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1973 ; Gelman et al, 1995; Dorny et al.,
2004].

La distribution a priori a été constituée grace a
I'opinion d’experts. L’information a priori a été
intégrée dans le modéle selon des distributions
uniformes qui tiennent compte des bornes
inférieures et supérieures représentant les
opinions  dexperts. Le maximum de
vraisemblance a été obtenu grace aux
données concernant les populations testées.
Un modéle Bayésien a simulé la distribution a
posteriori par échantillonnage de Gibbs, en
utilisant le logiciel Winbugs 1.4° [Spiegelhalter
et al., 2003]. L’ajustement du modele par
rapport aux données a été examiné [Gelman et
al., 1995 ; Spiegelhalter et al., 2003], ainsi que
sa sensibilité par rapport aux modifications
dans les assomptions a priori.

lll - RESULTATS

Le modéle a été mis a [I'épreuve dans
différentes situations, comme par exemple
I'utilisation de données a priori non
informatives. Les résultats se sont avérés
robustes.

L’'ordre de grandeur du taux de prévalence
réelle de 'ESB en Belgique en 2002 et 2003 a
été estmé a 10°, dans un intervalle de
crédibilité (IC) allant d’'un ordre de grandeur de
107 a 10 (Figure 1).

Les spécificité et sensibilité du test rapide ont
également été estimées. La spécificité
diagnostique est de 99,99 % [IC : 99,99 — 100
%], elle est donc supérieure a la spécificité
annoncée lors de la mise au point du test
(figure 1). La sensibilité du test rapide est par
contre  inférieure a celle  annoncée
précédemment. En effet, elle a été estimée a
91,23 % [IC : 81,69 - 91,64 %] (figure1).

IV - DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Méme s’il s'agit d’'une étude préliminaire, le
modéle bayésien utilisé, pour estimer la
prévalence réelle de 'ESB et les valeurs de
sensibilité et spécificité du test rapide, a été
robuste aux altérations qui lui ont été imposées
et des conclusions ont pu en étre tirées.

La prévalence réelle estimée est du méme
ordre de grandeur que la prévalence
apparente, mais lintervalle de crédibilité
concernant la valeur de la prévalence réelle
est trés large.

La spécificité diagnostique du test rapide est
supérieure a la spécificité initialement
déterminée lors de la validation du test.
Concernant la spécificité, un grand soin doit
étre apporté a l'incubation des tissus lors de la
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digestion par la protéinase K. En effet, une
incubation incorrecte est susceptible d’induire
des réactions aspécifiques.

La sensibilité diagnostique estimée est
inféerieure  a la sensibilité¢ initialement
déterminée sur animaux cliniquement infectés
lors de la validation du test. Cette baisse de
sensibilité significative est susceptible d’induire
un probléme de santé publique. En effet, des
animaux atteints d’ESB risquent d’entrer dans
la chaine alimentaire s’ils ne sont pas identifiés
comme positifs par le test utilisé. Dés lors, le
retrait des matériaux a risques spécifiés et
toutes autres mesures de protection de la
santé publique revétent une importance
particuliere dans la prévention de Ia
transmission de cette zoonose [Commission
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Européenne, 1997 ; Anonyme, 2001 ;
European Commission 2002]. L’assou-
plissement de ces mesures complémentaires
pourrait étre lourd de conséquences [Autorité
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européenne de seécurité alimentaire, 2005].
Bien plus qu’'un assouplissement, il faudrait
plutdt préner leur renforcement.

Figure 1

Distribution de densités des estimations de (a) la prévalence réelle de I’encéphalopathie
spongiforme bovine en 2002 et 2003, (b) la sensibilité du test rapide et (c) la spécificité du test
rapide suite a la modélisation bayésienne.

Légende : a. L’ordre de grandeur du taux de prévalence réelle de 'ESB en Belgique durant les années 2002 et
2003 a été estimé a 10”°, dans un intervalle de crédibilité (IC) allant d’'un ordre de grandeur de 1072 10>,

b. La sensibilité du test rapide est estimée a 91,23 % [IC : 81,69 - 91,64 %].
c. La spécificité du test rapide se situe a 99,99 % [IC : 99,99 — 100 %].
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La sensibilit¢ du test rapige devrait touterois
encore étre estimée avec plus de précision.
Pour ce faire, une meilleure connaissance de
la pathogénie de 'ESB est indispensable. Les
estimations proposées dans ce travail pourront
étre confrontés aux résultats de I'étude de
pathogénie VLA SE1736 [Autorité européenne
de sécurité alimentaire, 2005]. De plus, grace

T
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au choix de la dernnition d’un cas réellement
infectt d'ESB, les hypothéses émises
pourraient étre confirmées lors d’une étude in
vivo sur souris manipulées génétiquement. La
construction de nouveaux modéles serait
également un moyen d’obtenir des résultats
plus précis.
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Par ailleurs, lors de ['utilisation de ce premier
modeéle, il faut tenir compte de I'existence du
biais lié a I'hétérogénéité de la population
testée. Celle-ci est en effet composée
d’animaux provenant du clos d’équarrissage,
de l'abattoir, ou suspects cliniquement d’ESB
[Agence fédérale pour la sécurité de la chaine
alimentaire, 2005]. Ces animaux, s’ils sont
atteints d’ESB, sont susceptibles d’étre a des
phases différentes de leur période
d’'incubation. Or, le niveau de détection et de
sensibilité du test rapide sont variables en
fonction du stade d’incubation de ['animal
[Arnold et Wilesmith, 2003]. Les estimations
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réalisées devraient donc étre confirmées par
des études séparées de chaque sous-
population d’animaux soumis aux tests de
mise en évidence la PrP™® dans le SNC.

Cette étude met donc en exergue I'importance
de I'analyse critique des valeurs de prévalence
apparente, ainsi que de sensibilité et spécificité
du test rapide, pour une zoonose telle que
'ESB. Cependant, malgré la construction d’un
modéle robuste, des investigations
supplémentaires sont nécessaires afin de
rendre plus précises les estimations obtenues.
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