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RESUME

Evaluation et prise en compte de I'incertitude diagnostique des tests utilisés pour le dépistage sérologique
des infections par Coxiella burnetii chez les ruminants domestiques

La fievre Q est une maladie zoonotique causée par la bactérie Coxiella burnetii. La plupart des cas cliniques
humains recensés sont liés a une exposition a des ruminants domestiques excréteurs de la bactérie. Chez les
ruminants domestiques, en raison de la présence de porteurs latents et de I'excrétion intermittente de la
bactérie, les tests sérologiques de type ELISA sont recommandés par I'OIE pour témoigner d’infections
passées ou en cours. Cependant, il n’existe pas de méthode gold standard permettant de déterminer avec
certitude le statut sérologique des individus. A ce jour, trois tests ELISA (ci-aprés nommés test 1, 2, 3) sont
commercialisés en Europe, mais leurs performances diagnostiques sont mal connues. La thése est divisée en
trois parties avec respectivement pour objectifs : (1) d’estimer les performances diagnostiques chez les
bovins, ovins et caprins des trois tests ELISA commercialisés en Europe pour le diagnostic sérologique des
infections par C. burnetii ; (2) d’estimer les séroprévalences réelles des infections par C. burnetii chez ces trois
especes de ruminants domestiques sur la base du test 2 en prenant en compte son incertitude diagnostique ;
(3) de construire un outil en ligne d’aide a l'interprétation des plans de dépistage sérologique en intégrant
les estimations réalisées dans les parties 1 et 2.

Les travaux s’appuient sur les données collectées dans le cadre du dispositif de surveillance de la fievre Q mis
en place entre 2012 et 2014 dans dix départements francais. La base de données comprend 9 972 bovins,
5024 caprins et 7 632 ovins échantillonnés dans 1602 élevages sélectionnés de facon aléatoire. Tous les
échantillons de sérum ont été analysés avec le test 2 par un panel de laboratoires d’analyses vétérinaires et
environ 20 % (n= 4 319) ont également été analysés avec les tests 1, 2 et 3 au laboratoire national de
référence de la fievre Q.

Les performances diagnostiques des trois tests ELISA pour chaque espéce de ruminant ont été estimées a
I'aide d’un modéle a classes latentes prenant en compte la dépendance conditionnelle entre les trois tests.
L'incertitude diagnostique estimée pour le test 2 a permis d’étudier la distribution de la proportion d’élevages
séropositifs selon les départements (séroprévalence inter-élevage) et la proportion d’animaux séropositifs
selon les élevages (séroprévalence intra-élevage) pour chacune des especes. Enfin, une application Shiny
libre d’accés a destination des acteurs de terrain a été développée pour permettre d’estimer la probabilité
qgue l'individu testé ou le troupeau dépisté soit réellement séropositif sachant les caractéristiques de
I’élevage, le contexte épidémiologique et les résultats du plan de dépistage réalisé.

L'ensemble de ces travaux permet de mieux interpréter les résultats obtenus avec ces tests ELISA dans le
cadre d’un dépistage ciblé ou d’un programme de surveillance de la fievre Q a I'échelle d’élevages, de régions,
voire de pays. lls proposent donc des éléments de réponses aux exigences réglementaires récemment mises
en application dans le cadre du Réglement (UE) 2018/1882 et catégorisant la fievre Q comme une maladie
de catégorie E a surveillance obligatoire.

MOTS-CLEFS

Fievre Q, Modele a classes latentes, Bayésien, Performance diagnostique, Facteurs de risque, Valeurs
prédictives, Surveillance, Bovin, Caprin, Ovin.


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32018R1882&from=FR

SUMMARY

Evaluation and consideration of the diagnostic uncertainty of tests used for the serological screening of
Coxiella burnetii infections in domestic ruminants

Q fever is a zoonotic disease, caused by the bacterium Coxiella burnetii. Most of human clinical cases are
related to an exposition to domestic ruminants. Because domestic ruminants may be latently infected or
intermittently shed the bacterium, serological methods such as ELISA are recommended by the OIE for the
detection of past or present infections by C. burnetii. However, no gold standard method is available to assess
with certainty the serological status of an animal. To date, three ELISA tests (later referred to as test 1, 2 and
3) are commercialized in Europe but their diagnostic performances are not well known. The thesis manuscript
is divided into three parts, with the objectives: (1) to assess the diagnostic performances of the three ELISA
tests commercialized for the serological diagnosis of C. burnetii infection in cattle, sheep and goats; (2) to
assess true seroprevalence levels in these three domestic ruminant species based on test 2 while accounting
for the diagnostic uncertainty of this test; (3) to develop an online tool to help stakeholders interpreting the
results of a serological screening plan based on the results obtained in parts 1 and 2.

This work is based on data collected for the Q fever surveillance program performed between 2012 and 2014
in 10 French departments. The database includes serological results from 9,972 cattle, 5,024 goats and 7,632
sheep sampled from 1,602 herds randomly selected. All samples were analyzed with test2 and
approximately 20% (n= 4,319) were also analyzed with tests 1, 2 and 3 at the French national reference
laboratory for Q fever.

Diagnostic performances of the three ELISA tests were assessed using a latent class model accounting for the
diagnostic accuracy between the three tests. Diagnostic uncertainty values estimated for test 2 were used to
model the distribution of the proportion of true seropositive herds in each department (within-herd
seroprevalence) and the proportion of true seropositive animals in seropositive herds (within-herd
seroprevalence) for each ruminant species. Finally, a freely accessible Shiny application was designed so that
stakeholders may assess the probability that an animal tested or a herd screened is truly seropositive given
the herd’s characteristics, the epidemiological context and the results of the screening plan performed.

This work allows better interpreting ELISA results obtained as part of a Q fever targeted screening plan or
surveillance program at the scale of herds, regions or even countries. It provides first answers to the
mandatory requirements related to the recent application of the EU 2018/1882 regulation, which classifies
Q fever as a category E disease with a need for surveillance.

KEY WORDS

Q fever, Latent class model, Bayesian, Diagnostic accuracy, Risk factor, Predictive values, Surveillance, Cattle,
Goats, Sheep.
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A. INTRODUCTION GENERALE

Aprés avoir présenté I'importance et les conséquences cliniques des infections par C. burnetii chez I’humain
et chez les ruminants domestiques, nous présenterons les éléments principaux de la physiopathologie des
infections par C. burnetii qui sont nécessaires a la compréhension du principe de fonctionnement des tests
diagnostiques et de leurs limites.

Nous exposerons ensuite les principales méthodes utilisables pour le diagnostic et le dépistage des infections
par C. burnetii en présentant leurs avantages et inconvénients ainsi que leurs recommandations d’usage
actuelles.

Enfin, nous présenterons la facon dont sont évaluées et prises en compte les performances analytiques et
diagnostiques de tests ELISA commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii.

I.  Importance et conséquence clinique des infections par C. burnetii chez I’humain et
I’'animal

.1. Importance chez |I’'humain

1.1.1 Incidence et présentation clinique chez I’humain

La fievre Q est une maladie zoonotique de répartition mondiale, causée par la bactérie Coxiella burnetii. Elle
est responsable d’infections chez I’humain. Le nombre de cas confirmés (n=958) rapportés en 2019 par
I’'European Centre for Disease Prevention and Control (Figure A-1) correspond a 0,2 cas pour 100 000
habitants.année™® (ECDC, 2021). Néanmoins, étant donné qu’aucune consigne des notifications des cas de
fievre Q n’est standardisée, et que le diagnostic est complexe (EFSA, 2010), méme si cette maladie est a
déclaration obligatoire dans tous les pays de I’Union européenne, excepté la France, il est probable que les
cas de fievre Q enregistrés soient incomplets et les données difficilement comparables (EFSA et ECDC, 2021).
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Figure A-1 : Répartition géographique des cas humains de fiévre Q rapportés en 2019 a I'ECDC (ECDC, 2021)
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Pour la France, 34,3% des cas rapportés en 2018 étaient localisés en région Provence-Alpes-Cote d’Azur (CNR
Coxiella, 2019). Cette forte proportion de cas peut étre expliquée par une plus forte sensibilisation vis-a-vis
de la fievre Q des médecins a proximité du Centre National de Référence Coxiella localisé a Marseille (Frankel
et al., 2011). Le contraste avec les autres régions souligne donc une probable sous-déclaration de la maladie
dans les autres régions francgaises (Figure A-2). De plus, les symptomes de la maladie sont peu spécifiques et
la majeure partie des cas rapportés sont liés a des hospitalisations (Frankel et al., 2011).

10-15%

Figure A-2 : Répartition géographique des cas métropolitains de fiévre Q diagnostiqués par le CNR en France
métropolitaine en 2018 (CNR Coxiella, 2019)

Les présentations cliniques de la maladie chez I'humain sont variables avec approximativement 60%
d’infections asymptomatiques, 36 a 38% des infections entrainant une forme aigué modérée et 2 a 4% une
hospitalisation (Dupuis et al., 1987; Raoult et al., 2005, 2000). Certaines formes aigués (manifestations
cliniques en début d’infection) peuvent également évoluer en infections focalisées persistantes a C. burnetii,
anciennement dénommeées formes chroniques (Eldin et al., 2017). Parmi les 2 434 cas d’infection par C.
burnetii confirmés au CNR francgais Coxiella entre 1991 et 2016, 74,2% étaient des formes aigués et 31,5%
des infections focalisées persistantes (Melenotte et al., 2018). Les hépatites (43,3%), les pneumonies (19,4%)
et un syndrome grippal (19,4%) étaient les formes cliniques principales des patients présentant des formes
aigués. Parmi les infections focalisées persistantes, 75,8% étaient des endocardites, 18,9% des infections
vasculaires et 7,3% des infections ostéoarticulaires (Melenotte et al., 2018). Ces données provenant d’un
centre de référence sont, cependant, a interpréter avec prudence en raison d'une probable
surreprésentation des formes séveres qui leur sont préférentiellement adressées.

En plus des infections focalisées persistantes, des cas de fatigue chronique en I'absence d’infection focalisée
persistante, sont également décrits plusieurs mois a années aprés l'infection primaire (Reukers et al., 2020).
Cependant, les criteres de diagnostic et I'incidence des cas de fatigue chronique nécessitent d’étre mieux
définis (Eldin et al., 2017; Raoult, 2017). Le traitement des formes aigués de la fievre Q consiste en une
antibiothérapie pendant 15 jours. Il est associé a un bon pronostic, mais le traitement des infections
focalisées persistantes est beaucoup plus lourd : une antibiothérapie pendant 12 a 24 mois, et parfois
plusieurs années, dont les effets secondaires sont contraignants (Eldin et al.,, 2017; Kersh, 2013). Des
conséquences cliniques majeures peuvent donc étre observées a la suite de certaines infections par C.
burnetii chez ’humain, d’autant que la persistance de I'infection peut durer toute la vie.
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1.1.2 Sources de contamination des humains

Bien que de nombreuses especes vertébrées (mammiféres, oiseaux, reptiles) aient été identifiées comme
réservoirs de la bactérie, les ruminants domestiques sont la source principale de contamination des humains.
Certaines situations sortent de ce dogme, comme en Alaska ou des troupeaux de phoques seraient en cause
(Duncan et al., 2013) ou en Guyane ou l'incidence élevée de cas humains rapportés ne semble pas associée
aux ruminants (Epelboin et al., 2016).

La transmission se fait par voie aérienne, généralement en lien avec des contacts directs ou indirects a des
ruminants domestiques comprenant des animaux excréteurs de C. burnetii (EFSA, 2010). En particulier, les
cas humains groupés de fievre Q sont le plus souvent associés a des élevages de petits ruminants (ovins et
caprins) (EFSA, 2010). La taille des foyers varie, allant par exemple des cas groupés de taille restreinte en
France en 2016 et 2018 (Boulogne et al., 2016; Rousset et al., 2020) jusqu’a des épidémies de grande ampleur
dont la plus marquante est celle ayant eu lieu aux Pays-Bas avec plus de 4 000 cas signalés entre 2007 et 2010
(Schneeberger et al., 2014). Pour cette derniere, des formes chroniques de la maladie ont été nouvellement
diagnostiquées jusqu’en 2018 (Buijs et al., 2021). L’origine de la majeure partie de ces infections était située
dans des zones géographiques a forte densité en caprins et dans lesquelles des élevages caprins présentaient
un historique d’avortements causés par C. burnetii (Figure A-3, Roest et al., 2011). Les moyens vétérinaires
mis en ceuvre ont été drastiques au regard de I'ampleur de I'épidémie avec I'abattage des femelles gestantes
(plus de 60000) et l'interdiction de mise a la reproduction et d’agrandissement des troupeaux. Les
campagnes de vaccination ont été rapidement mises en place dans les élevages.
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Figure A-3 : Cartographie des cas humains de fiévre Q aux Pays-Bas entre janvier et aout 2009 (Roest et al., 2011).
A gauche : incidence/100 000 habitants par municipalité. La ligne bleue indique la zone de vaccination obligatoire des

ovins et caprins en 2009. A droite, densité de caprins en bleu (nombre de chévres par km?) et nombre de cas
d’avortement rapporté dans les élevages (identifiés par un point et coloré en fonction de I'année).

Les bovins sont rarement incriminés comme étant a l'origine de cas humains groupés, méme si leur
implication a été mise en évidence dans certaines épidémies (Chmielewski and Tylewska-Wierzbanowska,
2013). La gestion de ces épidémies associées a lI'environnement contaminé d’élevages implique un
recensement des animaux et des élevages infectés par C. burnetii et la mise en place de mesures de gestion
raisonnées pour limiter la dissémination de la bactérie dans I'environnement (DGAL, 2010; EFSA, 2010;
Rousset et al., 2020; Schneeberger et al., 2014). En France, on privilégie : la fermeture des élevages au public,
I'arrét de I'épandage des effluents d’élevages, la gestion et I'élimination des produits de mises bas des
ruminants domestiques et la vaccination des animaux. Néanmoins, I'efficacité de ces mesures n’a pas été
clairement démontrée et il est préconisé de les combiner (EFSA, 2010).
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[.2. Importance chez les ruminants domestigues

1.2.1 Prévalence a I’échelle européenne chez les ruminants domestiques

En 2019, 17 Etats ont notifié des données a I’EFSA (European Food Safety Agency) concernant la surveillance
des infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques en Europe (EFSA, 2021). D’apres ces chiffres,
8,8% des 7 793 ovins ou caprins et 6,6% des 4 384 troupeaux de petits ruminants testés seraient positifs, de
méme que 5,3% des 19 035 bovins et 10,2% des 4 318 troupeaux bovins. Cependant, les données rapportées
a 'EFSA ne sont pas comparables et peu fiables, car, selon les Etats membres, elles sont collectées avec des
stratégies d’échantillonnage et en utilisant des tests diagnostiques différents (en visant les individus infectés
ou séropositifs) entre les différentes études et pays (EFSA, 2021, 2010). De plus, chez les ruminants
domestiques, I'infection par C. burnetii est la plupart du temps asymptomatique ou non détectée (OIE, 2018).

1.2.2 Présentation clinique chez les ruminants domestiques

Lors d’infection expérimentale, I'inoculation de C. burnetii peut entrainer une hyperthermie passagére
(Arricau-Bouvery et al., 2003; Martinov et al., 1989; Plommet et al., 1973) et des symptoémes respiratoires
(Martinov et al., 1989; Plommet et al., 1973). A notre connaissance, il n’existe pas de description des signes
cliniques propres a une phase aigué ou une phase chronique dans les infections naturelles par C. burnetii
chez les ruminants domestiques. Les conséquences de |'infection les mieux documentées sont liées a la
gestation avec l'induction d’avortements, de naissances prématurées, de nouveau-nés chétifs et de
mortinatalités (Agerholm, 2013; Sdnchez et al., 2006). Les avortements sont la plupart du temps sporadiques
chez les bovins (Agerholm, 2013) et peuvent prendre une allure épidémique en élevages ovins (Rousset et
al., 2020) et surtout caprins (de Cremoux et al., 2012; Sanford et al., 1994). En France, les infections par C.
burnetii sont la premiére cause d’avortements identifiée chez les caprins et la deuxieme chez les ovins et
bovins, derriére la chlamydiose pour les ovins et la néosporose pour les bovins (Plateforme ESA, 2021).
D’autres conséquences des infections par C. burnetii sur la fertilité et la production laitiere sont suspectées.
Elles ont principalement été investiguées chez les bovins et sont discutées, soit en raison d’un niveau de
preuve jugé insuffisant, par exemple une absence de groupe témoin (To et al., 1998) ou une puissance de
I’étude insuffisante (Turcotte et al., 2021), soit en raison de résultats contradictoires en fonction des études
(Tableau A-1).

Tableau A-1: Récapitulatif des études cas-témoins réalisées chez les ruminants domestiques pour évaluer les
conséquences sur la reproduction ou sur la production laitiere des infections par C. burnetii (en fonction des études, les
cas étaient identifiés soit par sérologie soit par PCR : Polymerase Chain Reaction).

Effet considéré Etudes en faveur Etudes en défaveur
Augmentation du risque (To et al., 1998)°
d’endométrite (De Biase et al., 2018)°
Augmentation du risque de
rétention placentaire
Diminution de la fertilité

(Garcia-Ispierto et al., 2013)°

(Lépez-Gatius et al., 2012)°

(Garcia-Ispierto et al., 2013)°

. ’ _ * s _ . b
(augmen(;c:tll'cl)c_::lAeFLI:; IA1* ou (Lépez-Gatius et al., 2012) (Lopez-Gatius et al., 2012)°
Augment.atlon du |.’|s.que de (Barlow et al., 2008)° (Canevari et al., 2018)¢

mammites subcliniques
Diminution de la production .
(Canevari et al., 2018)¢ (Muleme et al., 2017)¢

laitiere

b Ftude réalisée chez les bovins, € Etude réalisée chez les caprins
* |V-IA1 = Intervalle vélage — premiére insémination artificielle supérieure a 60 jours
** |V-IAF = intervalle vélage — insémination fécondante supérieure a 90 jours
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1.2.3 Gestion de l'infection chez les ruminants domestiques

Les moyens thérapeutiques pour les animaux déja infectés manquent. Le traitement des ruminants
domestiques avec des antibiotiques ne permet ni de limiter I'ampleur d’un épisode d’avortements ni de
réduire I'excrétion de la bactérie (Astobiza et al., 2013, 2010; Berri et al., 2007; Szymanska-Czerwinska and
Niemczuk, 2012). L’antibiothérapie n’est donc pas préconisée en cas d’avortements imputés a la fievre Q
(Discontools, 2018; EFSA, 2010; OIE, 2018).

Bien qu’efficace chez les individus non exposés (AFSSA, 2004; Arricau-Bouvery et al., 2005), la vaccination, a
I"aide d’un vaccin de phase 1, est souvent détournée de son usage préventif (traité dans la section 11.3.3). En
effet, la vaccination est généralement effectuée dans des troupeaux déja infectés suite a la survenue
d’avortements (Astobiza et al., 2013; De Cremoux et al., 2012; Guatteo et al., 2008; Rousset et al., 2009).
Cependant, méme si des études ont montré qu’il apparait utile d’administrer le vaccin sur la nouvelle
génération d’animaux a un stade ou l'infection est récente et encore non enzootique dans le troupeau (De
Cremoux et al.,, 2012; EFSA, 2010; OIE, 2018; Rousset et al., 2009), ces démonstrations d’un intérét
partiellement curatif du vaccin n’ont cependant été réalisées que chez les caprins en situation de forte
pression d’infection (De Cremoux et al., 2012; Rousset et al., 2009). Dans cette espéce, les charges
bactériennes étant fréquemment élevées lors d’épisodes abortifs, les expérimentations ont montré des
différences statistiques significatives entre les groupes vaccinés et non vaccinés. Aussi, dans les élevages
récemment confrontés a des avortements dus a C. burnetii, le maintien d’une vaccination des animaux
pendant plusieurs années (3 a 5 ans chez les caprins (Bontje et al., 2016) et jusqu’a 10 ans chez les bovins
(Courcoul et al., 2011)), permettrait de réduire la proportion d’animaux infectés et de limiter la
contamination de I'environnement par C. burnetii, mais présente un co(t économique important pour
I’éleveur.

Les mesures de gestion dans les élevages infectés visent donc d’une part a prévenir la survenue de nouvelles
infections dans I'élevage et d’autre part a limiter la diffusion de la bactérie vers d’autres élevages et vers la
population humaine (EFSA, 2010). Ces derniéres années, des pays mettent en place des programmes de
vaccination. D’apres les réponses de 20 pays suite a une demande de I'EFSA, les Pays-Bas ont déclaré mettre
en place des mesures depuis 2010 chez les ovins et caprins, et plus récemment, la Pologne a mis en place des
mesures chez les bovins et caprins (Communication personnelle, avis pour I'EFSA, 2021).

I.2.4  Importance de la surveillance des infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques

La surveillance et la gestion des infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques apparaissent donc
essentielles pour limiter ses conséquences cliniques et économiques chez les ruminants domestiques et pour
prévenir le risque zoonotique. Ces deux objectifs conduisent les actions de santé publique vers des mesures
de prévention selon une approche « Une seule santé ». Depuis avril 2021, avec I’'entrée en application de la
réglementation européenne (UE) 2018/1882, la fievre Q est une maladie de catégorie E a surveillance
obligatoire chez les ruminants, pour tous les pays membres de I’'Union européenne, y compris en France.

La mise en place d’un plan de surveillance a I’échelle nationale nécessite I'utilisation de méthodes de
dépistage ou de diagnostic qui permettent d’évaluer la présence ou I'absence de linfection chez les
ruminants qu’ils soient asymptomatiques ou non. Les méthodes utilisées ne seront pas nécessairement les
mémes pour dépister ou diagnostiquer I'infection, ou pour certifier le statut négatif d’'un animal ou d’un
élevage. Le choix doit s’appuyer d’une part sur les connaissances de la physiopathologie des infections par C.
burnetii et, d’autre part, sur les performances diagnostiques des méthodes utilisées dans leur contexte
d’utilisation sachant qu’il n’existe aucun test dont la sensibilité (probabilité d’obtenir un résultat positif si
I'individu est infecté) et la spécificité (probabilité d’obtenir un résultat négatif si I'individu n’est pas infecté)
sont égales a 100% (EFSA, 2010; OIE, 2018). En d’autres termes, il existe deux risques d’erreur pour chaque
analyse réalisée, un résultat pouvant étre positif chez un individu réellement négatif (faux positif) ou étre
négatif chez un individu réellement positif (faux négatif). L’analyse des résultats doit tenir compte de cette
incertitude diagnostique pour pouvoir mettre en place les mesures de gestion adaptées quand elles sont
nécessaires.
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Il.  Physiopathologie des infections par Coxiella burnetii chez les ruminants domes-
tiques

I1.1. Coxiella burnetii : une bactérie intracellulaire pléiomorphe

1.L1.1  Coxiella burnetii : taxinomie et protéines de surface

Le genre Coxiella appartient a I'ordre des Legionellales qui contient 4 autres genres validement publiés, a
savoir Aquicella, Diplorickettsia, Legionella et Rickettsiella (Saini and Gupta, 2021). Les membres de ces
genres sont des parasites intracellulaires connus pour infecter les arthropodes, les ruminants, les amibes et
parfois les humains, comme dans le cas de Coxiella burnetii.

C. burnetii est une bactérie intracellulaire obligatoire infectant préférentiellement les macrophages et
monocytes d’une grande diversité d’espéces animales (Raoult et al.,, 2005). Le lipopolysaccharide (LPS)
présent a sa surface est I'élément le plus immunogene chez cette bactérie. Il est présent sous deux formes
différentes appelées phases (Amano and Williams, 1984), avec des conséquences pour le diagnostic
sérologique des infections par C. burnetii (11.3.1). Les LPS de phase 1 sont présents dans la forme sauvage de
la bactérie. Lorsqu’elle est cultivée en laboratoire (sur ceufs embryonnés ou cultures cellulaires), C. burnetii
perd une partie des oligosaccharides composant le LPS qui prend alors une forme tronquée appelée phase
2. Cette diminution du LPS est progressive, au fur et a mesure des multiplications bactériennes en I'absence
de pression immunitaire, et s’Taccompagne d’une perte de virulence (Long et al., 2019; Moos and Hackstadt,
1987).

11.L1.2 Les différentes formes de la bactérie

C. burnetii est une bactérie pléiomorphe dont la taille varie entre 0,2 a 2 um. En effet, en plus des variations
de phase du LPS, plusieurs variants de la bactérie ont été mis en évidence dans les cellules infectées (Figure
A-4). Les LCV (large cell variants) sont les formes les plus grandes de la bactérie qui sont les plus
métaboliquement actives. Les SCV (small cell variants) et SDC (small dense cells) sont plus petites et les SDC
sont considérées comme des endospores.

Les deux formes SCV et LCV sont capables de se multiplier dans la cellule, leur structure de paroi est typique
des bactéries a Gram négatif, et chacune des deux formes exprime des protéines spécifiques (Heinzen et al.,
1999). Ces deux formes concomitantes pourraient étre responsables de I'’échappement de la bactérie a la
réponse immunitaire de I'hote.

Les SCV et SDC sont trés stables (en particulier les SDC) et sont considérées comme les formes de résistance
de la bactérie dans I'h6te (persistance de l'infection) ou dans le milieu extérieur (Arricau-Bouvery and
Rodolakis, 2005; Coleman et al., 2004). Les formes de survie (ou dormantes) intra- ou extra-cellulaires sont
aussi nommées « Spore-like cell ». Elles sont plus compactées avec un matériel génétique condensé. De plus,
leur paroi est modifiée par rapport aux formes de multiplication LCV et SCV : elle comporte uniquement une
couche épaisse de peptiglycanes et ne porte pas de LPS de surface (Coleman et al., 2007). Contrairement aux
bactéries a Gram positif (Bacillus anthracis ou Clostridium botulinum par exemple), la sporulation est peu
fréquente chez les bactéries a Gram négatif. Des cycles de développement sont toutefois connus chez
qguelques bactéries autres a Gram négatif. Ainsi, les formes de résistance de C. burnetii présentent ainsi des
similitudes avec les corps élémentaires (CE) des Chlamydia (0,2 a 0,3 um de diametre), les corps initiaux des
Anaplasma ou Erlichia (0,3 a 0,4 um) ou les petites particules denses des Rickettsiella (0,1 a 0,3 um). Selon
d’anciennes études, ces formes sont capables de résister a la dessiccation, aux rayonnements ultra-violets, a
la chaleur, aux stress oxydatif et osmotique. C. burnetii est capable de survivre plusieurs mois a I'extérieur
d’une cellule, ce qui peut expliquer sa capacité a infecter d’autres hotes longtemps aprés avoir été excrétée
dans le milieu extérieur (EFSA, 2010). Des connaissances manquent pour mieux définir les conditions de
résistance, mais aussi les genes impliqués dans le cycle de développement ; les souches pourraient présenter
des degrés différents de persistance dans I'environnement, influant ainsi sur leur contagiosité.
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SCV
Endosome, pH 5.5

Phagolysosome, pH 4.5

Figure A-4 : Modeéle du cycle de multiplication de C. burnetii dans la cellule eucaryote. D’aprés (Arricau-Bouvery and
Rodolakis, 2005)

(1) Entrée de la spore ou SCV dans la cellule eucaryote et acidification de I'endosome. (2) Multiplication des SCV et
différentiation en LCV. (3) Fusion de I'endosome avec un lysosome et acidification du phagolysosome. (4) Multiplication
des LCV, différentiation des LCV en SCV et développement des endospores dans les LCV. (5) Libération des spores et des

SCV en dehors de la cellule.

[1.2. Pathogénie de la bactérie chez les ruminants domestigues

Chez les ruminants domestiques, la contamination se fait principalement par I'inhalation de la forme
environnementale résistante de la bactérie (Figure A-5, van den Brom et al., 2015). La dose infectante serait
faible : a titre d’exemple, 20 bactéries par aérosolisation chez le cochon d’Inde (Cavia porcellus) (Russell-
Lodrigue et al., 2006) et 0,71 bactérie chez I’humain estimée par modélisation (Brooke et al., 2015).

11.2.1  Apport des infections expérimentales

Relativement peu d’études ont été réalisées pour évaluer la pathogénie des infections par C. burnetii chez
les ruminants domestiques. Les principales ont été réalisées lors d’infection expérimentale de chévres
gestantes (Arricau-Bouvery et al., 2003; Roest et al., 2012; Sanchez et al., 2006, 2006). Apres I'inoculation,
lors d’une primo-infection, la bactérie a été retrouvée dans le sang, les poumons, la rate et le foie méme si
peu de lésions associées ont été mises en évidence a I’histologie (Roest et al., 2012; Sdnchez et al., 2006).

Chez les chévres gestantes, la bactérie se retrouve principalement dans les cellules trophoblastiques de
I'allantochorion et, parallelement a [linfection d'un nombre de plus en plus grand de cellules
trophoblastiques, I'allantochorion montre des signes de plus en plus séveres d’inflammation a I'histologie
(Roest et al., 2012). L'infection semble rester localisée a la fois dans et au sein de I'utérus, car d’une part
aucune bactérie vivante n’a été mise en évidence dans d’autres organes maternels et d’autre part, au sein
de l'utérus, la mise en évidence des antigenes de C. burnetii dans les zones adjacentes a celle infectée du
placenta est difficile (Roest et al., 2012; Sanchez et al., 2006).

Toutes les infections chez les chévres gestantes n’entrainent pas d’avortement. Certaines des chévres
infectées expérimentalement ont mis bas de cabri vivant en bonne santé et il n’a pas été mis en évidence de
différence d’excrétion de C. burnetii entre les chévres ayant ou non avorté (Roest et al., 2012). Qu’il y ait
avortement ou non, la mise bas des ruminants domestiques est généralement associée a une excrétion
massive de bactéries dans I'environnement chez les caprins, avec jusqu’a 10° bactéries par gramme de
placenta (Arricau-Bouvery et al., 2003; de Cremoux et al., 2012; Rousset et al., 2009).
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Aprés la mise bas, la bactérie est également mise en évidence par PCR dans les féces et le lait (Figure A-5,
(van den Brom et al., 2015b). Les infections expérimentales chez les chévres non gestantes ne semblent ni
entrainer de colonisation du placenta par C. burnetii ni induire d’avortement lors de la gestation suivante
(AFSSA, 2004; EFSA, 2010; Roest et al., 2020). Ainsi, alors que toutes les chevres non gestantes présentaient
une réponse immunitaire humorale apres infection expérimentale par voie intranasale ; la bactérie n’a été
mise en évidence (par PCR quantitative ciblant un géne monocopie) que dans le colostrum, la glande
mammaire et les nceuds lymphatiques rétromammaires d’uniqguement une des 16 chevres infectées (Roest
et al., 2020). Ces résultats suggerent une pathogénie limitée et des difficultés pour mettre en évidence la
bactérie chez les animaux infectés en dehors de la gestation.

animals

inhalation
humans

Figure A-5 : Voie de contamination et d’excrétion de C. burnetii et sa réplication dans I’héte. D’aprés (van den Brom et
al., 2015b).

11.2.2 Pathogénie lors d’infections naturelles

Lors d’infection naturelle dans des élevages bovins, ovins et caprins, ’ADN de C. burnetii est également mis
en évidence dans les féces, le mucus vaginal et le lait par PCR chez des animaux ayant avorté ou non (Berri
etal., 2001; Guatteo et al., 2006; Rousset et al., 2009). Une excrétion intermittente et surtout non simultanée
par les différentes voies d’excrétion a été mise en évidence a la fois chez les caprins, ovins et bovins (Guatteo
etal., 2006; Joulié et al., 2015; Rousset et al., 2009) avec par exemple 65% des bovins excréteurs qui n’étaient
positifs en PCR que par une des trois voies d’excrétion (Guatteo et al., 2006). Les ruminants ayant avorté
peuvent réexcréter la bactérie lors des mises bas suivantes (Berri et al., 2007, 2001). Méme si la voie
d’excrétion majeure de la bactérie, et donc la source de contamination majeure de I'environnement par C.
burnetii, sont les produits de mise bas (placenta, lochies, avortons), I'importance relative des différentes
voies d’excrétion en dehors des périodes de mises bas est débattue en fonction des espéces (van den Brom
et al., 2015b).

11.3. Réponse immunitaire chez les ruminants domestiques

Chez I’humain et dans différents modéles animaux (souris et cochon d’Inde), I'infection par C. burnetii,
entraine une activation rapide et importante de I'immunité humorale et cellulaire qui sont respectivement
caractérisées par la production d'immunoglobulines dirigées contre C. burnetii et par I'activation des
lymphocytes T avec la production de TNFa et d’'INFy (Andoh et al., 2007; Dupont et al., 1994).
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11.3.1 Immunité humorale

Lors d’infection expérimentale chez les ruminants domestiques, la réponse humorale semble similaire a celle
décrite chez les patients (Arricau-Bouvery et al., 2003; Martinov et al., 1989; Plommet et al., 1973) avec, dans
un premier temps, une forte production d’IgM et d’IgG dirigées contre le LPS de phase 2 qui débute a partir
de 14 jours post-infection (Figure A-6, Roest et al., 2013). Chez les chévres gestantes, les concentrations en
IgG atteignent un plateau 40 a 50 jours apreés I'inoculation puis réaugmentent apres |'avortement (Arricau-
Bouvery et al., 2003). En I'absence de nouvelle stimulation, des IgG sont détectables pendant au moins 15
mois aprées l'infection par fixation du complément chez les bovins (Plommet et al., 1973) et il est probable
que des IgG persistent plusieurs années chez les animaux dans les élevages de ruminants domestiques (Berri
et al., 2007). La production d’lgG dirigées contre la phase 1 du LPS apparait plus tardivement (4 a 5 semaines
apres I'inoculation) et persisterait moins longtemps, mais les suivis effectués apres infection expérimentale
ne portent, au maximum, que sur 13 semaines apres I'inoculation et ne permettent donc pas de vérifier cette
hypothése chez les ruminants domestiques (Figure A-6, Roest et al., 2013).

Chez I’'humain, on met en évidence une réponse humorale avec des anticorps spécifiques dirigés contre le
LPS de phases 1 (le LPS entier) et 2 (la partie inférieure du LPS) dont les taux varient au cours de I’évolution
de l'infection. Ainsi, en début d’infection, on détecte des immunoglobulines G (IgG) spécifiques du LPS de
phase 2, puis a la fois des IgG spécifiques des phases 1 et 2. Contrairement aux IgG spécifiques de la phase 1,
les IgG spécifiques de la phase 2 sont persistants. Enfin, les IgG spécifiques des phases 1 et 2 augmentent
généralement nettement lors du développement d’une infection focalisée ou d’une recrudescence de
I'infection (Dupont et al., 1994). Le profil des immunoglobulines dirigées contre les phases 1 ou 2 est donc
utilisé chez I’lhumain pour préciser I'ancienneté de I'infection et la forme de la maladie (Anderson et al., 2013;
Eldin et al., 2017).

A

@

100 100 an

80 80

60 60
40 40
20 20
0

-20
0 w

-60 -80
0 1 2 3 4 5 ] T a8 9 M0 11 12 13 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13
weeks post inoculation weeks post inoculation

20

-40

SIP ralio corrected for the negative control
S/P ratio comrected for the negative control

@)

=]

=1
(=]
=

a0

[=2]
(=1

&0

@
=

40 40

20 20

=20

-40

S/P ratio corrected for the negative control U

S/P ratio corrected for the negative control

-60 -60
0 1 2 3 4 5 G 7 & g 10 11 12 13 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 nm 11 12 13
weeks post inoculation weeks post inoculation

Figure A-6 : Cinétique de la réponse humorale aprés infection expérimentale chez des chévres gestantes d’aprés Roest
et al. (Roest et al., 2013).

Aet #:1gM, phase 2 ; Bet ® : IgG, phase 2 ; Cet A :IgM, phase 1; D et m : IgG, phase 1

Les * correspondent a des différences significatives entre les individus « contréles négatifs » non inoculés en trait plein
sans point et les individus infectés expérimentalement, en trait plein avec points.
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11.3.2  Immunité cellulaire

Contrairement a 'immunité humorale, I'immunité cellulaire semble moins prépondérante chez les ruminants
domestiques. Bien que les modeles cellulaires caprin et bovin semblent mettre en évidence une possible
immunité cellulaire en réponse a une infection par C. burnetii (Ammerdorffer et al., 2014; Sobotta et al.,
2016), cette immunité semble minime chez les chévres gestantes infectées expérimentalement (Roest et al.,
2013). Cette faible importance de I'immunité cellulaire chez les chevres gestantes pourrait étre expliquée par
des facteurs liés a I'espece ou a la gestation qui tend, chez I’humain, a réorienter I'immunité vers une voie
Th2 et une activation de I'immunité humorale par rapport a I'immunité cellulaire (Druckmann and
Druckmann, 2005). La faible réponse de I'immunité cellulaire, pourtant prépondérante pour éliminer la
bactérie, pourrait expliquer une plus importante persistance de I'infection chez les caprins gestants.

Une étude réalisée chez les bovins montre que des concentrations sériques en IL10, TNFa et INFy plus élevées
sont détectées chez les individus séropositifs que chez les séronégatifs, issus d’un troupeau récemment
infecté par C. burnetii (Mataczewska et al., 2018). Cette étude met également en évidence une augmentation
de la concentration de ces cytokines aprés la vaccination chez tous les individus. Cependant, les résultats
étaient différents pour les autres interleukines étudiées (IL-6, IL-1B ou IL-2) et les dosages n’ont été réalisés
que dans les échantillons de sérums prélevés et sans effectuer de stimulation spécifique des cellules
mononuclées sanguines avec des antigenes de C. burnetii. Ces résultats chez les bovins doivent donc étre
confirmés par des études dont le protocole inclut une étape de stimulation antigénique spécifique. En outre,
a notre connaissance, aucune donnée n’est disponible chez les ovins ni chez les ruminants domestiques non
gestants.

1.3.3  Vaccination

Historiquement, un vaccin contenant des bactéries inactivées (souche Nine Mile) de phase 2 (Chlamyvax FQ°,
Merial, France) a été mis sur le marché francgais en 1982 a destination des ruminants domestiques, mais il
n’est plus commercialisé a ce jour. Un vaccin contenant des bactéries inactivées (souche Nine Mile) de phase
1 (COXEVAC®, Ceva santé animale, France) a été développé au début des années 2000 et a obtenu une AMM
(autorisation de mise sur le marché) chez les caprins et les bovins, les données d’efficacité chez les ovins
étant insuffisantes pour obtenir une AMM chez cette espéce (Anses, 2021). La réponse immunitaire
humorale, a la suite de I'administration de chacun des deux vaccins, a été évaluée chez les caprins non
infectés puis infectés expérimentalement, et montre une augmentation progressive et durable de la quantité
d’anticorps dirigés contre C. burnetii (Figure A-7, Arricau-Bouvery et al., 2005). Suite a la vaccination,
I"augmentation de la concentration sérique en anticorps spécifiques était plus précoce et plus importante
avec le vaccin phase 1 qu’avec le vaccin phase 2 (Figure A-7, Arricau-Bouvery et al., 2005). Ces anticorps
dirigés contre C. burnetii sont détectés par les méthodes de diagnostic sérologique des infections par C.
burnetii. |l n"existe a ce jour aucun vaccin permettant de différentier les anticorps acquis a la suite de la
vaccination de ceux acquis a la suite d’une infection naturelle (Discontools, 2018; EFSA, 2010; OIE, 2018). De
plus, la vaccination avec le vaccin phase 1 peut entrainer I’excrétion d’ADN de C. burnetii vaccinal dans le lait
entre 1 et 10 jours aprées l'injection chez les chévres. Cet ADN est potentiellement détectable par PCR dans
le lait de tank aprés la vaccination du troupeau (Hermans et al., 2011).
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Figure A-7 : Réponse sérologique a la suite de la vaccination avant une infection expérimentale chez des caprins.
(Source : Arricau-Bouvery et al., 2005)

Moyenne des ratios de densité optique obtenus avec le test ELISA « Chekit-Q-Fever » actuellement commercialisé par
Idexx (test 1). A : Caprins non vaccinés ; m : Caprins vaccinés avec le vaccin phase 1; ® : Caprins vaccinés avec le vaccin
phase 2.

Dans cette étude, seulement 6% des caprins expérimentalement infectés aprés vaccination avec le vaccin
phase 1 ont avorté alors que respectivement 87% et 65% des caprins vaccinés avec le vaccin phase 2 et les
non-vaccinés ont avorté. Une proportion de 37,5% des chévres vaccinées avec le vaccin phase 1 avaient un
placenta contaminé par C. burnetii, mais cette proportion était moins élevée et la quantité de bactéries
présentes dans le placenta était plus faible que chez les individus vaccinés avec le vaccin phase 2 (93,3% de
placentas contaminés) ou non vaccinés (100% de placentas contaminés) (Arricau-Bouvery et al., 2005). Les
effets bénéfiques de la vaccination avec le vaccin phase 1 (prévention des avortements et diminution de
I’excrétion) ont été confirmés lors d’infections naturelles chez des caprins et bovins (De Cremoux et al., 2012;
Guatteo et al., 2008; O’Neill et al., 2013; Rousset et al., 2009; Taurel et al., 2012). Les résultats obtenus apres
la vaccination phase 1 chez les ovins sont contradictoires avec une absence de différence d’excrétion (en
fréquence et en quantité) entre les individus vaccinés et non vaccinés (qu’ils aient été infectés préalablement
ou non) (Astobiza et al., 2011,a). Pourtant, une réaction immunitaire humorale a été mise en évidence a la
suite de la vaccination (Bauer et al., 2021; Joulié et al., 2017) de méme qu’une apparente efficacité de la
vaccination pour limiter la proportion d’ovins excréteurs a partir de deux ans apres la mise en place de la
vaccination (Astobiza et al., 2011,b).

[ll.  Diagnostic et dépistage des infections par C. burnetii chez les ruminants domes-
tiques

11.L1. Objectif de la mise en place de stratégies de diagnostic et de dépistage des infections par C.
burnetii

La mise en place d’'une procédure de diagnostic ou de dépistage des infections par C. burnetii chez les
ruminants domestiques répond a deux objectifs : soit contréler I'infection chez les ruminants domestiques,
soit prévenir la transmission de I'infection a I’humain (OIE, 2018).
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I1.L1.1 Obijectifs pour les ruminants domestiques

La procédure diagnostique peut étre mise en place a la suite d’une suspicion clinique dans un élevage comme
la survenue d’avortements en série pour rechercher I'étiologie des avortements (y compris C. burnetii), a
I'image des protocoles mis en place et utilisés en France dans le dispositif OSCAR (Observatoire et Suivi des
Causes d’Avortement chez les Ruminants). Dans un troupeau infecté, les tests diagnostiques pourraient
également étre utilisés pour mettre en place une stratégie de réforme des individus infectés ou a risque
d’excréter la bactérie dans I'environnement. Des tests de dépistage peuvent par ailleurs étre réalisés afin de
limiter le risque d’introduction d’individus infectés, ou provenant d’élevages infectés, dans un troupeau a
priori indemne de l'infection dans le cas d’achat, d'import, ou de mélanges de troupeaux, pour les
transhumances ou les foires par exemple (Tableau A-2, OIE, 2018). Enfin, les analyses peuvent étre réalisées
pour évaluer le statut d’'un animal reproducteur avant de lui faire saillir les femelles de I'élevage pour limiter
le risque de transmission vénérienne (Kruszewska and Tylewska-Wierzbanowska, 1997). D’autres besoins
existent, mais ils mériteraient d’étre mieux définis.

I1.L1.2 Obijectifs en réponse a un risque zoonotique

Sur le plan du risque zoonotique, un protocole est proposé en France dans le cadre d’une Note de service de
la DGAL pour répondre a une alerte de cas humains groupés (DGAL, 2010). Lorsque des cas humains de fievre
Q se déclarent, il est souvent nécessaire de mettre en place une enquéte épidémiologique pour rechercher
la(les) source(s) de contamination afin de limiter la survenue de nouveaux cas. Cette enquéte vise a évaluer
le statut vis-a-vis des infections par C. burnetii des élevages auxquels ont été exposées les différentes
personnes infectées. De plus, la révision en cours de cette Note de service prend en compte le risque
d’exposition des élevages cliniquement atteints et ouverts au public, méme en absence de signalement de
cas humains. Enfin, on pourrait envisager de tester les animaux en amont de rassemblements du type foire
ou salon agricole afin de limiter le risque de mise en contact du public avec des animaux potentiellement
excréteurs.

Deux types de méthodes complémentaires peuvent étre utilisées pour évaluer le statut des individus vis-a-
vis de C. burnetii : soit les méthodes de mise en évidence directe de la bactérie chez I'animal, soit les
méthodes indirectes qui visent a mettre en évidence la réponse immunitaire de I'h6te dirigée contre C.
burnetii, avec en premier lieu la mise en évidence d’anticorps dirigés contre la bactérie (Tableau A-2, OIE,
2018).

Tableau A-2 : Méthodes diagnostiques disponibles pour le diagnostic des infections par C. burnetii en fonction de leur
objectif. Source (OIE, 2018)

Objectifs
Démontrer | Démontrer . . ] . L Evaluation du statut
) ) Contribuer a | Confirmation Estimation . o ,
. I'absence I'absence . , ) immunitaire d’un
Méthode . . s . la mise en d’une d’une e ,
d’infection | d’infection . . individu ou d’une
, place de plan suspicion prévalence / . s
dans une d’un S e . . . population suite a la
. s d’éradication clinique surveillance L
population individu vaccination
Méthodes diagnostiques directes = mise en évidence de C. burnetii
PCR +++ n/a +++ +++ ++ +1
Culture + n/a + - + -
Coloration + n/a + + + -
Génotypage n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Méthodes diagnostiques indirectes = mise en évidence de la réaction immunitaire
ELISA +++ n/a +++ ++ +++ +++
IFA ++ n/a ++ ++ ++ ++
CFT - n/a - ++ + +

Légende : +++ = Méthode recommandée ; ++ = Méthode convenable ; + = Méthode utilisable dans certaines situations,

mais son codt, sa fiabilité ou d’autres facteurs limitent sérieusement sont utilisation ; - = Méthode non appropriée pour

cet objectif ; n/a = Non applicable ; 1 la confirmation du statut « immunisé » doit étre accompagnée de test démontrant
I'absence d’excrétion vaginale lors de la mise bas ultérieure.

PCR = polymerase chain reaction ; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; IFA = indirect immunofluorescence
assay ; CFT = complement fixation test
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[11.2. Description des méthodes de diagnostic direct

I11.2.1 Culture bactérienne

L'isolement de C. burnetii, bien que parfois nécessaire, est en pratique complexe a réaliser en raison des
risques de transmission par voie aérienne de I'agent et de son caractére intracellulaire strict. Ainsi, toutes les
manipulations de la bactérie vivante, notamment sa mise en culture, doivent étre réalisées dans un
laboratoire protégé de niveau P3 (ou NSB3, niveau de sécurité biologique 3). En outre, les méthodes de
culture de la bactérie doivent étre réalisées sur des ceufs embryonnés, des cultures cellulaires ou en utilisant
des animaux de laboratoire. Le résultat est obtenu aprés plusieurs semaines ou mois, ce qui n’est pas
compatible avec un diagnostic courant. Enfin, cette méthode n’est pas sensible et ne permet de détecter de
facon fiable que les prélévements dont la concentration en bactéries est supérieure a >10° bactéries par mL
(OIE, 2018). Le taux de réussite est également dépendant du niveau de contamination du prélevement par
d’autres micro-organismes.

La culture en condition acellulaire a été développée récemment (Boden et al., 2015). Elle présente des atouts
pour obtenir des cultures pures sans besoin d’éliminer des cellules eucaryotes et elle ouvre de nouvelles
perspectives de recherche (sur études fonctionnelles de genes par exemple). Néanmoins la méthodologie
apporte une amplification modérée et ne fonctionne pas avec toutes les souches.

[11.2.2 Mise en évidence de la bactérie par « coloration »

La mise en évidence de C. burnetii peut étre réalisée par coloration des tissus infectés (apres prise
d’empreinte sur lame a partir du placenta maternel ou des organes foetaux). Méme si la limite de détection
est relativement élevée (>10° bactéries par mL), cette méthode est rapide et peut permettre un diagnostic
dans les cas de fortes charges en bactéries, comme lors d’avortement. Néanmoins, lors de I'observation au
microscope, C. burnetii peut étre confondue avec d’autres bactéries intracellulaires également responsables
d’avortement chez les ruminants domestiques (Chlamydia abortus et Brucella spp.). Des méthodes plus
spécifiques de mise en évidence de la bactérie sur des lames histologiques par immunodétection et
hybridation in situ ont également été développées (De Biase et al., 2018; Jensen et al., 2007). Cependant, a
ce jour, aucun anticorps n’est commercialisé pour I'immunodétection de C. burnetii et les méthodes utilisées
dans certaines études sont parfois critiquées quant a leur réelle spécificité envers C. burnetii (Egan, 2019).

I11.2.3 Diagnostic moléculaire (PCR)

Actuellement, la méthode de diagnostic direct la plus utilisée est la PCR, qui permet de mettre en évidence
spécifiqguement ’ADN de la bactérie dans un échantillon, apres extraction des ADN totaux et amplification
par PCR a l'aide d’un jeu d’amorces qui cible une séquence du chromosome de C. burnetii. Diverses méthodes
sont disponibles avec des variantes en termes de méthodes d’extraction et d’amorces. Les détectabilités de
ces méthodes sont de I'ordre de 200 a 2 000 bactéries par mL. Les méthodes PCR sont donc plus sensibles
que l'isolement et la coloration et peuvent étre réalisées aprés inactivation de I’échantillon, ce qui limite le
risque de contamination humaine lors de la réalisation de I'analyse. Les PCR peuvent étre réalisées sur divers
types de prélevement (matrice), et permettent de quantifier la concentration en bactéries de I'échantillon
(OIE, 2018). Des validations de la méthode doivent étre réalisées pour chaque matrice (AFNOR, 2015; OIE,
2013).

111.2.4 Mise en évidence d’une excrétion de C. burnetii par PCR

Pour rechercher I'excrétion ou la présence d’une infection chez des animaux asymptomatiques et en dehors
des mises bas, la PCR peut étre réalisée sur écouvillons vaginaux et également sur les feces ou le lait, méme
si I’'excrétion de la bactérie est intermittente par ces voies ce qui complique le choix de la matrice a prélever
et a analyser (Dubuc-Forfait et al., 2009; Guatteo et al., 2006; Joulié et al., 2015; Rousset et al., 2009). Des
analyses PCR peuvent aussi étre pratiquées sur écouvillons au niveau nasal (Rousset et al., 2020) ou au niveau
trachéal (de Bruin et al.,, 2012), mais les connaissances de l'infection manquent pour ces sites de
prélevements. Ainsi, bien que trés sensible d’un point de vu analytique, du fait de la diversité des voies
d’excrétions possibles et de l'intermittence des excrétions, la PCR est probablement peu sensible pour
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détecter des animaux infectés et potentiellement excréteurs. Dans cet objectif, la PCR présente donc un
risque de faux négatifs important.

Par ailleurs, elle présente également un risque de résultats faux positifs pour certains types de prélévements.
En effet, plusieurs cibles PCR utilisées pour amplifier C. burnetii présentent des réactions croisées avec des
bactéries « Coxiella-like », présentes en particulier dans les tiques, ce qui pose des problémes pour
interpréter le résultat de certaines enquétes épidémiologiques visant a évaluer le réle des tiques dans
I’épidémiologie des infections par C. burnetii (Duron et al., 2015; Jourdain et al., 2015).

Enfin, certains auteurs suggerent que la mise en évidence d’ADN de la bactérie en faible quantité sur
écouvillons vaginaux ou dans les prélevements de féeces pourrait étre due a des contaminations
environnementales (notamment par ingestion de la bactérie présente dans I’environnement de |'élevage si
celui-ci est fortement contaminé (Roest et al., 2012; van den Brom et al., 2015b)).

111.2.5 Imputation d’un avortement a C. burnetii par PCR

Dés 2011, conjointement a la parution de la norme AFNOR U47-600 relative a la PCR en santé animale, des
méthodes PCR ont été validées sur matrices vaginale et placentaire par des producteurs de kits pour le
diagnostic d’avortement et mises en ceuvre dans les laboratoires agréés par la DGAL pour la réalisation de
ces analyses (Rousset et al., 2012). Ainsi, pour rechercher la cause d’une série d’avortements, la PCR peut
donc étre réalisée sur écouvillon vaginal, prélevé dans les 7 jours maximum apres avortements, sur placenta
(écouvillon de 3 cotylédons ou broyat) ou a partir de plusieurs organes de I'avorton (foie, poumon, rate ou
contenu stomacal).

Etant donné que certains animaux excrétent la bactérie au moment de la mise bas, méme en I'absence
d’avortement, la mise en évidence de son ADN sur I'écouvillon vaginal ne permet pas de certifier que la
bactérie est a I'origine de I'avortement. Ainsi, pour imputer un avortement a une infection par C. burnetii, il
est conseillé de quantifier les bactéries présentes dans I’échantillon et de ne considérer I'avortement comme
potentiellement imputé 3 la fievre Q qu’au-dessus de 10 bactéries par écouvillon ou par gramme de
prélevement (Dufour et al., 2007; EFSA, 2010). De plus, pour établir une interprétation a I’échelle de groupe,
au moins deux résultats PCR positifs doivent étre obtenus (deux individus ou des mélanges de trois) pour
témoigner d’une infection circulante (de Cremoux et al., 2018; Dufour et al., 2007).

111.2.6 Dépistage a I’échelle de I'élevage

En matiere de dépistage a I’échelle de I'élevage, les méthodes PCR peuvent étre utilisées sur le lait de tank
dans les élevages laitiers afin d’évaluer la présence d’animaux excréteurs de la bactérie parmi les femelles
en lactation (R. Guatteo et al., 2007; Nusinovici et al., 2015; van den Brom et al., 2012). Elles peuvent
également étre réalisées sur des prélevements environnementaux (Abeykoon et al., 2021) comme a partir
des poussiéres de batiments d’élevages prélevées par chiffonnette (Carrié et al., 2019; Nusinovici et al., 2015;
Rousset et al., 2020).

[11.3. Description des méthodes de diagnostic indirect

I1.3.1 Diagnostic par mise en évidence de la réaction immunitaire cellulaire

Les méthodes de diagnostic indirect mettent en évidence la réaction immunitaire humorale ou cellulaire de
I’'h6te contre C. burnetii. Bien qu’en médecine humaine la mise en évidence d’une réponse immunitaire
cellulaire soit utilisée pour diagnostiquer certaines formes des infections par C. burnetii (Limonard et al.,
2012; Schoffelen et al., 2014), aucune méthode n’est a ce jour disponible en routine pour mettre en évidence
la réponse immunitaire cellulaire lors d’infection par C. burnetii chez les ruminants domestiques.

Toutefois, quelques méthodes sont utilisées dans des protocoles de recherches spécifiques. Elles visent soit
a mettre en évidence une réaction d'immunité cellulaire locale apres inoculation intradermique chez I’animal
de vaccins phase 1 (Rodolakis et al., 2009), soit a mettre en évidence une production de cytokines (INFy,
entre autres) apres stimulation in vitro de cellules mononucléées sanguines prélevées chez I'animal avec des
antigénes de C. burnetii (Roest et al., 2013). A ce jour, toutes les méthodes de diagnostic indirect utilisées
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chez les ruminants domestiques sont des méthodes sérologiques qui détectent les anticorps dirigés contre
C. burnetii (OIE, 2018).

I11.3.2 Diagnostic par mise en évidence de la réaction immunitaire humorale

Il existe quatre techniques différentes pour mettre en évidence les anticorps dirigés contre C. burnetii chez
les ruminants domestiques : le test de fixation du complément (« Complément Fixation Test » CFT), les tests
d’'immunofluorescence (« Immunofluorescence Assay » IFA), les tests ELISA (« Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay ») et les tests d’agglutination sur billes de latex (« Latex Agglutination Test » LAT).

Le CFT est le test le plus ancien des quatre. Il est moins sensible que les méthodes IFA ou ELISA, mais il est
tres spécifique (Emery et al., 2012; Horigan et al., 2011; Kittelberger et al., 2009; Niemczuk et al., 2014;
Rousset et al., 2007). Le CFT peut étre utilisé lors d’avortement ou pour confirmer une suspicion clinique
d’infection par C. burnetii (OIE, 2018).

L'IFA est la méthode qui est couramment utilisée en médecine humaine pour réaliser le diagnostic
sérologique des infections par C. burnetii (Eldin et al., 2017). Néanmoins, I'interprétation des résultats de
I'IFA peut varier en fonction de I'opérateur et cette méthode est moins reproductible entre laboratoires que
I’ELISA (OIE, 2018).

Les tests ELISA sont les seuls commercialisés en France et en Europe pour le diagnostic sérologique des
infections par C. burnetii. Les kits ELISA sont sensibles et leur réalisation peut étre automatisée en laboratoire
ce qui rend cette méthode réalisable a large échelle sur de nombreux échantillons (OIE, 2018). Les kits ELISA
peuvent étre utilisés sur lait ou sérum (Paul et al., 2014) et ils fournissent un résultat semi-quantitatif en ratio
de densité optique, celui-ci étant d’autant plus grand que la concentration d’anticorps présents dans
I’échantillon est grande.

Les trois techniques CFT, IFA et ELISA sont basées sur un antigéne sérologique préparé a partir d’'une souche
entiere produite et purifiée qui sert a mettre en évidence les anticorps spécifiques de C. burnetii s’ils sont
présents. Des réactions croisées sont possibles avec d’autres agents bactériens, par exemple des genres
Bartonella ou Legionella (Edouard et al., 2017; La Scola and Raoult, 1996; Lukacova et al., 1999), et, a I'image
des réactions croisées observée en PCR avec les Coxiella-like (Duron et al., 2015; Jourdain et al., 2015), des
réactions croisées sérologiques avec ces bactéries sont possibles.

A la différence des autres techniques, le LAT utilise des peptides de synthése comme antigéne. Ce type de
test est donc censé étre plus spécifique en limitant les réactions croisées liées a la préparation des antigénes
a partir d’'une souche entiére. Néanmoins, ils ont été récemment développés, et leurs performances
diagnostiques n’ont été évaluées que par rapport a un test ELISA (Kumar et al., 2019; Yadav et al., 2020).
Leurs performances sont donc a ce jour mal connues et ces tests ne sont pas commercialisés a notre
connaissance.

I11.3.3 Descriptif des trois tests ELISA commercialisés en France

Actuellement, trois kits ELISA sont commercialisés en France et en Europe (Tableau A-3). Leurs régles
d’interprétation (seuils de positivité) ont été fixées par les fabricants et certains kits (test 1 et 3 dans le
Tableau A-3) incluent une gamme de résultats « douteux ».

Pour les trois tests ELISA, I'antigene est un mélange de bactéries en phase 1 et en phase 2 dont les proportions
sont définies par chaque fabricant. L’antigene sérologique comprend donc a la fois des LPS, et des protéines
associées, de phase 1 et de phase 2. Des différences entre ces techniques sont associées a la souche utilisée
et aux modalités de préparation.
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Tableau A-3 : Description des trois tests ELISA commercialisés pour le diagnostic des infections par C. burnetii chez les
ruminants domestiques.

PrioCHECK™ Ruminant

ID.Vet ID Screen® Q fever

Nom commercial IDEXX Q fever Ab test . . . .
Q Q Fever Ab Plate Kit indirect multi-species
Dé inati I
enomma. 'on daf's € Test 1 Test 2 Test 3
manuscrit de these
Th Fish
Fabricant IDEXX ermorisher Innovative Diagnostics

Scientific

Souche utilisée pour la
production d’antigene

Isolée dans la tique
Dermacentor andersoni
(souche de référence
Nine Mile)

Isolée a partir d’'une
brebis

Isolée a partir d’une
vache

Conjugué

Anticorps secondaires
fixant des I1gG de
ruminants

Protéine G (fixant les
IgG de diverses
especes de
mammiféres)

Protéine G (fixant les IgG
de diverses espéces de
mammiferes)

Seuil de positivité
(d’apreés la notice du
fabricant)

ODR < 30% : Négatif
30<0ODR<40% :
Douteux
40 < ODR : Positif

ODR < 40% : Négatif
40 < ODR < 100% :
Positif +
100 < ODR < 200% :
Positif ++
200 < ODR : Positif +++

ODR < 40% : Négatif
40 < ODR < 50% :
Douteux
50 < ODR < 80% : Positif
80 < ODR : Fort positif

111.3.4 Dépistage sérologique a I'échelle du troupeau

Les méthodes sérologiques, et en particulier les tests ELISA peuvent également étre réalisés sur le lait de tank
pour évaluer le statut sérologique du troupeau laitier et éventuellement la proportion de femelles en
lactation séropositives (Muskens et al., 2011; Taurel et al., 2012). Malgré une bonne corrélation entre les
résultats obtenus sur des prélévements de sérum et de lait réalisés sur les mémes individus au méme
moment (Joulié et al., 2015; Paul et al., 2014), la corrélation entre le niveau d’anticorps mesurés dans le lait
de tank et la proportion d’animaux séropositifs en lactation est modérée (Taurel et al.,, 2012). Les
performances de ces méthodes appliquées sur lait de tank pour évaluer le statut de I'élevage n’ont, a notre
connaissance, pas été évaluées a ce jour, et ne permettent pas d’élaborer une grille d’interprétation.

111.3.5 Diagnostic sérologique et détections des infections par C. burnetii

La principale limite pour I'interprétation du résultat des tests sérologiques est la longue persistance des
anticorps aprés l'infection. La présence d’anticorps dirigés contre C. burnetii n’est que le reflet d’'une infection
antérieure de I'animal par C. burnetii sans possibilité ni de dater I'ancienneté de I'infection ni de déterminer
si I'infection (qui peut parfois durer plusieurs années (Berri et al., 2007; Plommet et al., 1973)) est toujours
active (AFSSA, 2004). De nombreux cas d’individus excréteurs de C. burnetii, mais négatifs en ELISA, ont
également été rapportés a la fois avec le test 1 (Natale et al., 2012; Rousset et al., 2009), le test 2 (de Cremoux
et al., 2012; Djerbib et al., 2018; Guatteo et al., 2007) et le test 3 (Joulié et al., 2017). Certains de ces cas
pourraient étre expliqués par une infection ancienne avec des niveaux d’anticorps non détectés selon les
seuils des tests utilisés, ou par une infection récente (séroconversions non détectées, variables selon les
individus), mais ces individus séronégatifs peuvent représenter une part importante des excréteurs (Djerbib
et al., 2018; Rousset et al., 2009) et des individus séronégatifs et excréteurs de facon répétée pendant
plusieurs mois sont également rapportés (Guatteo et al., 2007). Cela remet en cause soit le bon
positionnement des seuils et la bonne sensibilité des kits ELISA, soit la bonne spécificité des méthodes PCR.
Il est également possible que certains individus ne synthétisent pas d’anticorps a la suite d’une infection, ou
gue les anticorps synthétisés ne persistent pas malgré la persistance d’une infection par C. burnetii, mais,
dans ce cas, le diagnostic des infections passées par sérologie sera peu sensible.

Pour mieux préciser I'ancienneté de I'infection, il est possible de rechercher spécifiguement les IgM ou G et
de différencier la phase de la bactérie contre laquelle sont dirigées les Ig détectées.
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I11.3.6 Sérologie 1gG/IgM et phase spécifique

En médecine humaine, la différentiation des anticorps en IgM et IgG dirigés contre les bactéries de phase 1
ou 2 permet de différencier les infections aigués des infections focalisées persistantes. Des titres élevés en
IgM ou en IgG spécifiques de bactéries en phase 2 sont associés a des infections primaires (un test PCR sur
sérum ou sang est aussi réalisé permettant de repérer la phase de bactériémie avant la montée des IgM puis
des 1gG). Les IgG spécifiques de bactéries en phase 2 sont présents tout au long de I'infection alors que des
titres élevés en IgG spécifiques de bactéries en phase 1 sont retrouvés uniquement dans les manifestations
des infections persistantes (Eldin et al., 2017).

A ce jour, une telle interprétation des profils d’anticorps n’a pas été validée chez les ruminants domestiques
(OIE, 2018). Cependant, la méme tendance qu’en médecine humaine a été observée lors d’une infection
expérimentale chez des chevres gestantes (Roest et al., 2012). Par ailleurs, plusieurs équipes ont utilisé des
kits expérimentaux ELISA (Bottcher et al., 2011; Lucchese et al., 2015; Sting et al., 2013), IFA (Lucchese et al.,
2015) ou CFT (Szymanska-Czerwinska et al., 2016) permettant de différentier les anticorps spécifiques des
phases 1 ou 2 lors d’infections naturelles chez les ruminants domestiques. Les résultats obtenus avec les
ELISA phase-spécifiques sont prometteurs avec la confirmation de la prédominance des anticorps spécifiques
de phase 2 chez les caprins au début de I'épisode abortif dans I'élevage et puis une augmentation de la
guantité d’anticorps spécifiques de phase 1 dans les mois suivants le premier avortement dans |'élevage
(Sting et al., 2013). Chez les bovins, cette évolution des profils d’anticorps n’a pas été retrouvée dans un
troupeau ol C. burnetii était endémique (Bottcher et al.,, 2011), mais les types de profils d’anticorps
pourraient étre associés a certains types d’excréteurs (chronique et occasionnel) (Lucchese et al., 2015). Ces
résultats préliminaires nécessitent d’étre confirmés dans des études incluant un plus grand nombre
d’élevages et dont le statut vis-a-vis de 'infection par C. burnetii est bien caractérisé.

[11.4. Recommandations d’usage des tests selon leurs performances

I1.4.1 Erreurs analytigues et diagnostiqgues

Dans la plupart des contextes d’utilisation, 'utilisateur du ou des tests diagnostiques cherche a déterminer
le statut de I'individu ou de I’élevage vis-a-vis de l'infection par C. burnetii. Ce statut va étre mesuré a I'aide
d’une méthode diagnostique qui présente généralement un risque d’erreur ou une incertitude diagnostique.
Dans certains cas, la méthode fournira un résultat positif alors que I'individu est réellement négatif (on parle
de résultat faux positif) et dans d’autres cas, la méthode fournira un résultat négatif alors que I'individu est
réellement positif (on parle de résultat faux négatif). L'incertitude diagnostique est la résultante de deux
sources d’erreurs potentielles, les erreurs analytiques, qui sont caractérisées par les performances
analytiques de la méthode, et les erreurs « diagnostiques » en lien avec a la physiopathologie de I'infection
chez les ruminants domestiques. Par exemple, un résultat faux négatif en PCR chez un individu pourra étre
d a une quantité insuffisante d’ADN dans I’échantillon (en dessous du seuil de détectabilité de la PCR) ou a
une absence d’excrétion de la bactérie par la voie testée chez un individu infecté (prélevement de
I’échantillon a un moment ou I'animal n’excrete pas de bactérie). L'importance de ces deux types d’erreurs
caractérise les performances des méthodes utilisées pour le dépistage ou le diagnostic des infections par C.
burnetii chez les ruminants domestiques.

I11.4.2 Des recommandations basées sur I'expertise

La connaissance de ces performances a servi de base a plusieurs groupes d’experts pour émettre des
recommandations d’usage de chaque méthode en fonction de I'objectif d’utilisation des tests. Ainsi, parmi
les méthodes directes, les experts internationaux mandatés par I'OIE en 2015 (OIE, 2018) recommandent
d’utiliser les méthodes PCR (Tableau A-2) qui ont une meilleure sensibilité analytique que les autres
méthodes diagnostiques directes (isolement, culture bactérienne et coloration pour examen au microscope).
Parmi les méthodes indirectes, ils recommandent généralement d’utiliser les méthodes ELISA qui sont plus
reproductibles que les méthodes IFA et plus sensibles que les méthodes de CFT (Tableau A-2, OIE, 2018).
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De plus, étant données les limites inhérentes aux méthodes directes (excrétion intermittente, diverses voies
non concomitantes) et indirectes (délai d’apparition puis persistance des anticorps, réimmunisation naturelle
ou baisse de la concentration sérique en 1gG), il est recommandé d’utiliser a la fois des méthodes directe et
indirecte pour évaluer les statuts des individus et des élevages (OIE, 2018). Ainsi, la plupart des procédures
de diagnostic et de dépistage mises en place en élevage pour rechercher la cause d’un épisode abortif ou
pour rechercher la source de contamination de cas humains combinent a la fois I'utilisation de PCR, pour
rechercher des animaux potentiellement excréteurs de la bactérie, et d’ELISA, pour rechercher des animaux
préalablement infectés par C. burnetii (porteurs latents ou exposés et guéris).

Dans un contexte abortif (comme dans le cadre du dispositif OSCAR), pour attribuer une série d’avortements
a C. burnetii, les experts de la plateforme d’épidémiosurveillance animal (ESA) recommandent de réaliser au
minimum deux écouvillons vaginaux sur des femelles ayant eu des troubles abortifs depuis moins de 8 jours
et des prises de sang pour sérologies chez des femelles ayant avorté ou présentant des troubles de
reproduction depuis plus de 15 jours (6 femelles chez les bovins et 10 chez les ovins et caprins) (Dufour et
al.,, 2007; EFSA, 2010; Sidi-Boumedine et al., 2010). Chez les petits ruminants, le troupeau sera considéré
comme cliniquement atteint de fiévre Q si plus de 10* génomes-équivalents de C. burnetii sont quantifiés par
gPCR (103 pour des analyses de mélange) sur les deux écouvillons vaginaux ou si un des deux écouvillons est
positif et que plus de 50% des individus sont positifs avec le test ELISA utilisé (Figure A-8). A I'inverse, le
troupeau sera considéré comme non cliniguement atteint de fievre Q si les deux PCR sur écouvillon vaginal
sont négatives. Si une seule des deux PCR est positive et que moins de 50% des caprins prélevés sont positifs
en sérologie alors le résultat du plan de diagnostic sera considéré comme non conclusif (Figure A-8).

Réalisation de 2 PCR (individuelles ou en mélange de 3)

de préférence écouvillonnages mucus vaginal l—» Nouvelle PCR
v
‘ v 1 PCR PCR
+ et unique — ou
2 PCR -
2 PCR + 1PcR- l
/ —

Analyse de la réponse sérologique

Nouvelle PCR ; A
10 femelles ayant avorté ou appartenant au méme lot
¥ )
¥ ¥ = 1
1PCR + et
— 2PCR+ i <
2 PCR - 1PCR + 1 PCR unique

Imputabilité « forte » >509% positifs <50 % positifs > 509% positifs < 50 % positifs
de Coxiella

dans la série abortive

PCR + : Avorton : valeur > a LD en PCR guantitative ou relative, ou Non Implication de Coxiella
résultat « Détecté » en PCR qualitative
Autres : > 10° bactéries par eécouvillon en analyse
individuelle ou > 107 en analyse de mélange (écouvillons,
cotylédons)

PCR - : Avorton : valeur < LD en PCR quantitative ou relative ou
résultat « Non détecté » en PCR qualitative.
Autres : Non détecté ou Détecté mais en-dessous des seuils
cliniques

conclusif peu probable

Figure A-8 : Prélévements recommandés et arbres d’interprétation pour imputer un avortement a C. burnetii chez les
caprins dans le cadre du protocole harmonisé pour le dispositif OSCAR. Source : (OSCAR, 2020a)

36



Lors de la recherche de la (des) source(s) d’exposition humaine, il est actuellement préconisé de réaliser des
prélevements sérologiques et des écouvillons vaginaux sur 15 femelles de chaque élevage suspecté et de
n’analyser les PCR que si au moins un animal est testé positif en sérologie (DGAL, 2010; Dubuc-Forfait et al.,
2009). Plus récemment, les tests sérologiques étaient réalisés sur 20 femelles de classes d’age différentes
(10 Prises de Sang (PS) sur primipares, cing PS sur les femelles de 2 a 4 ans et cing PS sur femelles de plus de
4 ans), en ciblant préférentiellement celles ayant mis bas ou avorté depuis plus d’un mois (Bernadou et al.,
2019).

Dans le cadre de la surveillance des infections par C. burnetii, I'objectif est d’évaluer le niveau de circulation
de la bactérie dans un élevage ou un territoire. On distingue généralement la surveillance évenementielle (a
partir de déclarations d’occurrence) et programmée (recueil planifié d’indicateurs) de I'infection. Dans la
surveillance événementielle, les analyses ne sont réalisées que lors de manifestations cliniques de la maladie
donc, pour la fievre Q, lors de la survenue d’avortements dans un élevage. Les méthodes recommandées
pour la surveillance évenementielle sont donc les mémes que celles recommandées pour attribuer un
épisode abortif a C. burnetii. Néanmoins, étant donné que les infections par C. burnetii n’entrainent pas
systématiquement des avortements, il est probable qu’une surveillance événementielle seule sous-estime la
prévalence des infections par C. burnetii. La surveillance programmée implique la réalisation d’analyses sur
des animaux ne présentant pas de signe clinique. Dans ce contexte, les méthodes ELISA sont recommandées,
car elles peuvent étre appliquées a un grand nombre d’individus (automatisation de I’analyse) a partir d’un
prélevement unique (sang). Ce protocole est plus facile a généraliser et moins colteux qu’un protocole
impliquant la réalisation de plusieurs prélévements pour couvrir les différentes voies d’excrétion possible de
la bactérie chez les ruminants domestiques asymptomatiques (OIE, 2018). Une alternative utilisable est
I'analyse du lait de tank, par PCR (mise en évidence d’ADN) ou par ELISA (mise en évidence d’anticorps),
permettant d’évaluer le statut de I'ensemble de I'élevage sur la base d’un prélevement unique. Néanmoins,
le lait de tank n’est évidemment utilisable que dans les élevages laitiers. Les autres approches de recherche
de I’ADN de C. burnetii par PCR sur des poussiéres prélevées dans élevage sont également réalisables (Carrié
et al., 2019; Joulié et al., 2015). Cependant, a ce jour, les performances de ces analyses sur lait de tank ou sur
prélevements environnementaux dans I'élevage pour évaluer son statut sont mal connues et n’ont pas été
validés pour une telle utilisation en France.

111.4.3 Bilan

Ces recommandations, basées sur I'expérience collective de nombreux experts de la fievre Q, ne quantifient
cependant pas explicitement l'incertitude diagnostique de chacune des méthodes préconisées. Cette
absence de quantification de I'incertitude diagnostique des méthodes utilisées est liée a la complexité de
I’évaluation des performances diagnostiques qui peuvent, en plus, étre variables en fonction du type
d’individu et du contexte d’utilisation des tests (Whiting et al., 2011). Nous allons maintenant détailler les
approches utilisables pour évaluer les performances d’'une méthode diagnostique.

IV.  Evaluation des performances d’une méthode diagnostique

IV.1. Performances analytiques

IV.1.1 Définitions

Les performances analytiques de chaque méthode diagnostique sont mesurées sur la base d’indicateurs
précis recensés, en France, dans les normes AFNOR U47-311 pour la PCR (AFNOR, 2014) et U47-311 pour les
méthodes sérologiques (AFNOR, 2013). Ces deux normes permettent de cadrer les agréments des méthodes
commercialisées. On retrouve également ces informations dans le guide de validation des méthodes
d’analyse rédigé par I’Anses en 2018 (Anses, 2018). Parmi les indicateurs, on peut citer :
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- Lajustesse qui évalue I'écart moyen entre la mesure réalisée par la méthode et la valeur de référence
(valeur vraie) de I’échantillon analysé.

- Lafidélité qui évalue la variabilité d’un ensemble de valeurs mesurées sur un méme échantillon par
une méthode autour de la valeur moyenne de I’ensemble des mesures. La fidélité est généralement
mesurée sous la forme d’un coefficient de variation (CV). Elle peut étre évaluée a trois niveaux
différents, définis comme la répétabilité, la fidélité intermédiaire (intra-laboratoire) et Ia
reproductibilité inter-laboratoires.

o La répétabilité mesure la variabilité des mesures répétées sur un méme échantillon au sein
d’un méme essai (mémes conditions opératoires, méme opérateur, intervalle de temps court
entre les mesures répétées).

o La fidélité intermédiaire, également appelée reproductibilité intra-laboratoire, mesure la
variabilité des mesures répétées sur un méme échantillon au sein d’'un méme laboratoire.
L'objectif de cet indicateur est de quantifier la variabilité de mesures en fonction des
différents opérateurs et de plusieurs séries d’analyse au sein d’'un méme laboratoire.

o La reproductibilité inter-laboratoires permet de quantifier la variabilité totale d’une
méthode d’analyse y compris lorsqu’elle est réalisée dans des laboratoires différents (donc
sur des séries et avec des opérateurs différents).

- L'exactitude exprime I'étroitesse de I'accord entre les valeurs mesurées sur un méme échantillon et
la valeur de référence de [I'échantillon analysé. L'exactitude combine justesse et
répétabilité/reproductibilité.

- La limite de détection correspond a la limite en dessous de laquelle la substance dosée est
considérée comme non détectée. Elle revient a estimer la quantité minimale de substance qu’une
méthode est capable de détecter avec une probabilité donnée (supérieure a 50 ou 95% en fonction
des définitions).

- la limite de guantification n’est définie que pour les méthodes de dosage (PCR quantitative par
exemple) et correspond a la plus faible concentration dans un échantillon qui puisse étre mesurée
avec une fidélité et justesse acceptable. Le domaine de quantification est la fenétre de quantification
valide entre la limite de quantification minimale et la limite maximale de quantification.

IV.1.2 Particularité des méthodes ELISA

Les méthodes ELISA ont un statut particulier, car, contrairement a la PCR, elles ne sont pas considérées
comme des méthodes quantitatives, mais semi-quantitatives. Les données chiffrées sont interprétées en
classes, ce sont des variables qualitatives ordonnées. Par ailleurs, la loi dose-réponse des méthodes de PCR
guantitative suit une relation linéaire a I’échelle logarithmique avec la concentration en ADN de I’échantillon
alors que la loi dose-réponse des méthodes ELISA suit une relation sigmoide dont la forme dépend de
I'affinité entre les anticorps et I'antigéne utilisé dans I'ELISA (Clark et al., 1986). De plus, alors qu’il est
relativement simple de préparer des solutions contenant une concentration définie de bactéries, il est
beaucoup plus complexe, voire impossible, de préparer des solutions contenant des concentrations connues
en anticorps. La calibration des méthodes ELISA est donc, de fait, beaucoup plus complexe. La limite de
détection des méthodes ELISA peut étre vérifiée a I'aide d’un niveau exigible de détection (NED), qui
correspond a un niveau de dilution d’un sérum de référence qui doit entrainer une réponse strictement
positive avec le test (AFNOR, 2013). Ainsi, le NED doit étre défini pour chaque test en fonction du seuil de
positivité choisi par le fabricant du kit (AFNOR, 2013). Par définition la limite de détection (détection a 95%
par exemple) est en dega du NED (détection a 100%).

IV.1.3 Suivis des méthodes ELISA mis en ceuvre par le LNR fiévre Q

La fievre Q n’étant pas une maladie réglementée en France, les méthodes ELISA sont commercialisées sans
aucun agrément et, si les méthodes PCR commercialisées sont standardisées et validées, et les moyens pour
le maintien des performances analytiques sont en place, des progrés sont encore nécessaires pour les kits
ELISA.

A ce jour, le LNR fiévre Q propose aux fabricants de kits un matériau de référence calibrant (MR), qui est un
mélange de sérums positifs disponible en quantité suffisante pour étre largement distribué, et a convenu de
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certaines modalités de contrdles qualité des lots de kits avec les fabricants (Rousset et al., 2021). Chaque
fabricant a en charge de préparer, par dilution de ce MR, des matériels de référence internes (MRI) a deux
niveaux proches (un au-dessus et un au-dessous) du seuil de positivité de son kit ELISA. Chaque dilution du
MR correspond donc a une concentration d’anticorps inconnue, mais constante, quel que soit le test réalisé.
Chaque fabricant de kits ayant choisi son seuil de positivité sans harmonisation entre les différents kits, les
MRI calibrant associés a chaque kit sont réalisés a des dilutions différentes (par exemple le niveau au-dessus
du seuil est un MR pur pour le test 1, dilué au % pour le test 2 et dilué au % pour le test 3). Les trois tests
commercialisés détectent donc des concentrations en anticorps différentes (plus faible pour le test 3 et plus
élevée pour le test 1).

Un plan d’expériences similaire pour les trois fabricants est réalisé afin de calculer les données de variabilité
de chaque nouveau lot (répétabilités intra-plaques, reproductibilités inter-plagues, moyennes pour chacun
des deux niveaux). Des criteres d’acceptation de lots vont étre établis courant 2021 pour garantir une
standardisation de la répétabilité, reproductibilité et justesse au niveau du seuil. Cette démarche permettra
de calibrer les lots successifs des kits et donc une standardisation du mode opératoire (SOP pour « Standard
Operation Procedure ») de réalisation des tests sérologiques.

IV.1.4 Maintien des performances analytiques dans un réseau de laboratoires

L'examen de lI'ensemble de ces indicateurs permet d’évaluer de facon précise et standardisée les
performances analytiques de chaque méthode diagnostique. Si I'ensemble de ces indicateurs, et en
particulier I'exactitude, sont jugés acceptables, on peut considérer qu’un méme échantillon obtiendra un
résultat comparable s’il est testé avec le méme test par deux laboratoires différents ou a deux moments
différents. La vérification de I'ensemble de ces indicateurs permet donc de s’assurer que les méthodes
diagnostiques fournissent un résultat proche de la valeur de référence attendue, quel que soit I’endroit ou
le moment ol est réalisé le test.

Pour une méthode donnée, |'évaluation des laboratoires utilisateurs peut étre réalisée régulierement dans
un réseau de laboratoires utilisant cette méthode. En France, cette évaluation des laboratoires est réalisée
tous les deux ans par le LNR fievre Q dans le cadre d’essais inter-laboratoires (EILA) portant sur I'ensemble
des tests PCR et ELISA commercialisés pour le diagnostic de la fievre Q chez les ruminants domestiques
(Rousset et al., 2021, 2012). La démarche mise en place permet une observation de la cohérence des données
produites par le réseau de laboratoire.

En complément de ces EILA ponctuels, constituant une évaluation externe de I'aptitude des laboratoires,
I"analyse au sein de chaque série d’analyse d’un MR préparé par le LNR (bactéries inactivées ou mélange de
sérums positifs respectivement pour les analyses PCR et ELISA) permet a chaque laboratoire de suivre ses
résultats au sein d’une carte de contréle et donc de s’assurer du maintien des performances (évaluation
interne en continu).

Néanmoins, que ce soit pour les méthodes ELISA ou PCR, le suivi des performances analytiques des méthodes
d’analyses ne permet pas d’évaluer leurs performances diagnostiques, c’est-a-dire leur capacité a donner un
résultat positif ou négatif respectivement chez un individu réellement positif ou réellement négatif.

IV.2. Evaluation des performances diagnostiques a partir d’un matériel de référence

IV.2.1 Définition

Dans les normes AFNOR, la sensibilité diagnostique (Se) est définie comme la proportion d’animaux de
référence connus comme infectés et présentant un résultat positif au test (AFNOR, 2014, 2013). La spécificité
diagnostique (Sp) est définie comme la proportion d’animaux de référence connus comme non infectés
présentant un résultat négatif. Il est précisé que les Se et Sp de la méthode « doivent étre évalués a partir
d’un panel représentatif d’échantillons du terrain ou issu d’une infection expérimentale, de statut connu
positif et négatif (selon leur disponibilité). Le statut de ces échantillons a préalablement été déterminé par
une méthode de référence et/ou sur la base de critéres justifiés (épidémiologiques ou analytiques). »
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IV.2.2 Evaluation des Se et Sp a partir d’échantillons de statuts connus

La principale limite de cette préconisation réside dans la difficulté pour constituer un panel d’échantillons
qui soit a la fois représentatif et de statut connu. En effet, aucune des méthodes diagnostiques des infections
par C. burnetii ne peut étre considérée comme une méthode de référence parfaite (ou gold standard) avec
des Se et Sp égales a 100% (OIE, 2018). En outre, les échantillons de statuts connus issus d’infection
expérimentale ne correspondent pas exactement aux conditions rencontrées lors d’infections réelles sur le
terrain. En effet, les infections expérimentales sont généralement réalisées sur des animaux en bonne santé
et les échantillons sont prélevés a des temps bien définis par rapport au moment de I'inoculation, ce qui peut
conduire a des échantillons plus fréquemment positifs que ceux prélevés en conditions de terrain, sur des
individus infectés naturellement (Greiner and Gardner, 2000a). Les échantillons de statuts connus négatifs
sont également peu représentatifs des situations réelles (Ransohoff and Feinstein, 1978), car ils sont prélevés
sur des animaux qui n’ont jamais été exposés a la bactérie. Ces échantillons peuvent donc étre plus fortement
négatifs que des échantillons prélevés sur des animaux non infectés issus d’élevage ou la bactérie C. burnetii
est présente.

IV.2.3 Evaluation des Se et Sp a partir d’un test de référence imparfait

Une autre possibilité pour déterminer le statut d’échantillons de référence est d’utiliser une autre méthode
diagnostique pour les qualifier. Néanmoins, étant donné qu’il n’existe aucune méthode de référence parfaite,
cette approche permet uniqguement d’estimer les sensibilité et spécificité relatives de la méthode a évaluer
par rapport a la méthode considérée arbitrairement comme référence. Cette approche sera d’autant plus
biaisée que les performances de la méthode utilisée en référence sont faibles et que les deux méthodes ont
tendance a se tromper de fagon simultanée chez les individus réellement positifs ou négatifs : on dit alors
gue les deux méthodes sont dépendantes conditionnellement au statut vis-a-vis de I'infection (Whiting et al.,
2011). Pour pallier le probléme des erreurs de classification des échantillons de statuts connus, il est possible
d’exclure de I'échantillonnage représentatif tous les échantillons de statuts douteux ou présentant des
résultats intermédiaires, comme ceux présentant un résultat proche du seuil de positivité de la méthode
utilisée en référence. Néanmoins, le fait d’exclure ces échantillons, de statut douteux ou incertain, rend le
panel d’échantillons considéré non représentatif de la population sur laquelle la méthode va étre utilisée en
pratique. Il en résulte généralement une surestimation des performances diagnostiques de la méthode
évaluée. Ainsi, du fait de la difficulté, voire de I'impossibilité de constituer une banque d’échantillons de
statuts connus et représentatifs de la population, en I'absence de gold standard, les méthodes d’évaluation
des performances diagnostiques a partir d’échantillons de statuts connus sont donc généralement biaisées
(Greiner and Gardner, 2000a; Reid et al., 1995; Whiting et al., 2011).

IV.3. Evaluation des performances diagnostiques sur un échantillon représentatif en I'absence de
gold standard

IV.3.1 Les modeéles a classes latentes

En I'absence de gold standard, les modeles a classes latentes (MCL) peuvent étre utilisés pour évaluer la
sensibilité et la spécificité de plusieurs tests diagnostiques sans connaitre le statut réel des individus testés
(Hui and Walter, 1980). Ces modeles reposent sur I'évaluation des résultats croisés de différents tests
binaires dans diverses populations. Les mesures quantitatives obtenues a partir de tests semi-quantitatifs,
tels que les tests ELISA, sont généralement incluses dans ces modeles en tant que variables binaires, selon le
seuil de positivité fourni par le fabricant. Les MCL reposent sur I’hypothese que les tests diagnostiques
mesurent un statut latent commun et non observé, par exemple « avoir ou non des anticorps contre C.
burnetii dans un échantillon de sang » qui conditionne, pour chaque individu, la probabilité d’obtenir un
résultat positif ou négatif avec les tests.

Dans la suite du paragraphe, les tests T1 et T2 désignent deux tests diagnostiques binaires (comme
I'interprétation d’un test ELISA — en dessus ou en dessous du seuil de positivité) dont on cherche a estimer
les Se et Sp. Pour rester dans le cadre général de |'utilisation de ces modeles, le terme « maladie » est utilisé.
Cependant ces modeles concernent de la méme fagon I’évaluation des performances de tests visant a révéler,
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avec une approche sérologique, des infections en cours ou passées, y compris les infections par C. burnetii.

Les estimations sont réalisées a partir du tableau des résultats croisés des deux tests (Tableau A-4), ou N,

N, Ny et Ny, sont respectivement les nombres d’individus positifs pour les deux tests, positifs pour le test

1 mais négatifs pour le test T2, négatifs pour le test T1 mais positifs pour le test T2, positifs pour les deux
tests.

Tableau A-4: Résultats croisés des deux tests

Test T2 positif Test T2 négatif
Test T1 positif n, N,
Test T1 négatif Ny, Noo

Pour tout individu appartenant a une population dont la prévalence de la maladie dépistée par les tests T1

et T2 est notée 7T, on peut exprimer les probabilités d’obtenir un résultat correspondant a chacune des
catégories du Tableau A-4 en fonction des Se et Sp des deux tests et de la prévalence de la maladie selon la
formule (0.1) :

P, =7 xSe; xSe, +(1-7)x(1-Sp,) x(1-Sp,)

P, =7 xSe, x(1—-Se, ) +(1-7)x(1-Sp,) x Sp,
0.1
( )p01=7Z'><(1—Sel)><S€2+(1—7Z')><Sp1><(1—3p2)

Poo =77 x(1—Se, ) x(1—Se,) +(1—7)x Sp, x Sp,
ou Se;, Se, et Sp,, Sp, sont respectivement les sensibilités et les spécificités des tests T1 et T2.

Etant donné que la connaissance de trois des cellules du Tableau A-4 permet de déterminer la quatriéme, car
|a taille de I'échantillon (notée N ) est connue (Ny, =N — (nll +Ny, + nlo) , les données ont trois degrés de

liberté pour cing parametres a estimer (la sensibilité et la spécificité des deux tests et la prévalence dans la
population) ce qui conduit a une infinité de solutions pour les estimations de ces paramétres.

En revanche, si les deux tests sont évalués dans deux populations de prévalences différentes, alors le jeu de
données a six degrés de liberté pour six paramétres a estimer (les Se et Sp des deux tests et les prévalences

dans chacune des deux populations). Etant donné qu’il y a autant de paramétres a estimer que de degrés de
liberté, une résolution analytique est possible : elle a été proposée par Hui and Walter en 1980 (Hui and
Walter, 1980). De méme, les données de trois tests sur la méme population ont huit degrés de liberté pour
sept paramétres a estimer et une résolution analytique est possible (Pepe and Janes, 2007). L’augmentation
du nombre de degrés de liberté des données, par I'ajout de tests ou par la réalisation des tests sur plusieurs
populations, est la clef des modéles a classes latentes. Ces modeles reposent sur I’hypothése que les
sensibilités et spécificités des tests sont constantes dans chacune des populations et que les résultats de
chacun des tests sont indépendants conditionnellement au statut de la maladie.

Méme si dans les cas décrits précédemment il existe des solutions analytiques, dans un cadre plus général,
si T tests sont appliqués sur P populations, I'estimation des prévalences, des sensibilités et des spécificités
peut étre obtenue par maximisation de la vraisemblance avec I'algorithme de Newton-Raphson (NR) (Tanner,
1996) ou l'algorithme EM (Expectation Maximisation) (Singer et al., 1998) ou par inférence bayésienne
(Collins and Huynh, 2014). Cette derniere est de plus en plus utilisée dans le cadre des modeles a classes
latentes, notamment grace au logiciel libre JAGS (Plummer et al., 2016) ou Winbugs (Lunn et al., 2000), car
elle est plus flexible et présente I'avantage de pouvoir intégrer une information a priori sur certains
parametres partiellement connus, comme les sensibilités et spécificités de certains tests ou de certaines
prévalences (Branscum et al., 2005).
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IV.3.2 Problématique de la dépendance conditionnelle entre les tests

Une des hypothéses majeures du modele de Hui et Walter est l'indépendance des différents tests
conditionnellement au statut vis-a-vis de la maladie. Cette hypothése se traduit par exemple par le fait que
les erreurs diagnostiques sont indépendantes entre les différents tests. Néanmoins, cette hypothése n’est
souvent pas vérifiée quand plusieurs tests reposent sur le méme principe biologique. Par exemple, les erreurs
diagnostiques de deux méthodes ELISA différentes détectant des anticorps contre C. burnetii ont une
probabilité élevée d’étre dépendantes a la fois pour les animaux réellement séropositifs et les animaux
réellement séronégatifs. En ignorant la dépendance conditionnelle entre les différents tests, les estimations
du modele de Hui et Walter sont biaisées (Dendukuri and Joseph, 2001). Pour mieux visualiser la présence
d’une dépendance conditionnelle, considérons le Tableau A-5 :

+

Tableau A-5 : Probabilités observées ( F’ijD et Piij ) pour un individu respectivement malade (noté D" ) ou non

malade (noté D~ ) d’étre dans chacune des quatre cellules du tableau des résultats croisés des deux tests

Individus malades Individus non malades

Test T2 positif | Test T2 négatif Test T2 positif | Test T2 négatif
Test T1 positif P Poo: Test T1 positif P Poo
Test T1 négatif P P oo Test T1 négatif P Poo

Les probabilités marginales du tableau des individus malades nous donnent les sensibilités des deux tests
(0.2) et celles du tableau des individus non malades leurs spécificités (0.3):

5S¢, =P 5 T Fop =1 (Fype + Fp) P =R + o =1-(Ryp +R55)
(0.2) et (0.3)
Se, = PllD* + R)lD* =1- (P10D* + POOD*) Sp, = PlOD‘ + Pooo' =1- (Pnn- + POlD‘)

Si, conditionnellement au statut de la maladie, les deux tests sont indépendants, alors chacune des cases des
deux tableaux peut s’exprimer en fonction des sensibilités et spécificités de chacun des tests, car

P(Tl+ NT," | D*) = P(Tl+ | D*)x P(TZ+ | D*) . Par exemple :

P. . =Se xSe, ot P

11D* 00D

Sp, x Sp,

On retrouve alors le modéle de Hui and Walter, ou il suffit d’estimer les sensibilités et spécificités et les
prévalences, soit six parametres pour six degrés de liberté. Néanmoins, lorsque la condition d’indépendance

conditionnelle n’est pas respectée, alors P.o =56 %xSe, et P = Sp, xSp,.0n définit alors les termes

de dépendance conditionnelle entre les tests 1 et 2 Jj,et y,,, respectivement chez les individus malades
(0.4) et non malades (0.5).

(0.4) Vse12 = PllD+ —Se, x Se,

(0.5) Ysp12 = Poo- — SPL X SP,
Ainsi, il est possible d’exprimer chacune des cellules du Tableau A-4 a partir des six parametres décrits ( Sel ,

Sez, Spl, sz; Y se12 et75p12)'

Néanmoins, le modeéle a deux tests et deux populations devient non identifiable, car il faut estimer huit
parametres (les six précédents et les deux prévalences). Le modéle devient identifiable si trois tests sont
appliqués sur au moins deux populations ou si cing tests sont appliqués sur une population (Collins and
Huynh, 2014). Sinon, il est possible de réaliser les estimations par inférence bayésienne en spécifiant des lois
a prioriinformatives sur certains parameétres (généralement la sensibilité et la spécificité d’un test déja connu
et les prévalences) (Branscum et al., 2005).
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IV.3.3 Limites des modeéles a classes latentes

L'utilisation des modeles a classes latentes est donc une réelle opportunité pour estimer les performances
diagnostiques, néanmoins des biais peuvent étre associés a ces modeles (Collins and Albert, 2016).

Il existe d’autres approches que celles présentées au 1V.3.2 pour modéliser la dépendance conditionnelle
entre les tests (Albert et al., 2001; Branscum et al., 2005; Dendukuri et al., 2009; Engel et al., 2006; Torrance-
Rynard and Walter, 1997; Xu and Craig, 2009), cependant elles sont toutes confrontées a des problémes
d’identifiabilité. En outre, les modeles avec des structures de dépendance conditionnelle différentes peuvent
mener a des estimations des sensibilité et spécificité différentes quand ils sont appliqués sur les mémes
données (Albert and Dodd, 2004; Menten et al., 2008), sans pouvoir choisir facilement quelles estimations
sont les plus fiables.

D’un point de vue général, les estimations des Se et Sp sont basées sur I'ajustement d’un statut latent par le
modele qui cherche le meilleur consensus entre les tests. La pertinence de ce consensus estimé par le modele
d’un point de vue biologique est discutée dans plusieurs articles et interroge particulierement, car il est
souvent impossible de la vérifier en I'absence de gold standard (Albert and Dodd, 2004; Alonzo and Pepe,
1999).

Par exemple, lorsque deux tests sont trés concordants, il existe théoriquement deux solutions possibles aux
modeéles a classes latentes : soit les deux tests ont des Se et Sp élevées et sont indépendants
conditionnellement au statut vis-a-vis de la maladie, soit les deux tests ont des performances plus basses et
sont dépendants conditionnellement au statut vis-a-vis de la maladie. Dans ce deuxiéme cas, on peut
considérer ce probleme comme deux statuts latents différents que le modéle peut estimer : I'un
correspondant a « I’animal est positif ou négatif avec les deux tests » (la Se estimée pour chaque test
correspondra a la probabilité d’obtenir un résultat positif avec chacun des tests sachant que I’'animal est
globalement positif avec les tests) et I'autre a « I'animal est réellement positif ou négatif » (la Se estimée
correspondra a la probabilité d’obtenir un résultat positif avec chacun des tests sachant que I'animal est
réellement positif). Le modéle a classes latentes aura du mal a différencier les deux solutions possibles
correspondant a cette situation.

Face a ces biais potentiels, certains auteurs recommandent de vérifier la robustesse du modéle
préalablement a I'interprétation des résultats (Collins and Albert, 2016). Pour ce faire, un guide de rédaction
a été rédigé pour favoriser une meilleure discussion de I'ensemble des hypothéses du modeéle (Kostoulas et
al., 2017). Il est également possible de réaliser les estimations avec différents modeéles a classes latentes pour
évaluer les conséquences du relachement de certaines des hypothéses du modele sur les estimations des
parametres. Néanmoins, lorsque les estimations obtenues avec chaque modele sont différentes, le choix
entre les estimations des différents modeles est délicat, ce qui conduit de multiples estimations des Se et Sp
de chaque test au sein d’une méme étude (Asselineau et al., 2018; Paul et al., 2014).

Une autre approche utilisable est la simulation du jeu de données a partir de valeurs connues des parametres
du modele, en supposant ou non les hypothéses du modele comme vérifiées. La réalisation de simulations
permet de calculer par exemple le biais relatif, la probabilité de couverture et I’erreur quadratique moyenne
des estimateurs du modele. L’évaluation de la robustesse d’'un modeéle a classes latentes a principalement
été réalisée dans des études a visée méthodologique, avec éventuellement des jeux de données réels, mais
ceux-ci n’étaient inclus que pour illustrer les conséquences des différents modéles utilisés (Albert and Dodd,
2004; Gustafson, 2005; McAloon et al., 2016; Torrance-Rynard and Walter, 1997). Certaines études évaluent
également les performances de leurs modeéles sur des jeux de données simulées de taille et de structure
comparable a celui analysé (Albert et al., 2001; Asselineau et al., 2018; Wang et al., 2017a). L'avantage de
cette derniére approche est que les performances du modele estimées par simulation correspondent
exactement au jeu de données analysé. Ainsi, les biais potentiels liés a la taille de I'échantillon et la structure
du jeu de données sont naturellement inclus dans ces études.

Les modeéles a classes latentes sont donc une solution intéressante pour estimer les performances
diagnostiques de plusieurs tests en l'absence de gold standard, mais leur robustesse devrait étre
systématiquement évaluée avant d’interpréter les estimations du modeéle et une attention particuliére
devrait étre portée pour évaluer la pertinence des résultats d’un point de vue biologique.
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V. Incertitude diagnostique des tests ELISA et conséquences sur l'interprétation des
résultats

V.1. Performances diagnostiques évaluées par des modeéles a classes latentes pour les trois tests
ELISA commercialisés

V.1.1 Estimations réalisées dans les études précédentes

A notre connaissance, six études ont utilisé des MCL pour évaluer les performances diagnostiques des
méthodes ELISA commercialisées pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii (Tableau A-6).
Elles incluaient soit les tests 1, 2 et 3 (Horigan et al., 2011), soit deux de ces tests (Emery et al., 2014; Lucchese
et al., 2016), soit un test ELISA et une autre méthode telle que le test d'immunofluorescence indirecte (IFA)
ou le test de fixation du complément (CFT) (Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019), soit un test ELISA unique
réalisé sur deux types de prélevement différents (Paul et al., 2013). Seul le test 1 était inclus dans toutes les
études (Tableau A-6). Globalement, toutes especes confondues, les estimations des Se et Sp du test 1 étaient
élevées, allant de 70 a 97% pour les Se et de 83 a 100% pour les Sp (Tableau A-6).

V.1.2 Risque de biais des études publiées a ce jour

Dans ces études, la dépendance conditionnelle entre les tests est négligée (Horigan et al., 2011; Paul et al.,
2014) ou estimée a des valeurs faibles (Lucchese et al., 2016; Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019), ou
non rapportée (Emery et al., 2014). Pourtant, I’'hypothese d’indépendance conditionnelle entre les tests n’est
généralement pas satisfaite quand les tests considérés reposent sur le méme principe biologique (Kostoulas
et al., 2017). De plus, les erreurs diagnostiques de deux méthodes ELISA différentes, détectant des anticorps
dirigés contre la méme bactérie C. burnetii, ont une forte probabilité d’étre dépendantes a la fois pour les
animaux séropositifs apparents et les animaux séronégatifs apparents. En effet, un individu ayant un faible
taux d’anticorps circulants dirigés contre C. burnetii sera probablement un faux négatif avec les deux
méthodes ELISA ; de la méme facon, un résultat faux positif, di a I’exposition de I'animal a une bactérie
présentant des antigénes présentant une réaction croisée avec C. burnetii, se rencontrera probablement avec
les deux tests sérologiques.

Plusieurs études (Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019) utilisent des priors informatifs issus des estimations
réalisées dans I'étude d’Horigan et al., 2011 pour favoriser la convergence du modele. Or cette étude ne
prend pas en compte la dépendance conditionnelle entre les tests et présente donc un risque biais important.

Enfin, I'étude réalisée par Paul et al., 2013 n’inclut que le test 1, réalisé sur des échantillons de sérum ou de
lait issus des mémes individus. Dans cette étude, il est possible que le statut latent ajusté par le modéle soit
« I'individu est positif ou négatif avec le test 1 » et non « I'individu est réellement séropositif ou séronégatif ».

V.1.3 Pertinence biologigue des estimations

Les estimations de Se et Sp élevées du test 1 sont peu plausibles d’un point de vue biologique, car les tests
ELISA ne sont pas considérés comme fiables par I'OIE a I’échelle individuelle (OIE, 2018) et de nombreuses
études rapportent des discordances importantes a la fois entre les différents tests sérologiques (Bottcher et
al., 2011; Rousset et al., 2007) et entre les tests sérologiques et PCR pour détecter les individus excréteurs, y
compris chez des individus excréteurs de fagon chronique (Guatteo et al., 2007).

Ainsi, ces estimations posent des questions a la fois du point de vue statistique, concernant la méthodologie
utilisée pour estimer les performances diagnostiques des tests considérés, et du point de vue de leur
pertinence biologique. Etant donné qu’aucune de ces études n’a évalué la robustesse du modele utilisé, elles
sont a interpréter avec précaution et il est possible qu’elles surestiment les Se ou les Sp des tests ELISA
commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii. Dans ce contexte, il est
important de mettre en place une étude des performances diagnostiques des trois tests ELISA avec un
modele a classes latentes prenant en compte la dépendance conditionnelle entre les trois tests et dont la
robustesse est évaluée pour obtenir une estimation non biaisée des Se et Sp des tests ELISA utilisés chez les
ruminants domestiques.
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Tableau A-6 : Caractéristiques des études ayant évalué les performances diagnostiques d’au moins un des tests ELISA commercialisés pour le diagnostic sérologique des
infections par C. burnetii avec des modéles a classes latentes.

NA : Non applicable.

Dépendance conditionnelle

Commentaire

Etude Tests évalués | Especes |Se/Sp du test 1*— - Distribution a priori utilisée
Prise en compte Résultats
Bovin Se=100%
Sp=98,9%
(Horiganet | Test1,2et3 . Se=93,1% NA Risque de biais important et
Caprin Non NA , , . . .
al,, 2011) CFT Sp=91,2% (Inférence fréquentiste) surestimation probable des Se et Sp
Ovin Se=100%
Sp=99,6%
Seulement test 1
L | iell
(Paul et al., Test 1 . Se=84% . P Peu informatif e,sta.tut atent es't .potentle ement
2013) (Sérum/Lait) Bovin 5p=99% Oui « Pas significative » Uniforme (0,1) « L’animal est positif avec le test 1 »
’ plutdt que « I'animal est réellement
séropositif »
(Emery et al., Test 1 . Se=97% o o NA ) Un seul.élevage incllus. Pas
Test 2 Caprin Non précisée Non précisée , , . d’information sur la dépendance
2014) Sp=100% (Inférence fréquentiste) o
CFT conditionnelle
Test 1 Bovi =979 =929 Slevé iai iel sil
uhesoer| L B SRS ot | St dlvies bttt 1
al., 2016) ; —0Q9/, =820 (presque nulle) | (Uniforme (0,1)) et informatif X
C Se=98% Sp=83%
CFT aprin |Se o Sp ) dépendants
Test 1, CFT, IFA . . . . . _
(Muleme et ET_ISA (au"cre Caorin Se=70% oui Non précisée, mais Informatif (de I'étude Info.rr'na}tlon a priori Ipo'fentle'llement
al., 2016) ) P Sp=96% basse d’Horrigan et al. 2011) bllalsee, car estimée a partir des
test « maison ») résultats d’Horigan et al., 2011
(Wood et al., Test 1 Bovin Se =88% ou Non précisée, mais |Informatif (issue des études de| Peu d’information sur les dépendances
2019) IFA Sp=98% basse Muleme et al 2016) conditionnelles estimées

* seules les estimations des Se et Sp du test 1 sont rapportées dans le tableau, car c’est le seul test ELISA utilisé dans 'ensemble des études citées
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V.2. Prise en compte de l'incertitude diagnostique

La connaissance des Se et Sp des tests ELISA n’est pas suffisante pour interpréter leur résultat. En effet,
la question a laquelle veut répondre I'utilisateur des tests ELISA est généralement « I'individu testé est-
il réellement séropositif ou non ? » ou « le troupeau est-il réellement séropositif ou non ?».

V.2.1 |Interprétation des résultats a I’échelle individuelle

La question « I'individu testé est-il réellement séropositif ou non ? » peut se traduire par « Sachant le
résultat du test que je viens de réaliser, quelle est la probabilité que I'individu testé soit réellement
séropositif ? ». Pour répondre a cette question, il faut calculer les valeurs prédictives négative
(VPN,(0.7)) et positive (VPP,(0.6)) du test (respectivement probabilité qu’un individu soit réellement

séronégatif (noté S~ ) sachant que le test est négatif (noté T ) et probabilité que I'individu soit
réellement séropositif (noté S*) sachant que le test est positif (noté T)).

)

(0.7)VPN = P(S"T’)

(0.6)VPP = P(S*

Siles tests sont réalisés dans un élevage de ruminants domestiques dont la séroprévalence intra- élevage
est notée WHP (pour « within-herd prevalence ») alors les VP, s’exprime a partir de WHP et des Se et
Sp du test :

p— WHP x Se
WHP x Se + (1-WHP) x (1 Sp)
(0.8)
VBN (1-WHP)x Sp

" WHP x(1—Se)+ (1-WHP) x Sp

Lorsque le plan de dépistage est réalisé dans un troupeau de statut sérologique inconnu, les valeurs
prédictives a I’échelle individuelle dépendent également du statut du troupeau, car dans un troupeau
réellement séronégatif WHP = 0 et tous les individus sont réellement séronégatifs. Dans ce cas, quelles
que soient les Se et Sp du test, la VPP est égale a O et la VPN est égale a 1. Lorsque I'on cherche a évaluer
le statut sérologique des individus, il est donc également important d’évaluer le statut du troupeau.

V.2.2 Interprétation des résultats a I’échelle de I'élevage

Pour interpréter les résultats d’'un plan de dépistage sérologique réalisé dans un élevage, on calcule
généralement les sensibilité et spécificité du plan de dépistage a I’échelle du troupeau (respectivement
notées HSe et HSp, pour « Herd Sensitivity » et « Herd Specificity »). Si on échantillonne N individus
dans un élevage, et que I'on considere I'élevage comme positif a partir du moment ol au moins un
individu est testé positif parmiles N testés, alors HSe correspond a la probabilité d’observer au moins
un individu positif dans un élevage réellement séropositif et HSp correspond a la probabilité de
n’observer aucun animal testé positif dans un élevage séronégatif.

Comme a I'échelle individuelle, les valeurs prédictives positive et négative (notées respectivement
HVPP et HVPN pour valeur prédictive positive et négative a I’échelle du troupeau), sont facilement
calculables a partirde HSe et HSp et de la séroprévalence inter-élevage (notée BHP pour « between-
herd prevalence ») :
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_ BHP x HSe

~ BHP x HSe + (1 BHP) x (1- HSp)
(1- BHP)x HSp

BHP x (1- HSe) + (1 - BHP) x HSp

HVPP

(0.9)
HVPN =

Cependant, a I'échelle du troupeau, les HSe et HSp sont complexes a calculer, car elles dépendent
des Se et Sp du test utilisé, mais également du nombre d’individus testés, de la regle de décision du plan
de dépistage (nombre d’individus testés positifs a partir duquel on considére le troupeau comme étant
testé positif) et de la séroprévalence intra-élevage (car la probabilité d’échantillonner des individus
réellement séropositifs augmente lorsque WHP augmente).

Plusieurs formules ont été proposées pour estimer HSe et HSp a partir des valeurs de Se et Sp (a I’échelle
individuelle), en supposant que le nombre d’individus testés positifs suit soit une distribution binomiale
(Cannon, 2001) soit une distribution hypergéométrique (Gautam et al., 2019). Néanmoins, ces formules
supposent que Se et Sp sont connues. De plus, la séroprévalence intra-élevage est généralement fixée
soit a une valeur basse (séroprévalence minimale que |'on veut étre capable de détecter avec le plan de
dépistage (Heisey et al., 2014; Ziller et al., 2002)), soit a une valeur moyenne ou médiane (Gautam et al.,
2019; Humphry et al., 2004).

En réalité, les valeurs de séroprévalence intra-élevage des infections par C. burnetii sont variables entre
les différents élevages. Le fait de fixer la séroprévalence intra-élevage a une valeur seuil fixe entraine
donc un biais dans la formule de calcul de la sensibilité a I'échelle du troupeau. Si, dans I'élevage
considéré, la séroprévalence intra-élevage est inférieure & la valeur fixée, alors la HSe sera
généralement surestimée. En effet, a un nombre d’individus prélevés fixe, la probabilité d’échantillonner
un individu réellement séropositif (et donc la probabilité de tester un individu positif) sera plus basse
dans I'élevage ayant une séroprévalence plus basse. Inversement, si la séroprévalence intra-élevage est
supérieur a la valeur seuil fixée, alors la HSe sera généralement sous-estimée. Ce biais potentiel n’a
pas nécessairement de conséquences importantes quand I'objectif du calcul est d’estimer la sensibilité
du plan de surveillance a I'échelle de la population dans une zone indemne (Ziller et al., 2002). En
revanche, ce biais peut étre problématique pour calculer les valeurs prédictives du plan de dépistage
dans chaque élevage échantillonné, car le fait de fixer arbitrairement une valeur de séroprévalence
revient a sous-estimer la variabilité des situations possibles pour chaque élevage et donc a sous-estimer
la variabilité des valeurs prédictives.

Ainsi, en plus de disposer d’estimation des Se et Sp des tests utilisés, pour interpréter les résultats des
tests a I’échelle individuelle ou a celle des élevages, il est indispensable de disposer d’une évaluation
fiable des séroprévalences intra- et inter-élevages.

V.3. Séroprévalence des infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques

Depuis I'importante épidémie humaine de fievre Q ayant eu lieu aux Pays-Bas entre 2007 et 2010, dont
la source principale de contamination était les ruminants domestiques (van der Hoek et al., 2012), de
nombreuses enquétes épidémiologiques ont été réalisées en Europe pour estimer la prévalence des
infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques (EFSA, 2010; Guatteo et al., 2011). La plupart
de ces enquétes étaient de type sérologique et visaient a estimer la séroprévalence des infections par
C. burnetii chez les ovins, bovins et caprins avec pour enjeu principal d’évaluer I'importance de la
circulation de cette bactérie chez ces animaux et, par conséquent, d’évaluer le risque d’exposition des
humains en contact direct ou indirect avec des ruminants domestiques (Anastacio et al.,, 2013;
Fernandez-Aguilar et al., 2016; Gache et al., 2017; Galluzzo et al., 2019; Paul et al., 2014; Rizzo et al.,
2016; Schimmer et al., 2014, 2011; Szymanska-Czerwinska et al., 2017; Villari et al., 2018).
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V.3.1 Des plans d’échantillonnage variables

La comparaison des résultats de ces études est complexe, car ces dernieres different par les tests
diagnostiques utilisés, les indicateurs mesurés (prévalences intra- ou inter-élevages) et par les stratégies
d’échantillonnage mises en place. Concernant les plans d’échantillonnage, le nombre d’individus
prélevés par élevage variait de 10-15 animaux (Gache et al., 2017) a 60 animaux (Schimmer et al., 2014)
par troupeau. Seule la regle d’interprétation des résultats a I’échelle du troupeau était similaire dans
toutes les études, les troupeaux étant systématiquement considérés comme séropositifs dés qu’au
moins un animal était testé positif parmi ceux prélevés. En revanche, les séroprévalences a I'échelle
individuelle n’étaient pas toutes estimées de la méme facon : certaines études rapportaient la
proportion d’animaux testés positifs parmi I’'ensemble des animaux prélevés dans I'étude (Anastacio et
al., 2013; Gache et al., 2017; Galluzzo et al., 2019; Paul et al., 2014; Rizzo et al., 2016; Ruiz-Fons et al.,
2010; Schimmer et al., 2014, 2011; Szymanska-Czerwinska et al., 2017; Villari et al., 2018), d’autres
rapportaient le nombre moyen d’individus testés positifs dans I'ensemble des élevages (Ruiz-Fons et al.,
2010; Wolf et al., 2020; Wood et al., 2021) ou le nombre moyen d’individus testés positifs dans les
élevages testés positifs uniguement (Fernandez-Aguilar et al., 2016; Gache et al., 2017; Schimmer et al.,
2011).

V.3.2 Des tests et méthodes diagnostiques différents

Concernant les tests utilisés, méme en se limitant aux études sérologiques, on dénombre ['utilisation
d’au moins trois méthodes différentes, dans les études réalisées depuis 2010 :
- Un test de fixation du complément CTF (Ruiz-Fons et al., 2010) ;
- Untest dimmunofluorescence indirecte IFA (Wood et al., 2021) ;
- Trois tests ELISA :
o letest 1 (Fernandez-Aguilar et al., 2016; Paul et al., 2014; Szymanska-Czerwinska et al.,
2017; Wolf et al., 2020),
o letest2: (Anastacio et al., 2013; Rizzo et al., 2016; Ruiz-Fons et al., 2010; Schimmer et
al., 2014, 2011),
o letest 3 : (Barlozzari et al., 2020; Galluzzo et al., 2019; Villari et al., 2018).

Ces tests mesurent des valeurs de séroprévalence intra- ou inter-élevage apparente (proportion
d’individus ou d’élevages testés positifs) a partir de méthodes ayant des Se et Sp différentes. Lorsque
ces séroprévalences apparentes sont interprétées comme des séroprévalences réelles, cela peut
entrainer un biais dans leur estimation. Par exemple, la séroprévalence intra-élevage réelle sera
probablement sous-estimée dans I'étude utilisant la méthode CFT, car cette méthode est peu sensible
(OIE, 2018) et une proportion importante des individus réellement séropositifs seront testés négatifs.

V.3.3 Prise en compte de 'incertitude diagnostique pour estimer une séroprévalence

Parmi ces études, cing ont pris en compte l'incertitude diagnostique du test utilisé et fourni des
estimations des séroprévalences réelles (proportion d’animaux réellement séropositifs) (Paul et al.,
2014; Rizzo et al., 2016; Ruiz-Fons et al., 2010; Wolf et al., 2020; Wood et al., 2021). Toutefois, ces études
considéraient des valeurs de Se et Sp distinctes en se basant sur des sources d’informations différentes.
Par exemple, d’aprés les informations fournies par le fabricant, Ruiz-Fons et al., 2010, considéraient que
le test 2 avait une Se de 100 % chez ovins, bovins et caprins, alors que Rizzo et al., 2016 considéraient
gu’elle était de 88,8 % chezles ovins et de 91,6 % chez les caprins en se basant sur le dossier de validation
du test 2 réalisé par I'Institut Vétérinaire Central des Pays-Bas.

De plus, ces études utilisent des méthodes d’estimation des séroprévalences réelles différentes soit en
inférence fréquentiste, avec I’estimateur de proposé Rogan and Gladen, en 1978 et ses extensions (Rizzo
et al., 2016; Ruiz-Fons et al., 2010; Wolf et al., 2020), soit en inférence bayésienne avec des modeles qui
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VI.

tiennent compte de l'incertitude diagnostique (Paul et al., 2014; Wood et al., 2021).

Tous ces éléments rendent incomparables les résultats des différentes études sérologiques réalisées
jusqu’a présent. En plus de souligner I'importance de disposer d’une estimation fiable des Se et Sp des
tests utilisés, ce constat souligne également la nécessité d’une harmonisation des méthodes d’analyse
et de prise en compte de l'incertitude diagnostique.

Annonce du plan de these

VI.1. Contexte et données

VI.1.1 Dispositif de surveillance

En France, la premiéere vaste enquéte épidémiologique sur la fievre Q chez les ruminants domestiques a
été réalisée entre 2012 et 2015 dans le cadre du dispositif de surveillance de la fievre Q. Elle a permis
de collecter des prélevements de sérum sur 9972 bovins, 5024 caprins et 7632 ovins issus
respectivement de 731, 349 et 522 élevages francais (avec 10 a 15 prélévements par élevage en fonction
de la taille de chaque élevage (Gache et al., 2017)) sélectionnés de facon aléatoire dans 10
départements francais. Ces échantillons de sérum ont été analysés avec le test 2 dans les laboratoires
vétérinaires de chacun des 10 départements inclus. En I’'absence de données relatives aux performances
diagnostiques du test ELISA utilisé, ces données ont dans un premier temps été analysées en considérant
que le test avait une sensibilité et spécificité parfaite (Gache et al., 2017).

VI.1.2 Projet KitEval 4500

Dans le cadre du projet KitEval 4500, une sérothéque, représentative de la diversité des élevages
francais, a été constituée par le LNR fiévre Q a partir d’un sous-panel d’échantillons de sérum issus de
cette vaste enquéte sérologique dans I'objectif, entre autres, d’évaluer les performances diagnostiques
des trois kits ELISA commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii. Dans
chaque département et pour chaque espéce (en incluant tous les échantillons issus d’'un méme
troupeau), les 150 premiers échantillons de sérum collectés dans le cadre du dispositif de surveillance
de la fievre Q ont été envoyés au LNR fievre Q. Les échantillons de sérum de 1 413 bovins issus de 106
élevages, de 1474 caprins issus de 103 élevages et de 1432 ovins issus de 99 élevages ont alors été
testés par le LNR fievre Q avec les trois kits ELISA (tests 1, 2 et 3).

VI.2. Obijectifs des travaux

A partir des deux jeux de données décrits, les objectifs de nos travaux sont : (1) d’estimer les
performances diagnostiques chez les bovins, ovins et caprins des trois tests ELISA commercialisés en
Europe pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii ; (2) d’estimer les séroprévalences
intra- et inter-élevages réelles des infections par C. burnetii en France chez ces trois especes de
ruminants domestiques sur la base du test 2 en prenant en compte son incertitude diagnostique ; (3) de
développer et mettre a disposition des utilisateurs une méthodologie pour interpréter de facon
probabiliste les résultats des plans de dépistage sérologique des infections par C. burnetii en se basant
sur les performances diagnostiques des tests ELISA et les séroprévalences intra- et inter-élevage
estimées.

Le manuscrit est divisé en trois parties qui correspondent chacune a une étude visant a répondre a
chacun des trois objectifs précités. Les résultats de chaque étude sont discutés dans la partie
correspondante (Figure A-9).

L'intérét des résultats obtenus dans les trois parties sera ensuite discuté dans une quatrieme partie.
Cette derniere présentera, de fagon argumentée, les conséquences de l'incertitude diagnostique
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associée aux trois tests ELISA et les préconisations d’utilisation de ces tests qui peuvent étre faites a la
fois a I’échelle individuelle et a I’échelle des troupeaux. Nous finirons par présenter les perspectives de
ces travaux en lien avec d’autres valorisations possibles des données utilisées, des résultats obtenus et

des méthodes développées.

Projet KitEval 4500
1413 bovins
1474 caprins

1432 ovins

Dispositif de surveillance

Partie 1 : Performances diagnostiques
tests1, 2et3

Partie 4

Conséquences de l'incertitude
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] /
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Partie 2 : Séroprévalence réelle avec
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Figure A-9 : Données utilisées, estimations réalisées et valorisations présentées dans et a partir de chacune des
trois études réalisées dans le cadre de ces travaux.

Les fléches représentent les données ou informations utilisées pour estimer les différents parametres de chaque
étude. Se : sensibilité, Sp : spécificité, WHP : séroprévalence intra-élevage réelle, BHP : séroprévalence inter-
élevage réelle, HVP : valeur prédictive du plan de dépistage a I’échelle du troupeau, Pcond : séroprévalence intra-
élevage réelle si I'élevage est séropositif estimée a partir des résultats du plan de dépistage réalisé dans I'élevage,
VPN et VPP : valeurs prédictives négative et positive a I'échelle individuelle sachant les résultats du plan de
dépistage.
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B. PARTIE 1 : EVALUATION DES PERFORMANCES DIAGNOSTIQUES DES
TESTS ELISA COMMERCIALISES POUR LE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DES
INFECTIONS PAR C. burnetii PAR DES MODELES A CLASSES LATENTES
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PREAMBULE

A partir des données du projet KitEval 4500 analysées avec les tests 1, 2 et 3 au LNR fiévre Q, 'objectif
de cette étude est d’estimer les Se et Sp des trois tests chez chaque espéce de ruminants domestiques,
en prenant en compte la dépendance conditionnelle entre les tests (Figure B-1).

[ ..
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Figure B-1 : Données et informations utilisées pour estimer les séroprévalences intra- et inter-élevages des
infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques.

Se : Sensibilité, Sp : Spécificité, WHP : séroprévalence réelle intra-élevage, BHP : séroprévalence réelle inter-
élevage.

Cette étude a fait 'objet d’une publication en 2021 dans la revue « Veterinary research » intitulée
« Evaluation using latent class models of the diagnostic performances of three ELISA tests
commercialized for the serological diagnosis of Coxiella burnetii infection in domestic ruminants »
(Figure B-2). Pour retranscrire fideélement cet article, le texte de la partie 1 ci-dessous correspond a la
version non éditée du manuscrit publié. La version éditée est accessible en suivant ce lien.

Lurier et al. Vet Res (2021) 52:56
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Elsa Jourdain'

Figure B-2 : Capture d’écran de I'article publié dans la revue Veterinary Research correspondant a la partie 1 de la
these (Lurier et al., 2021).
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l. Introduction

Q fever is a zoonotic disease, caused by the bacterium Coxiella burnetii, responsible annually for many
infections in humans worldwide, although precise statistics are lacking. As examples, 193 and 794
confirmed human clinical cases were reported in the United States in 2017 (CDC, 2019) and in Europe in
2018, respectively (ECDC, 2019). Although most Q fever infections remain asymptomatic, the disease
may be highly debilitating in certain risk groups and lead to chronic disease. Moreover, Q fever outbreaks
occur regularly and involve substantial numbers of people. The record was observed in the Netherlands
between 2007 and 2010 with more than 4000 human cases reported (van der Hoek et al., 2012).

In domestic ruminants, infected animals are often asymptomatic, but infection may cause late abortion,
stillbirth, premature delivery or delivery of weak offspring. The European Food Safety Authority (EFSA)
reported that 11% of tested goats and sheep, and 7.6% of tested cattle were positive for Q fever in 2018
in Europe (EFSA, 2019). However, the results obtained in different countries through various studies are
difficult to compare because of differences in targeted populations, sampling strategies, types of
samples analyzed, and diagnostic tests performed (EFSA, 2019). Harmonization of data collection is
critical in order to obtain a more accurate picture of the situation and of its evolution over time.

As an example, in France, the latest study on the seroprevalence of C. burnetii infection in domestic
ruminants was carried out from 2012 to 2015 in ten administrative departments on a total of 10 040
cows, 7776 ewes and 5246 goats sampled from 731 cattle, 522 sheep and 349 goat herds, respectively
(Gache et al., 2017). The between-herd seroprevalence levels were assessed at 36.0% for cattle, 55.7%
for sheep, and 61.0% for goat herds (Gache et al., 2017); these estimates were made assuming a
sensitivity (Se) and a specificity (Sp) of 100% for the ELISA test used because reliable information about
its diagnostic performances was lacking. This assumption may have led to over- or under- estimating the
seroprevalence because false-positive and false-negative animals were not accounted for: knowledge of
diagnostic test characteristics is crucial to build accurate monitoring systems (Greiner and Gardner,
2000Db).

To date, no gold standard (i.e. a test with a Se and a Sp equal to 100%) is available for the serological
diagnosis of C. burnetii infection in animals (OIE, 2018). Absence of a gold standard limits the assessment
of diagnostic test characteristics on a representative sample of the target population, i.e., the population
in which the tests are performed in practice, because individual true status of seropositivity or
seronegativity is unknown. As a consequence, several studies have investigated the agreement between
methods used for the serological diagnosis of C. burnetii infection without assessing their respective Se
and Sp (Emery et al., 2012; Kittelberger et al., 2009; Krt, 2003; Niemczuk et al., 2014; Rousset et al.,
2007; Stellfeld et al., 2020; Sting et al., 2013). In the absence of a gold standard test, latent class models
(LCMs) (Hui and Walter, 1980) can be useful to assess the Se and Sp of multiple diagnostic tests without
knowing the true status of the tested individuals. These models are based on the evaluation of the cross-
classified test results of multiple binary tests in multiple populations. The quantitative measures of semi-
guantitative tests such as ELISAs are generally included in these models as binary variables, considering
the positivity threshold provided by manufacturers. LCMs rely on the hypothesis that diagnostic tests
measure a common unobserved latent status, for example “the presence or absence of C. burnetii-
specific antibodies in a serum sample”. In addition, the development of free software environments
such as WinBUGS (Lunn et al., 2000) or JAGS (Plummer et al., 2016) facilitates the use of these models
in the assessment of diagnostic tests for animal and human diseases (Collins and Huynh, 2014;
Umemneku Chikere et al., 2019), including C. burnetii infection in domestic ruminants (Horigan et al.,
2011; Lucchese et al., 2016; Muleme et al., 2016; Paul et al., 2013; Wood et al., 2019).

There are currently three commercially available ELISA tests to detect the presence of C. burnetii-specific
antibodies in domestic ruminants. Because the antigens and conjugates used in these tests are not the
same, the respective diagnostic performances are expected to vary depending on the test considered
and the animal species. Five previous studies have used LCMs to investigate the diagnostic performances
of these tests (Lucchese et al., 2016; Muleme et al.,, 2016; Paul et al., 2013; Wood et al., 2019),
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considering either the three ELISA tests (Horigan et al., 2011), or two of them (Lucchese et al., 2016;
Paul et al., 2013), or one ELISA test and another method such as indirect immunofluorescence assay
(IFA) or complement fixation test (CFT) (Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019)). In these studies,
conditional dependence between tests was neglected (Horigan et al., 2011; Lucchese et al., 2016) or
estimated at low values (Lucchese et al., 2016; Muleme et al., 2016; Paul et al., 2013; Wood et al., 2019).
However, the assumption of conditional independence between tests is generally not satisfied when the
considered tests rely on the same biological process. For example, diagnostic errors of two different
ELISA methods detecting antibodies against C. burnetii are likely to be dependent for both truly
seropositive and truly seronegative animals. In fact, an individual with a low level of circulating
antibodies against C. burnetii will probably be false-negative with both ELISA methods; similarly, a false-
positive result, due to the exposure of the animal to a bacterium presenting antigens that cross-react
with C. burnetii, will probably occur with both serological tests.

Many approaches have been proposed to model conditional dependence between tests (Albert et al.,
2001; Branscum et al., 2005; Dendukuri et al., 2009; Engel et al., 2006; Torrance-Rynard and Walter,
1997; Xu and Craig, 2009) but they are all confronted with identifiability issues. Moreover, models with
different conditional dependence structures might lead to different Se and Sp estimates when applied
to the same data (Albert and Dodd, 2004; Menten et al., 2008). Fixed effect models, which take into
account excess probabilities of having a concordant result between each pair of tests, for truly
seropositive and truly seronegative individuals, respectively are the most commonly used (Branscum et
al., 2005; Collins and Huynh, 2014). However, when more than two tests are considered these models
may be biased, particularly in the case of higher than pairwise conditional dependence structure (Engel
et al., 2006; Wang et al., 2017b). In 2017, Wang et al. (Wang et al., 2017b) proposed a new fixed effect
model, which made it possible to assess conditional dependence between multiple diagnostic tests
(more than two), without restricting only to pairwise conditional dependence.

In this manuscript, we applied this method to model conditional dependence between the three ELISA
tests routinely used to assess the serological status of C. burnetii infection in domestic ruminants in
France. The objectives of the study were to (1) assess the respective Se and Sp of the tests in sheep,
goats and cattle, (2) assess the between- and within-herd seroprevalence distribution in these species
while accounting for diagnostic errors, and (3) estimate optimal sample sizes considering Se and Sp at
the herd level.

I. Materials and methods

1.L1. Materials

1.L1.1 Data

Serum samples originated from the broader epidemiological study (referred to as the “original survey”
in the following text) carried out between 2012 and 2015 (for details, see Gache et al. (Gache et al.,
2017)); briefly, 11 to 15 parous females were sampled from a total of 731 cattle, 522 sheep and 349 goat
herds, randomly selected in each species and administrative department of France, and excluding herds
vaccinated against Q fever. During this study, the national reference laboratory for Q fever (NRL, ANSES,
Sophia Antipolis) asked each department for their first 150 serum samples in each species, including
complete series (i.e. all the serum samples from the same herd). Overall, serum samples from 1413 cows
from 106 herds, 1474 goats from 103 herds, and 1432 sheep from 99 herds were considered (Tableau
B-1). As only parous females were sampled, we defined the herd size as the number of parous females
in the herd. For goat and sheep herds, it was given by the farmer and recorded by the veterinarian in
charge of collecting blood samples. For cattle, the number of parous females at the sampling date was
directly retrieved from the French National Cattle Identification Database (BDNI). When the herd size
was missing (which was the case for two cattle herds, 34 goat herds, and 33 sheep herds), we imputed
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this number with the median herd size in the corresponding species.

Tableau B-1 : Number of serum samples analyzed per herd and department.

. Department

Species Number A B c b Ep E G H | ] Total
e herds 10 12 11 13 12 12 10 12 13 1 106
animals 143 157 150 181 155 161 155 150 152 9 1413

herds 11 11 12 12 11 9 11 1 12 13 103

Goats  — imals 154 161 201 175 152 134 146 11 153 187 | 1474
) herds 11 11 10 10 11 11 11 10 11 3 99
Sheep  — imals 165 162 149 145 155 157 161 146 156 36 1432

11.L1.2  Serological tests

All serum samples were analyzed by the NRL with the three commercial ELISA tests available in France.
To our knowledge, all three tests detect immunoglobulin G (IgG) and use antigens based on a mix of C.
burnetii phase 1 and phase 2 variants. However, there are differences regarding the C. burnetii strains
used for antigen preparation, the processes of strain production and purification, and the nature of the
conjugate (see Tableau B-2 for details). Because all three tests are based on the same biological principle,
they are likely to be conditionally dependent, i.e. to simultaneously result in diagnostic errors (for
instance if cross-reacting antibodies are present in the serum of an animal, or if only few antibodies are
present).

The assays were performed within an ISO/IEC 17025 accredited quality control system. In particular, the
reproducibility and trueness of the results were assessed by including, in each test, two internal positive
reference serum samples that displayed results close to the respective positivity cut-offs set by the test
manufacturers (SCE1/2011-12, ANSES, Sophia Antipolis) (Rousset et al., 2017).

The results, expressed in optical density, were transformed into optical density ratios (ODRs) according
to the manufacturers’ instructions following formula (1.1) for tests 1 and 2, and formula (1.2) for test 3.

ob_. _-0D
(1.1)ODR,,, = ——=2n NC (1.2)ODR _ OB

serum serum
ODPC - ODNC

PC

where ODR is the optical density ratio of the tested serum, OD

serum

is the optical density of the

serum
tested serum, and OD,. and OD,. are the optical density of the negative and positive controls
included in the test, respectively.

We interpreted the results as positive or negative according to the positivity threshold provided by the
manufacturer and considering a serum positive when the manufacturer included a doubtful

interpretation (tests 1 and 3,Tableau B-2). The details of the cross-classified test results compiled by
department in each species are provided in the appendix (Annexes partie 1,1).

55



Tableau B-2 : Characteristics of the three ELISA tests used in the study.

Name used in

the current Test 1 Test 2 Test 3
study
Commercial . ®
name IDEXX Q fever Ab test LSIVetTM Ruminant Q ID‘.Ve.t ID Screer\ Qfever
fever Serum* indirect multi-species
Manufacturer IDEXX LSI Life Technologies* IDvet?
ELISACOXLS 020
Kit batches ’
. ELISACOXLS 021, 565
Cl‘j:fedn't”sizz b4ol, 121 ELISACOXLS 023, 747
v ELISACOXLS 024

Strain used for

Isolated from
Dermacentor

antigen .. . Isolated from an ewe Isolated from a cow
production al?dersomtlcks (N|r.1e
Mile reference strain)
Secondary antibodies | Protein G (biding to IgG of | Protein G (biding to IgG of
Conjugate biding to ruminant diverse mammalian diverse mammalian
IgG species) species)
Interpretation ODR < 30% = ODR < 40% = Negative ODR < 40% = Negative
rules according Negative 40 < ODR < 100% = 40 < ODR < 50% =
to the 30<ODR<40% = Positive + Doubtful
manufacturer Doubtful 100 < ODR < 200% = 50 < ODR < 80% = Positive
(ODR: optical 40 < ODR = Positive Positive ++ 80 < ODR = Strong

density ratio)

200 < ODR = Positive +++

positive

* Test 2 is currently commercialized by ThermoFisher Scientific under the commercial name PrioCHECK™ Ruminant
Q Fever Ab Plate Kit.
# IDVet is now named Innovative Diagnostics

[1.2. Statistical analysis

In this section, we describe the model according to the STARD BLCM guidelines (Kostoulas et al., 2017).
The same model was independently run for each ruminant species. Computations were performed using
JAGS software via the R package rjags (Plummer et al., 2016) (a corresponding R script is provided in the
online version of this article).

We adapted the “three tests one population” LCM described by Wang et al. (Wang et al., 2017b) to build
a “three tests multiple populations” LCM, with each herd being considered a population. Thereby, we
were able to model the variability of the within-herd seroprevalence (WHP ) using a hierarchical zero-
inflated beta-binomial distribution (Hanson et al., 2003; Lee and Lio, 1999; Lee and Sabavala, 1987). The
directed acyclic graph of the model is presented in Figure B-3.
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Figure B-3 : Directed Acyclic Graph of the latent class model.
Every node is, if necessary, indexed by the department number (i € [1; N Dpt :I) and the herd number

( j € [1; Nherdi ] ). Plain arrows represent stochastic links and dotted arrows represent deterministic links.

Observed data (grey oval) include N.., which is a vector of eight dimensions corresponding to the number of

ij /
animals in each of the eight combinations of the three tests results. Measured covariables include Nsampleij the
. , ith ith ) ) .
number of animals sampled in the jt herd of the | department. Latent variables (white ovals) include the

within-herd prevalence (WH Pij ), the herd latent status of each herd ( Herdstatusij ) and Pij the conditional true

prevalence (in positive herds only). Unknown parameters (white ovals) include the Se and Sp values of the three
ELISA tests, the conditional dependence terms (modelled according to Wang et al. (Wang et al., 2017b)), the

between-herd prevalence ( BHF’i ) in each department, and the hyper-parameters of the within-herd prevalence

beta distribution (Y » and Up ).
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11.2.1 Latent status and hierarchical structure of the model

The individual latent status of an animal was defined as “the presence or absence of C. burnetii-specific
antibodies in a serum sample”, later referred to as truly seropositive or truly seronegative. The within-

WHP, ) . . . -
herd seroprevalence, noted ', was defined as the proportion of animals having a positive latent

status (i.e. the proportion of truly seropositive animals) in the J o herd from the 1 t department. The

herd latent status (noted HerdStatusij) is a binary variable defined as ‘negative’ (equal to zero) if the

within-herd seroprevalence is null and as ‘positive’ (equal to 1) otherwise. The proportion of herds with
a positive latent status in the ! ™" department was defined as the between-herd seroprevalence (noted

_ WHP, . T -
BHR ). We assumed that I followed a zero-inflated beta distribution conditionally to the herd
status and to ! the conditional true seroprevalence in positive herds (McAloon et al., 2016; Pozzato et

al., 2011; Verdugo et al., 2015). We chose a zero-inflated beta distribution to model the WHP” to reflect
that some herds were free of C. burnetii infection.

HerdStatus; ~ Bern(BHR)

P, ~beta[yp xM,(l—yp)x(l_—y”)j

Ve Vp

WHP, = HerdStatus. x P.
(1.3 1 i T

The beta distribution of R was reparametrized in mean ('UP) and precision (yP ) to facilitate the
interpretation of its parameters (Hanson et al., 2003; Lee and Lio, 1999; Lee and Sabavala, 1987). In each

herd, the beta distribution of the within-herd seroprevalence was truncated so that ! was equal to or
greater than the ratio 1/herd size.

11.2.2 Conditional dependence between the three tests

We applied the fixed effect model developed by Wang et al. (Wang et al.,, 2017b), in which the
conditional dependence between the three tests is considered with eight conditional dependence terms

(7/38111, Vseor1 7seo01 7seo00 ,7/591“ , Zspor1 Vspoo1 gpg 'spooo ). Each of these terms models the excess (or
lack) of probability, compared to the expected probability under the assumption of conditional
independence between tests, for a truly seropositive or seronegative individual to have a cross-classified
test result in the corresponding category (for example “negative to test 1 while positive to tests 2 and

37 for Vw01l ang /spo1r ). The conditional dependence terms between each pair of tests was then
calculated as in equations 2 and 3 (Wang et al., 2017b):

Vspr1m2 = Vsprir T Vspato Vserit2 = Veer11 T Vse110

Vspr1ts = Vsprir T Vspio1 Vset113 = Vset11 T Vse101
(1.4) and (1.5)

Vsprats = Vspr11 T Vspoit Vsetoms = Vse111 T Vseo11

With 79T and 7seTh the pairwise conditional dependence terms between tests K and ! for truly
seronegative and truly seropositive animals, respectively.
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11.2.3  Number of individuals in each category of the cross-classified test results

Uis a vector of eight dimensions corresponding to the number of animals in each of the eight possible

categories of cross-classified test results from the ] th herd in the | ™ department. i follows a

. e el s . Nsample. . .
multinomial distribution of size PI&; (number of sampled animals in the herd) and whose

probability depends on (1) the within-herd seroprevalence, (2) Se of the three tests, (3) Sp of the three
tests, and (4) conditional dependence terms. To ensure that all conditional probabilities were included

in the [0’1] interval, the same inequality constraints as proposed by Wang et al. (Wang et al., 2017b)
were implemented in JAGS with the D-interval distribution. With this aim, for each constrained
parameter, a fictive observed variable was created to specify that these parameters were included in
their respective definition intervals (the likelihood of the considered parameters is set to 0 otherwise,
see JAGS user manual for details (Plummer et al., 2016)). We also constrained Se estimates to be greater

than the complement of the respective Sp estimates (Se € [1_ Sp;l] ) to avoid unidentifiability issues
related to the existence of a mirror image with the same likelihood (i.e., when the model switches the
labels of truly positive and truly negative results) (Engel et al., 2006). We provide the complete
specifications of the model in Annexes partie 1, II.

11.2.4 Constant accuracy across populations

Because constant accuracy across all populations is one of the main hypotheses of the LCM, we checked
that this assumption was fulfilled, considering independently each ruminant species. For cattle, this
assumption was obviously not satisfied in all cattle herds: we observed 37 (23%) cows in the category

e
LT, (i.e., positive with test 1 and negative with the other tests) in the G department, while there
were only 6 cows at most (0 to 3%) in this category in other departments (see (Annexes partie 1.1);
therefore, for cattle only, we made the choice to run the model on the one hand in all departments but
G, and on the other in department G alone. Then, to check whether the assumption of constant accuracy
across each population was valid for sheep and goats, and for cattle considering the nine remaining
departments, we ran models independently in each department, using the posterior distributions of the
complete model (i.e., the model considering departments altogether) as priors. These priors ensured
that the models converged even in departments with a low within-herd variability (especially those in
which most herds are either seropositive or seronegative, in which case Sp or Se, respectively are
unidentifiable). Then, we graphically compared the Se and Sp estimates of the complete models with
those obtained from the models considering each department separately.

11.2.5 Prior distributions

Vaguely informative priors were assigned to each parameter allowing variation within a realistic range
and forcing probability parameters (Se, Sp, and BHP, ) ranging from 0 and 1 (Tableau B-3). A Cauchy

distribution, with 2.5 and 97.5 percentiles fixed at -0.5 and 0.5, respectively (calibrated with the SHELF
package in R), was used as a prior for all conditional dependence terms in the model (Tableau B-3). This
prior supported posterior estimates with relatively low conditional dependence values (since the Cauchy
distribution is centred and relatively peaked at 0), while also allowing the model to converge toward
other posteriors when conditional terms were relatively high, since the Cauchy distribution has long
distribution tails (Gelman et al., 2008). To assess the impact of choosing Cauchy prior distribution
(instead of uniform prior distribution as suggested by Wang et al. (Wang et al., 2017b)), we performed
a sensitivity analysis by re-running the models with uniform distributions between -0.5 and 0.5 as the
prior for all conditional dependence terms.
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Tableau B-3 : Prior distribution of unknown parameters

Nodes Prior
/’lP ’ 7/P ’ BHPI beta(05’05)
Se,, Se,, Se,, Sp;, Sp,, Sp, beta (0.5,0.5)
J/Seu. ]/Sp-oo CaUChy(O,OOBQ)

Monte Carlo Markov Chain (MCMC) techniques were used to estimate the full joint posterior
distribution of parameters from prior distributions and data. Three independent MCMC chains were run
in parallel. For each chain, 110 000 samples were produced: the first 10 000 were discarded as burn-in;
the remaining 100 000 samples were thinned by selecting one out of 20 samples to deal with
autocorrelation, thus retaining 5000 samples per chain. For each parameter, a point estimate was
defined as the median of its marginal posterior distribution and a 95% credible interval was defined by
the 2.5 and 97.5 percentiles of this marginal distribution. The convergence was checked again by
displaying MCMC chain traces and autocorrelation plots, and by computing the Gelman and Rubin’s
statistics, as modified by Brooks and Gelman (Brooks and Gelman, 1998). To compare prior and posterior
distributions, 15 000 samples of the full joint prior distributions were obtained for each species by
running the model, considering that no animal was sampled. Prior vs posterior density plots and overlaps
between both distributions were plotted and calculated with the MCMCvis R package (Youngflesh,
2018).

Finally, we used the joint posterior distribution to represent the distribution of the within-herd
seroprevalence in each species and to compute posterior distributions of herd sensitivities and herd
specificities for each of the three tests. All calculations were performed on all the 15 000 joint MCMC
samples from the posterior distribution, allowing us to obtain 15 000 estimations of all the parameters
of interest.

11.2.6  Accuracy of the model

The accuracy of the LCM when used to assess the respective Se and Sp of the three diagnostic tests, in
a similar context to the current study, was checked by simulation. We defined five plausible scenarios
considering various ranges of Se, Sp and conditional dependence values: 1) “original”, 2) “High Se, High
Sp and conditional independence”, 3) “High Se, original Sp and low conditional dependence”, 4) “Low
Se, original Sp and conditional dependence”, and 5) “Low Sp for test 3 only”. For each scenario and
species, we generated 100 random datasets, which were analyzed by the LCM of the current study
considering two alternative prior distributions for conditional dependence terms (either a
Cauchy (0,0.039) or a Unif (—0.5,0.5)). We graphically assessed the accuracy of the Se and Sp

estimators, and we calculated the mean bias, coverage probability, and square root of the quadratic
error mean corresponding to all parameters obtained with both models, for each scenario and species.
Details are provided inAnnexes partie 1..111.)

11.2.7 Estimation of within-herd seroprevalence distribution

To represent the distribution of within-herd seroprevalence values in each species, we calculated the
posterior distribution of 101 percentiles (from 0 to 1 by 0.01) from the corresponding beta distribution.
Then, we plotted the cumulative distribution function and its 95% credibility band, by plotting the
median and the 2.5 and 97.5 percentiles, respectively of the posterior distribution of each percentile.
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11.2.8 Herd sensitivities and specificities

Herd sensitivity (HSe) was defined as the probability that at least one animal is positive to the considered
test in a seropositive herd, and herd specificity (HSp) as the probability that all animals are negative to
the considered test in a seronegative herd. Details and justification about the procedure used to assess
HSe and HSp are provided in Annexes partie 1.1V . Briefly, we assumed that the number of animals

Npos

herd ) follows a binomial distribution of size Nherd (the number
WHP x Se + (1—WHP) x (1 Sp)

positive to a test in a herd (noted

of animals in the herd) and of probability ( , Where WHP s the
expected seroprevalence in the herd). Because WHP is generally not known in advance when preparing
a sample plan, we calculated HSe and HSp values corresponding to a weighted integral of HSe and HSp
values across the whole distribution of WHP in each species. We assumed that the number of positive

animals sampled ( NpOS) follows a hypergeometric distribution (Gautam et al., 2019) of parameters

Nherd, Nsample, Npos Npos

herd ‘where herd js the number of potential positive animals to the test

in the herd, Nsample is the number of animals sampled in the herd, and Nherd is fixed as the median
of the herd size (i.e., the total number of parous females) in each species (i.e., 57 for cattle, 120 for goat,
146 for sheep). We first calculated Hse and HSp for a sample size ranging from 1 to 20 animals sampled
per herd and considering the herd positive if at least one animal tested positive. We then determined
the best sample size for each test and species by maximizing the Youden Index (i.e., the sum of the Hse
and HSp) for each sample size (Youden, 1950).

. Results

The point estimates and 95% credibility intervals of all parameters are available in Annexes partie 1..V.
Trace plots, prior vs posterior density plots, and Gelman and Rubin’s statistics of all parameters for each
species indicate the good convergence of the models and show that posteriors overlap with less than
30% of prior distributions for most of the parameters (see Additional file 2 for details in the online
version of this article).

[11.1. Validation of the hypothesis of constant accuracy across populations

The results of the models run independently in each department are available in Annexes partie 1,ll The
Se and Sp estimates in all departments (except department G for cattle) were included within the 95%
credibility intervals of the corresponding global model (including all departments but G). Therefore, we
assumed that the hypothesis of constant accuracy across populations was valid when excluding cattle
herds of department G.

[11.2. Sensitivity and specificity estimates at the individual level

Se and Sp estimates for the three tests in each animal species according to the global model are shown
in Tableau B-4 and in Figure B-4. According to the global model, the three tests were highly specific, with
Sp estimates ranging from 94.8% [92.1; 97.8] for test 3 in cattle to 99.2% [98.5; 99.7] for test 1 in sheep.
The Sp of test 1 was estimated at 75% [67.6; 86.0] in department G (according to the model run for
department G only) and 95.9% [94.2; 97.7] in the other departments (according to the global model
based on all departments but G; see Annexes partie 1.V. 1 for details). Conversely, Se estimates were
low, especially for tests 1 and 2 in sheep, with Se values under or close to 50% (39.3% [30.7; 47.0] and
53.8% [43.3; 61.8], respectively). Test 3 was the most sensitive in all species but it was also the least
specific. Test 2 was the most specific in cattle and was more sensitive than test 1 in goats and sheep.
Test 1 was the most specific in sheep and was slightly more sensitive than test 2 in cattle.
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Tableau B-4 : Se and Sp estimates of the three tests in each species with their 95% credible intervals (in square
brackets) according to the global model.

Species Test Sensitivity Specificity
P Median [95% credible interval] Median [95% credible interval]
Test 1 0.720 [0.618;0.808] 0.959 [0.942;0.977]*
Cattle Test 2 0.619 [0.517;0.718] 0.975 [0.962;0.987]
Test3 0.890 [0.785;0.941] 0.948 [0.921;0.978]
Test 1 0.592 [0.535;0.641] 0.991 [0.982;0.997]
Goats Test 2 0.752 [0.684;0.799] 0.991 [0.981;0.997]
Test3 0.905 [0.833;0.938] 0.960 [0.937;0.976]
Test 1 0.393 [0.307;0.470] 0.992 [0.985;0.997]
Sheep Test 2 0.538 [0.433;0.618] 0.984 [0.974;0.993]
Test3 0.869 [0.712;0.936] 0.985 [0.973;0.994]
*Sp of test 1 in cattle is lower (0.750 [0.676; 0.860]) when considering only data from department G.
Sensitivity Specificity
1.00 - ) 2 o
0.75- ¢ |
+ Test
0.50 A + 1
¢ 2
3
0.25
0.00
Cattle Goats Sheep Cattle Goats Sheep
Species
Figure B-4 : Posterior estimates of the Se and Sp (according to the global model) for the three tests in each
species.

Points represent point estimates and plain lines 95% credibility intervals. The Sp of test 1 in cattle is lower (0.750
[0.676; 0.860] when considering only data from department G.

The conditional dependence estimates for truly seropositive and seronegative animals between each
pair of tests are shown in Figure B-5. Conditional dependence for truly seropositive animals between
tests 1 and 2 was high in all species: in fact, the probability for a cow (a sheep or a goat, respectively) to
be false-negative with test 1, knowing that it is already false-negative with test 2, varied from 72.3%
(39.5% or 59%, respectively) under the assumption of conditional independence to 98% (67.5% or 74%,
respectively) under the assumption of conditional dependence. Conversely, conditional dependence
between tests 1 and 3 and between tests 2 and 3 was lower and 95% credibility intervals included zero.
Conditional dependence for truly seronegative cattle, sheep and goats was low but strictly positive for
all pairs of tests. Additionally, all 95% credibility intervals were strictly positive: for example, the
probability for a goat to be false-positive with test 1, knowing that it is already false-positive with test 2
(or with test 3), varied from 0.9% under the assumption of conditional independence to 39.3% (or 14.3%)
under the assumption of conditional dependence.
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Figure B-5 : Point estimates (dot) and 95% credibility intervals (lines) of the pairwise conditional dependence
terms between each pair of tests in each species.

Vser,1, noted Se _Tle for truly seropositive animals and Y spr,1, Noted Sp _Tle for truly seronegative
animals, K,| € {1,2,3}.

11.3. Between- and within-herd seroprevalence accounting for diagnostic errors

The between-herd seroprevalence estimates varied among departments for all species (Figure B-6):
some departments had few seropositive herds whereas others had almost all herds seropositive for one
or multiple species. Interestingly, in seven of the ten departments, between-herd seroprevalence
estimates were in a similar range for sheep and goats, whereas they differed for cattle.

Species ® Cattle Goats ® Sheep
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Figure B-6 : Posterior estimates of the between-herd seroprevalence for each department and species.
Dots represent point estimates and plain lines their 95% credibility intervals. The between-herd seroprevalence
shown for department G was estimated with the model ran only with herds from this department (see text and

Annexes partie 1.V. for details).
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The distributions of within-herd seroprevalence values (Figure B-7) were wide in each species and
tended to be higher in seropositive goat herds (with a median of 72.6% [62.1; 88.8]) than in cattle (47.3%
[34.8; 63.7]) and sheep (41.9% [31.9; 56.1]) herds. The proportion of herds with a within-herd
seroprevalence below 20% was also lower for goats (4.4% [0.7; 11.9]) than for cattle (14.5% [3.1; 28.8])
and for sheep (17.4% [6.3; 31.2]). Furthermore, 5% of seropositive herds had a seroprevalence below
21.0% [8.8; 36.2] for goats, while they had a seroprevalence below 10.0% [3.3; 23.7] for cattle, and below
9.0% [3.1; 18.3] for sheep. The proportion of herds displaying a high within-herd seroprevalence was
also high for goats, as compared to the other species: 38.9% [25.2; 61.5] of seropositive goat herds had
a within-herd seroprevalence above 80%, while this proportion was only 10.3% [2.4; 29.3] in cattle herds
and 6.0% [1.0; 21.0] in sheep herds. Additionally, 95% of seropositive herds had a within-herd
seroprevalence below 98% [93.8; 99.9] for goats, while it was below 86.7% [74.4%; 97.4] for cattle and
82% [69%; 94.5] for sheep.

Cattle , Goats _ Sheep
1.0 ' :

0.81
0.6 1
0.4 1

0.2 1

0.0 #= ; - :
00 02 04 06 08 1000 02 04 06 08 1000 0.2 04 06 08 1.0
Within-herd prevalence
Figure B-7 : Predicted cumulative distribution functions of the within-herd seroprevalence in seropositive herds for
each species.
Plain and dashed lines represent the median and the 95% credible intervals of the predicted quantiles,

respectively. Vertical plain and dotted lines highlight point estimates of the median, 5th and 95th percentiles of
the predicted distribution of the within-herd seroprevalence.

Cumulative distributive function

11l.4. Optimal sample size accounting for herd sensitivity and specificity

HSe values rapidly increased with the sample size, while HSp values decreased, as expected when
considering a herd seropositive if at least one animal tests positive (Figure B-8). Using a similar sample
size, test 3 was the test with the highest HSe but also the lowest HSp. The optimal sample size for
maximizing both HSe and HSp varied depending on the test and animal species considered (e.g., the
point estimate was 3 animals in goat herds for test 3 and at least 20 animals in sheep herds for test 1).
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Figure B-8 : Posterior estimates of the herd sensitivities (HSe: probability that at least one animal is positive to the
test in a seropositive herd) and specificities (HSp: probability that all animals are negative to the test in a
seronegative herd) of the three tests for each species.

The sample size per herd varies from 1 to 20 animals. HSe and HSp were integrated across the whole distribution
of the within-herd seroprevalence in each species. Plain and dotted lines represent the median and the 95%
credible interval of each parameter. Dot dashed vertical lines represent the optimal sample size (maximizing the
Youden Index) for each test and species. All lines are colored in red, green and blue, respectively for tests 1, 2 and
3.

111.5. Accuracy of the model

I11.L5.1 Comparison of Cauchy and uniform prior distributions

Point estimates of conditional dependence terms obtained with Cauchy prior distribution (hereafter
named Cauchy model) were generally closer to the true value used to generate the datasets than point
estimates obtained with uniform prior distribution (hereafter named uniform model) (Figures 3, 4 and
5 of Annexes partie 1.111.2). The Cauchy model presented a lower negative mean bias and a higher
coverage probability than the uniform model for all Se and Sp estimators in cattle and goats for all
scenarios (except scenario 4), and in sheep for scenarios 2 and 3 (Table 6 and 8 of in Annexes partie
1.111.2 ). The square roots of the quadratic error means of Se and Sp estimators of both models were low;
they were lower for the Cauchy model in all scenarios (except scenario 4) in cattle and goats, and for
scenarios 2 and 3 in sheep (Table 7 and 9 of in Annexes partie 1.111.2 ).

1.5.2  Accuracy of the latent class model retained in the current study

Point estimates of the Se and Sp values assessed in cattle and goats were generally close and centered
on the true values used to generate the datasets, while they were generally less than their respective
true values in sheep (Figures 3, 4 and 5 of Annexes partie 1.111.2). The overall mean of the mean bias for
Se and Sp estimators ranged between -0.0089 and -0.0028 across all scenarios for goats, between -
0.0298 and -0.0102 for sheep, and between -0.0183 and -0.0025 for cattle (Table 6 of Annexes partie
1.111.2). The mean coverage probability considering all Se and Sp estimators ranged between 0.805 and
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0.948 across all scenarios for goats, between 0.790 and 0.931 for sheep, and between 0.878 and 0.970
for cattle, respectively (Table 7, Annexes partie 1.111.2). Although point estimates of Se in sheep seemed
biased and might underestimate the Se of the test from -0.0113 to -0.0983, 95% credible intervals
contained the true value used to generate the dataset in more than 90% of cases.

111.5.3 Sensitivity analysis

Posterior estimates obtained when considering uniform prior distribution for conditional dependence
terms (see Annexes partie 1.VI) were very close to those obtained with Cauchy prior distribution, with a
difference of less than 0.5% for Se estimates in sheep (less than 1.4% and 3.6% in goats and cattle
respectively), and a difference of less than 0.1% for Sp estimates in sheep (less than 0.1% and 0.4% in
goats and cattle respectively).

V. Discussion

According to both the World Organisation for Animal Health (OIE) and EFSA, ELISA methods are the
reference tests for the serological diagnosis of C. burnetii infection in animals (OIE, 2018; Sidi-Boumedine
et al., 2010). Nevertheless, in the absence of a gold standard, these tests are not well characterized and
interpretation of their results at the individual and herd levels can be biased.

We used LCMs to assess the diagnostic performances of the three commonly used ELISA tests at the
respective positivity or doubtful thresholds provided by their manufacturers. Our results allow for better
interpretation of these tests and are essential to optimize their implementation as part of
epidemiological studies.

Overall, when all hypotheses are verified, the estimation of diagnostic performances from LCMs is less
biased than when it is based on an imperfect reference test or on samples of “known-status”.
Importantly, using an imperfect gold standard leads to the assessment of relative Se and Sp values
(Collins and Huynh, 2014; Kostoulas et al., 2017; Umemneku Chikere et al., 2019). Moreover, unlike
studies based on samples of ‘known-status’, LCMs can be used to analyze data collected from the target
population in which the diagnostic tests are to be applied in practice (i.e., a population for which the
true individual status remains unknown).

IV.1. Applicability of the data

The animals tested in this study constitute a subsample of a former survey, in which herds were
randomly selected within ten French departments (Gache et al., 2017). This subsample was not strictly
random since we used the serum samples collected from the first 10 to 13 herds sampled by
veterinarians in each department, which are 14.5%, 29.5% and 17.3% of the cattle, goat and sheep herds
from the original survey, respectively. For this reason, a sampling bias could not be entirely ruled out:
for instance, we may hypothesize that the earliest sampled herds were more likely to have reproductive
disorders and/or to belong to farmers with a greater interest to search for C. burnetii infection (i.e.
farmers with previous experience of Q fever abortions in their herd). Although the potential bias induced
by this sampling procedure may have a minor impact on within- or between-herd seroprevalence
estimates in each department, it is unlikely to impact the estimations of the tests’ diagnostic
performances.

Given the origin of these data, the diagnostic performance estimates obtained in this study are
essentially relevant to plan or analyze the results of epidemiological studies dealing with screening or
active monitoring data. For the clinical diagnosis of Q fever, the current recommendations are to
perform a group diagnosis (at the herd scale) and to use serology as a complement to PCR direct
diagnosis(Sidi-Boumedine et al., 2010). However, our data were not specifically collected from herds
with reproductive disorders such as series of abortions (i.e., herds with a clinical suspicion of Q fever),
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and we cannot ascertain whether diagnostic performances of the three ELISA tests are similar in this
context. For example, in herds suspected of clinical Q fever, Se might be higher if most animals that
suffer from acute infection display high antibody titers or, conversely, lower if they have not yet
seroconverted. Therefore, the Se and Sp values estimated in our study are a priori not optimal for use
when the tests are performed for diagnostic purposes in an abortive context.

IV.2. Definition of the latent status

The latent status is unobserved. It is only assessed by the model as a computer-based consensus
between tests and it must be cautiously interpreted. The LCMs were run with data resulting from three
ELISA tests that all detect circulating antibodies against C. burnetii. Thus, we assumed that the latent
status modelled corresponds to “the presence or absence of C. burnetii-specific antibodies in a serum
sample”: the Se and Sp estimates therefore correspond to the diagnostic performances of these ELISA
tests to detect truly seropositive or truly seronegative animals. As previously mentioned in the
paragraph about the applicability of the data, the latent status modelled does not (and cannot be
extrapolated to) identify animals vaccinated against Q fever or establishing animal freedom from
infection or defining C. burnetii shedding status or attributing abortions to C. burnetii. Clearly, defining
a C. burnetii infection status is complex and requires specific sampling strategies that need to be
interpreted in the context of each herd history (abortions, vaccination, movement and introduction,
etc.)(OIE, 2018).

IV.3. Constant accuracy across populations

The hypothesis of constant accuracy across the populations was overall satisfied at the scale of the
department, except for test 1 performed in cattle sampled from department G. Therefore, we
considered that the variations of diagnostic performances across populations were negligible, excluding
cattle herds from department G.

The proportion of cows positive to test 1 and negative to tests 2 and 3 was higher in department G. The
model considered these cows as false-positive due to lower Sp of test 1 in cattle in this area (Annexes
partie 1.V). This result is consistent with the fact that abortions were rarely attributed to C. burnetii in
this department for at least the past decade, according to the quantitative PCR results obtained by the
veterinary laboratory responsible for the diagnosis of abortions in this area. These false-positive cows
were sampled from several herds (9 out of the 10 herds sampled in this department). We were not able
to identify any specific factor (i.e., age, parity, geographic area) associated with this result. We also
discarded the hypothesis of a technical issue at the laboratories because positive and negative controls
of each ELISA fulfil the validity criteria defined by the manufacturer. We also discarded a batch effect of
test 1: although all cattle from department G were tested with a same batch of test 1, this batch was
also used for other species and departments.

Overall, these results point out a potential lack of Sp of test 1 in some epidemiological contexts, at least
when applied to cattle. This lack of Sp might be related to the antigen preparation of this test, based on
the tick-isolated Nine Mile reference strain: we may hypothesize that this antigen cross-reacts with
antibodies against other bacterial species (Edouard et al., 2017; La Scola and Raoult, 1996; Lukacova et
al., 1999), especially some Coxiella-like bacteria (Duron et al., 2015; Jourdain et al., 2015); however, data
are lacking to assess whether cattle are particularly exposed to Coxiella-like bacteria in this department.
Overall, we conclude that test 1 should be used and interpreted carefully in cattle because false-positive
results may occur, at least in some geographic areas.

IV.4. Sensitivity and specificity estimates

According to our global models (cattle from department G being excluded), the three tests were highly
specific, especially for goats and sheep, but poorly sensitive, with Se estimates particularly low (they
were below 76% for tests 1 and 2 in all species). This result supports the current recommendations of
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the OIE that ELISA tests should not be used for the diagnosis of C. burnetii infection at the individual
level(OIE, 2018). Although test 3 was the most sensitive in all species, it was also the least specific in
cattle and goats. The variation in Se and Sp estimates between domestic ruminant species (Figure B-4)
is noteworthy, and was already outlined in previous studies (Horigan et al., 2011; Lucchese et al., 2016;
Stellfeld et al., 2020). This result points out the importance of considering the species on which a test is
intended to be applied when choosing an ELISA test.

IV.4.1 Comparison with previous studies

The Sp and Se estimates of the current study are respectively similar and lower than those reported in
previous studies (Horigan et al., 2011; Lucchese et al., 2016; Muleme et al., 2016; Paul et al., 2013; Wood
et al., 2019). We explain this difference by the fact that our models provide accurate estimations of the
conditional dependence between the three ELISA tests. In particular, the conditional dependence for
seropositive animals between tests 1 and 2 was greater than 0.1 in all species, which is high compared
to the value estimated in other studies, in which conditional dependence was either omitted (and fixed
to 0) (Horigan et al., 2011; Lucchese et al., 2016) or estimated at low values (Lucchese et al., 2016;
Muleme et al., 2016; Paul et al., 2013; Wood et al., 2019) (0.004 to 0.013 according to Lucchese et al.
for the same tests 1 and 2 (Lucchese et al., 2016)).

The high positive conditional dependence between tests 1 and 2 in all species for truly seropositive
animals results from a large increase of the probability of mutual false-negative results between tests 1
and 2, compared to the situation where tests are conditionally independent. The estimates of the
conditional dependence for seronegative animals between all pairs of tests were low but strictly
positive. As a result, even though false-positive animals are rare (because specificities of the tests are
high), the probability that an animal would be falsely positive to a test, given that it is already false-
positive to another test, is relatively high. Therefore, when suspecting one serum to be falsely positive
to one of the three ELISA tests, the procedure for testing this serum with another ELISA test will generally
also provide a positive result, even if the animal is truly seronegative.

IV.4.2 Differences between the three ELISA tests

Our main hypothesis to explain discrepancies in diagnostic performance estimates between the current
and previous studies was that our study considered simultaneously all three ELISA tests and their
conditional dependence. As a consequence, the models from previous studies might be adjusted to a
latent status that is different from the one in our study (i.e., “the presence or absence of C. burnetii-
specific antibodies in a serum sample according to the combination of tests 1, 2 and 3”) (Spencer, 2012).
In previous studies, only test 1 (Lucchese et al., 2016; Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019) and/or
test 2 (Lucchese et al., 2016; Paul et al., 2013) were investigated, sometimes in comparison with CFT
(Lucchese et al., 2016) or IFA (Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019).

Because Paul et al. (Paul et al., 2013) used the same ELISA test (test 2) on two different biological samples
(milk and serum), their modelled latent status was likely “being seropositive with test 2”. Regarding the
studies of Muleme et al. (Muleme et al., 2016), Lucchese et al. (Lucchese et al., 2016) and Wood et al.
(Wood et al., 2019), the modelled latent status may stand for “being seropositive with test 1 and/or test
2”7, which is different from being seropositive with the combination of tests 1, 2 and 3. In our study, tests
1 and 2 displayed the highest pairwise conditional dependence for seropositive animals (Figure B-5).
Therefore, tests 1 and 2 tend towards the same results in truly seropositive individuals and, for example,
if one individual is false-negative (or true-positive) with test 1, it will probably also be false-negative (or
true-positive) with test 2. Moreover, because in our study these tests are less sensitive and slightly more
specific than test 3, it is possible that these two tests detect only individuals displaying levels of
antibodies higher than those detected with test 3; if this assumption is correct, the differences between
the Se values estimated in our and other studies may be explained by the fact that the latent status
modelled involuntary differed, being “displaying a high level of antibodies against C. burnetii” in previous
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studies (Lucchese et al., 2016; Muleme et al., 2016; Wood et al., 2019) against “displaying both low and
high levels of antibody against C. burnetii” in the current study.

IV.4.3 Conditional dependences between tests

The assessment of conditional dependence between tests is a complex issue in LCMs (Albert and Dodd,
2004; Menten et al., 2008). In this study, the results of simulations (Annexes partie 1.11l.) show that our
model accurately estimated conditional dependence between tests. We hypothesize that we succeeded
in estimating high conditional dependence estimates because test 3 was more sensitive and almost as
specific as the other two tests, which allowed us to consider that some individuals, negative with both
tests 1 and 2 but positive with test 3, were actually truly seropositive.

An alternative might be that test 3 was poorly specific and that the estimates of the current study were
biased by the inclusion of a non-specific test; however, if test 3 really lacked Sp, we would expect to
observe only few herds with no animal positive to test 3, which was not supported by our data (130
herds among the 308 included in the study were entirely negative with test 3). Moreover, the simulation
of scenario 5 demonstrated that the inclusion of a less specific test does not bias significantly the
posterior estimates of our model (Annexes partie 1.1IL.).

IV.5. Between- and within-herd seroprevalence estimates

IV.5.1 Between-herd seroprevalence

Between-herd seroprevalence estimates were highly variable among geographic areas (Figure B-6), with
wide credible intervals due to the small number of herds considered (n=9 to 13 per department).
Between-herd seroprevalence was estimated to be greater than 75% in four departments for goat and
sheep herds, and in one department for cattle herds. Conversely, less than 25% of herds were
seropositive in five departments for cattle and sheep herds, and in four departments for goat herds. The
estimates of the current study are overall similar to those of the original survey (Gache et al., 2017),
except that the values are lower (respectively higher) in departments with low (respectively high)
between-herd seroprevalence in the original survey.

We explain the higher number of seropositive herds in endemic departments found in our study by the
fact that the study of Gache et al. (Gache et al., 2017) was based only on test 2, which is less sensitive
than test 3 according to our model; and we explain the detection of fewer false-positive herds in
departments where C. burnetii infection is rare by the fact that we modelled the imperfect Sp of the
tests. Interestingly, similar seroprevalence values were observed in sheep and goat herds in several
departments; in addition to the fact that C. burnetii strains circulating in sheep and goats present
genotypic similarities (Joulié et al., 2017), this observation supports the hypothesis that C. burnetii is
more frequently transmitted between sheep and goat herds than between cattle and small ruminants
herds.

IV.5.2 Within-herd seroprevalence

Regarding within-herd seroprevalence, the ranges of the estimates were wide in all species, some herds
having a low proportion of seropositive animals, while others had a high proportion. As expected, since
the original survey was based on test 2, which is less sensitive than test 3, the within-herd
seroprevalence was overall higher in our study than in the original survey (Gache et al., 2017). Moreover,
both studies revealed greater within-herd seroprevalence levels in goat herds compared to cattle and
sheep herds; these differences are consistent with more active bacterial circulation in goat herds due to
the massive shedding of C. burnetii and the higher rate of abortions attributed to C. burnetii reported in
this species (Alvarez-Alonso et al., 2018; Carrié et al., 2019; de Cremoux et al., 2012; Rousset et al., 2009).
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IV.6. Herd sensitivity and specificity

We chose to calculate HSe and HSp by weighting them across the whole distribution of within-herd
seroprevalence in each species, instead of fixing an arbitrary within-herd seroprevalence value (such as
the mean or median of its distribution). In this way, estimated values of HSe and HSp are more
representative of field situations. Clearly, within-herd seroprevalence is generally not known in advance
when preparing a sample plan. Moreover, we calculated HSe and HSp with the aim of detecting all truly
seropositive herds, including those with low within-herd seroprevalence (i.e. a herd is considered truly
seropositive if at least one parous female is truly seropositive out of the total number of parous females
present in the herd). We assume that this target stands for the question “is the herd free of C. burnetii
or not?”, but it might not be relevant for diagnostic purposes in an abortive context. Indeed, the targeted
seroprevalence required to attribute abortion waves to C. burnetii is generally higher, as recommended
by EFSA in complement to quantitative PCR (Sidi-Boumedine et al., 2010).

We chose to consider that a herd was seropositive if at least one parous female tested positive, and we
assessed the optimal sample size to maximize both HSe and HSp for every test and species. Despite low
individual Se, HSe rapidly increased with the number of animals tested for all three ELISA tests (Figure
B-8). This result shows that, when a herd is considered seropositive as soon as one animal tests positive,
the lack of Se of a test becomes unproblematic at the herd level, if several animals are tested.
Conversely, HSp rapidly decreased with the number of animals tested; thus, moderate Sp differences at
the individual level are amplified at the herd level. Therefore, when establishing a sampling scheme, a
compromise is needed between sampling many animals (in order to increase the probability of sampling
truly seropositive animals) and sampling few animals (in order to avoid false-positive results in truly
seronegative herds). Overall, we recommend considering an optimal sample size, maximizing both HSe
and HSp. This sample size varies depending on the considered test and ruminant species: in practice, the
choice of an optimal test and sampling strategy should be made after a cost-effectiveness analysis
depending on the aim of the screening (e.g., epidemiology, animal introduction, herd status, etc.) and
the cost of sampling and testing any supplemental animal.

IV.7. Validity of the model

The model developed by Wang et al. in 2017 (Wang et al., 2017b) was adapted for the purpose of this
study because it allowed for modelling conditional dependence among multiple tests based on a same
biological process. The major adjustment of the model concerned the hierarchical structure of the
WHP distribution (i.e. a zero-inflated beta-binomial distribution) which allowed us to account for the
presence of herds free of seropositive animals (McAloon et al., 2016; Pozzato et al., 2011; Verdugo et
al., 2015). This hierarchical structure associated with LCMs was shown to be accurate to assess between-
herd seroprevalence in the case of high between-herd seroprevalence and Se values (McAloon et al.,
2019), which is the case for at least one of the tests and some departments in the current study.

IV.7.1 Identifiability of the model

For each investigated ruminant species, we independently applied a LCM considering three different
serological tests performed on numerous populations (each of the 106 cattle herds, 103 goat herds, and
99 sheep herds were considered a distinct population). The LCMs included 28 parameters, i.e., the Se
and Sp of the three tests, the eight conditional dependence terms, the ten between-herd seroprevalence
terms, and the two hyper-parameters of the within-herd distributions. For LCMs based on three tests,
there are seven degrees of freedom for each population, corresponding to the possible number of
categories of the cross-classified test results minus one (Pepe and Janes, 2007). Our model was therefore
theoretically identifiable if at least four populations with distinct seroprevalence levels were included in
the dataset. Based on apparent between- and within-herd seroprevalence levels reported in the original
survey (Gache et al., 2017), we hypothesized that many herds (apart from seronegative herds for which
seroprevalence is nil) would display distinct and contrasted seroprevalence levels. Accordingly, within-
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herd seroprevalence estimates modeled in all three species displayed wide ranges, which means that
the number of populations with distinct seroprevalence levels was much greater than four. Thus, the
number of degrees of freedom of our dataset was greater than the minimum required for model
identifiability. In addition, the convergence of all LCMs met the expectations (see trace plots and Gelman
and Rubin’s statistics in the Additional file 2 in online version of this article).

IV.7.2 Importance of the prior

Because the model was identifiable and the dataset of high quality, we used non-informative prior
distributions for all parameters of the model (Tableau B-3). We chose a beta(0.5,0.5) distribution for

all probability parameters (Zhu and Lu, 2004), and a Cauchy distribution of location 0 and scale 0.039 for
conditional dependence terms (chosen so that the 2.5 and 97.5 percentiles were fixed at -0.5 and 0.5,
respectively). The choice of Cauchy prior distribution was motivated by the fact that, based on the
authors’ experience, the use of a uniform distribution for conditional dependence terms (as suggested
by Wang et al. (Wang et al., 2017b)) generally favors posterior estimates with relatively high conditional
dependence values, even when tests are conditionally independent. In contrast, Cauchy prior
distribution, which was recommended for use as a default prior distribution for various models (Gelman,
2006; Gelman et al., 2008), peaks at its location and has long tail ends. Therefore, it allows for occasional
large coefficients while still performing a reasonable amount of shrinkage for coefficients near zero
(Gelman et al., 2008). As a result, in our case, Cauchy prior distribution favors posterior estimates with
relatively low conditional dependence terms, while it allows the convergence of the models toward high
conditional dependence terms if suggested by the data.

The simulations performed in this study confirmed that Cauchy prior distribution outperforms uniform
distribution for conditional dependence terms because it leads to lower negative bias, higher coverage
probability, and lower quadratic error mean in all tested scenarios, except those with very low Se values
(scenario 4 in cattle and goats, and scenarios 1, 4 and 5 in sheep, see Annexes partie 1.lll for details).
Overall, thanks to the high number of animals included in the current study, the impact of prior
distributions used for conditional dependence terms was limited, as shown by the similarity of posterior
estimates obtained with uniform or Cauchy prior distributions (see results of the sensitivity analysis in
Annexes partie 1.VI). Finally, the weak overlaps between posterior and prior distributions confirmed
that posterior estimates of the current study are mostly obtained from the information included in the
dataset (see output of the model in the Additional file 2 in online version of this article).

IV.7.3 Accuracy of the model

The results of the simulations (Annexes partie 1.1ll show that the mean negative bias regarding Se and
Sp estimators of our model is less than -0.01 in goats, -0.02 in cattle and -0.03 in sheep. The best
performances estimated with our model for goats might be attributed to higher levels of within-herd
seroprevalence in seropositive goat herds compared to sheep and cattle herds, (with a median of the
within herd seroprevalence distribution estimated at 72.6% for goats and 41.9% and 47.3% for sheep
and cattle, respectively (Figure B-7)). The highest negative bias on the Se estimators for sheep might be
attributed both to lower levels of within-herd seroprevalence in seropositive sheep herds compared to
goat herds and to a lower Se of tests 1 and 2 in this species. Accordingly, in cattle, while Se estimators
of scenarios 1, 2, 3 and 5 show a low negative bias, scenario 4 (the “low Se”) is the most negatively
biased.
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V.

Conclusion

In conclusion, when datasets were generated according to the main assumption of the model, posterior
estimates provided accurate estimations of the true sensitivities and specificities for cattle and goats,
even when the scenarios used to generate the datasets included conditional dependence values that
were lower or higher than in reality. In sheep, Se values might be slightly underestimated but the
coverage probability of their 95% credible intervals remained above 91%, indicating the importance of
considering the whole 95% credible interval when interpreting the results of this study in sheep.

This study is the first to simultaneously assess the diagnostic performances of the three main ELISA tests
commercialized for the serological diagnosis of C. burnetii infection in domestic ruminants. Our results
point out that these tests are less sensitive than estimated in previous studies. The hierarchical beta-
binomial LCM developed for the current study may be applied in the future to more than three tests, or
to other diseases.
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C. PARTIE 2 : ESTIMATION DES DISTRIBUTIONS DES SEROPREVALENCES
INTRA- ET INTER-ELEVAGES DE L' INFECTION PAR Coxiella burnetii CHEZ
LES RUMINANTS DOMESTIQUES EN PRENANT EN COMPTE L'INCERTITUDE
DIAGNOSTIQUE DU TEST UTILISE
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PREAMBULE

A partir de I’ensemble des données de I'enquéte sérologique du dispositif de surveillances de la fiévre
Q analysées avec le test 2 et des estimations de sensibilité et spécificité du test 2 réalisées dans la partie
1, les objectifs de cette étude étaient d’estimer (1) la distribution des séroprévalences intra-élevages
réelles dans les élevages réellement séropositifs et (2) la distribution des séroprévalences inter-élevages
réelles a I’échelle des départements, en prenant en compte l'incertitude diagnostique du test 2 (Figure
C-1). Apres avoir brievement rappelé le contexte de cette étude et présenté les méthodes utilisées pour
prendre en compte l'incertitude diagnostique, nous présenterons les données, la méthode et les
résultats de la partie 2. Enfin, nous discuterons les résultats obtenus au regard des études préalables
réalisées et de I'intérét de la prise en compte de la méthode utilisée.
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Figure C-1 : Données et informations utilisées pour estimer les séroprévalences intra- et inter-élevages des
infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques.

Se : Sensibilité, Sp : Spécificité, WHP : séroprévalence réelle intra-élevage, BHP : séroprévalence réelle inter-
élevage.

l. Introduction

.1. Contexte de I'étude

En France, la premiére vaste enquéte enquéte épidémiologique (et derniere en date) sur la fievre Q
chez les ruminants domestiques a été réalisée entre 2012 et 2015. Elle a permis de collecter les données
sérologiques de 9972 bovins, 5024 caprins et 7632 ovins issus respectivement de 731, 349 et 522
élevages francais sélectionnés de fagon aléatoire dans 10 départements francais. En I'absence de
données relatives aux performances diagnostiques du test sérologique utilisé, ces données ont été
analysées en considérant que le test avait une sensibilité et une spécificité parfaites (Gache et al., 2017).
A partir de ces données, des séroprévalences apparentes intra- et inter-élevages apparentes ont été
estimées et définies comme les proportions d’individus testés positifs dans chaque élevage et les
proportions d’élevages ayant au moins un individu testé positif. L'étude a permis, de plus, de mettre en
évidence des différences de séroprévalences apparentes entre espéces de ruminants (séroprévalences
apparentes plus élevées chez les caprins que chez les bovins et ovins) et entre types de production au
sein de chaque espece (séroprévalences apparentes plus élevées chez les bovins laitiers que chez les
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bovins allaitants).

L’étude réalisée dans la Partie 1 de la thése a été réalisée sur un sous-échantillon de sérums issu de cette
enquéte et a permis d’estimer les sensibilité et spécificité du test sérologique utilisé dans le cadre de
I’enquéte épidémiologique. Le test s’est avéré relativement peu sensible (Se entre 54 et 75%) et pas
parfaitement spécifique (Sp de 87 a 99%) selon I'espece de ruminants. L’absence de prise en compte de
cette incertitude diagnostique peut avoir des conséquences importantes sur les valeurs estimées des
séroprévalences. D’'une part, le test étant peu sensible, il est probable que les séroprévalences intra-
élevages aient été sous-estimées. D’autre part, le test n’étant pas parfaitement spécifique et les
troupeaux ayant été considérés comme séropositifs a partir d’un animal testé positif, il est probable que
les séroprévalences inter-élevages aient été, elles, surestimées. Les élevages olu un seul animal était
positif correspondaient plus probablement a des élevages faussement séropositifs.

Pour avoir une information non biaisée sur le niveau de séroprévalence de C. burnetii a I’échelle des 10
départements francais, il serait donc pertinent de réévaluer les séroprévalences inter- et intra-élevages
en prenant en compte l'incertitude associée au test sérologique utilisé.

.2. Méthode de prise en compte de l'incertitude diagnostique pour estimer des séropréva-
lences intra- et inter-élevages

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour estimer la prévalence réelle d’'une maladie en prenant en
compte l'incertitude diagnostique du test utilisé. En 1978, Rogan et Gladen ont proposé une méthode
algébrique qui consiste a inverser la formule de calcul de la prévalence apparente (

P, =SexP+(1-Sp)x(1-P), avec P,

app app
et Se et Sp les sensibilité et spécificité du test) (Rogan and Gladen, 1978). Cette méthode permet de
calculer la prévalence réelle a partir de la prévalence apparente et des Se et SP du test selon la
P tSP-1
Se+Sp-1
études, y compris pour estimer les séroprévalences de la fievre Q (Rizzo et al., 2016; Ruiz-Fons et al.,
2010; Wolf et al.,, 2020). Elle n’est cependant pas applicable lorsque la prévalence apparente est

supérieure a la sensibilité du test (dans ce cas P, +Sp—1>Se+3p—1, donc P serait supérieure a

la prévalence apparente, P la prévalence de la maladie

formule suivante : P = . Cette méthode algébrique a été utilisée dans de nombreuses

1) ou inférieure a 1-Sp (dans ce cas Papp +Sp —1 est négative et P serait négative). De plus, cette

méthode ne permet pas de prendre en compte l'incertitude associée aux estimations des Se et Sp en
I’absence de gold standard (Flor et al., 2020; Lang and Reiczigel, 2014).

Afin de pallier les défauts de la méthode proposée par Rogan et Gladen, différents modéles ont été mis
au point pour estimer des prévalences réelles en prenant en compte l'incertitude diagnostique du ou
des tests utilisés. Les plus utilisées modélisent le nombre d’individus positifs selon une distribution
binomiale dont la probabilité dépend des prévalences et des sensibilité et spécificité du test (Hanson et
al., 2003) ou des tests (Branscum et al., 2004) utilisés. Ces modéles sont généralement structurés de
facon hiérarchique. La modélisation d’un statut vis-a-vis de la maladie pour chaque élevage (« est-ce
que la maladie est présente ou non dans I'élevage ») est modélisée avec une distribution de Bernoulli
de probabilité égale a la prévalence inter-élevage. Les prévalences intra-élevages dans les élevages ol
la maladie est présente sont ensuite modélisées en utilisant soit une distribution beta (Branscum et al.,
2004; Fernandes et al., 2019; Hanson et al., 2003; Liapi et al., 2011; McAloon et al., 2016; Okura et al.,
2010; Paul et al., 2014; Pozzato et al., 2011; Suess et al., 2002; Verdugo et al., 2015) soit une distribution
normale avec un lien logit (Angelidou et al., 2014; Fernandes et al., 2019; Koop et al., 2013; Okura et al.,
2010; Paul et al., 2014). Les modéles utilisant une distribution normale permettent également d’évaluer
I'effet de facteurs de risque (e.g., race des animaux, taille des élevages, etc.) sur la prévalence d’une
maladie. Ainsi des modeles de régression logistique ont été développés a I'échelle intra-élevage
(Angelidou et al., 2014; Koop et al., 2013; Okura et al., 2010; Paul et al., 2014; Wolf et al., 2014), ou inter-
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élevage (Fernandes et al., 2019). Les régressions logistiques modélisent également I'ensemble de la
distribution des prévalences intra-élevages ou inter-élevages en estimant la moyenne et I'écart-type de
ces distributions aprés une transformation logit (Fernandes et al., 2019; Koop et al., 2013; Okura et al.,
2010; Paul et al., 2014).

A notre connaissance, les performances et les biais potentiels de ce type de modeéle ont été évalués par
simulation que dans I'étude de McAllon et al.(McAloon et al., 2019). Cette étude comprenait plusieurs
scénarios de simulation relatifs a la situation épidémiologique de la paratuberculose chez les bovins. Elle
a montré que, quelle que soit la méthode utilisée (modélisation de la prévalence intra-élevage avec une
loi beta ou logit-normale), les performances de ces modeles étaient basses, avec généralement une
surestimation de la proportion d’élevages séropositifs. Néanmoins, les performances de ces modeles
semblaient meilleures lorsque les prévalences réelles intra-élevages étaient supérieures a 30 %, ce qui
est le cas de la séroprévalence intra-élevage de la fievre Q en France (Partie 1 11.2.7). Enfin, les
estimations obtenues par ces auteurs étaient variables en fonction du type de distribution a priori
utilisée.

Pour limiter les conséquences des distributions a priori utilisées, la plupart des études ont utilisé des
priors peu informatifs sur la plupart des paramétres du modele (excepté pour les Se et Sp du test utilisé).
Ainsi, dans le cas des études utilisant un modeéle de régression logistique, des lois normales de moyenne
égale a 0 et d’écart-type supérieur a 30 (Fernandes et al., 2019; Koop et al., 2013; Okura et al., 2010;
Paul et al., 2014) et des lois gamma de paramétres inférieurs a 0,001 (Angelidou et al., 2014; Koop et al.,
2013; Okura et al., 2010; Paul et al., 2014) étaient utilisées respectivement pour les moyennes et les
précisions de la distribution des prévalences modélisées. Néanmoins, ce type de distribution a priori
largement étendue peut entrainer la convergence du modele vers des valeurs parfois éloignées du
centre de la distribution a priori et donc potentiellement peu plausibles d’un point de vue biologique ou
épidémiologique. Ainsi certains auteurs préconisent d’utiliser des distributions plus resserrées comme
les distributions Cauchy pour les moyennes (Gelman, 2006) et des distributions « demi-Cauchy » pour
les écarts-types (Gelman, 2006; Polson and Scott, 2012). Etant donné la variabilité des approches
utilisées dans la littérature, le risque de biais important sur les résultats obtenus par ce type de modéle
et leur sensibilité au type de distribution a priori utilisée, 'implémentation de ces modeles doit étre
réalisée avec précaution et doit étre accompagnée d’une évaluation des performances par simulation
(McAloon et al., 2019).

I. Matériel et méthode

11.L1. Données

L'étude a été conduite dans dix départements pilotes présentant un taux de déclaration des
avortements bovins supérieur a la moyenne francgaise. Ce panel de départements devait également
permettre d’assurer une bonne représentation de la diversité des systemes de production et des
typologies d’élevages de ruminants.

Dans chacun des dix départements pilotes, 19 a 106 ateliers de ruminants ont été sélectionnés de fagon
aléatoire parmi les ateliers non vaccinés contre la fievre Q depuis au moins 5 ans et de taille supérieure
a 20 femelles pares chez les bovins et a 50 femelles pares chez les ovins et caprins. Dans chaque atelier
inclus, un préléevement sanguin devait étre réalisé sur11l a 15 femelles pares non vaccinées
sélectionnées selon la convenance du vétérinaire préleveur sans tenir compte d’éventuels troubles de
la reproduction (Gache et al., 2017). Afin de vérifier I'absence de vaccination contre C. burnetii dans
I'atelier, chaque vétérinaire préleveur devait également renseigner le statut vaccinal du troupeau.
Malgré la consigne d’exclure de I’étude les ateliers vaccinés, certains des ateliers prélevés avaient été
vaccinés : ces ateliers ont été exclus de I'étude. Par ailleurs, les ateliers pour lesquels les vétérinaires
préleveurs n’avaient pas renseigné le statut vaccinal ont été inclus dans I’étude (161 ateliers bovins, 55
caprins et 115 ovins), mais les conséquences de leur inclusion ont été évaluées dans I'analyse.
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Finalement, les résultats de sérologie de 9972 bovins issus de 731 ateliers, 5024 caprins issus de 349
ateliers et 7632 ovins issus de 522 ateliers ont été inclus dans I’étude. Les nombres d’ateliers et
d’animaux par département et par espece sont détaillés dans le Tableau C-1. Dans la suite du document,
nous utiliserons de fagon interchangeable les termes « élevage » et « atelier » méme si un élevage peut
contenir plusieurs ateliers d’espéces ou des types de production différents (par exemple, un atelier
laitier et allaitant de la méme espece de ruminants, ou deux ateliers d’espéeces différentes).
L'information concernant la présence d’autres ateliers au sein des élevages sélectionnés n’a pas été
recueillie pendant I'étude.

Tableau C-1 : Nombre d’ateliers et d’animaux inclus pour chaque espéce et chaque département

Départements A B C D E F G H I J

Atelier 59 77 53 68 96 60 78 75 95 70

Bovin
Animaux 795 1032 737 928 1275 809 1171 975 1314 936
Atelier 31 43 11 46 50 8 12 46 56 46

Caprin
Animaux 440 631 196 675 696 119 180 660 768 659
Atelier 77 82 16 25 49 23 44 104 69 33

Ovin
Animaux 1134 1205 238 364 709 336 656 1533 986 471

Les sérums ont été analysés en 2014 et 2015 dans les laboratoires départementaux des différents
départements avec le test 2 (LSIVetTM Ruminant Q fever Serum?). Le seuil de positivité considéré pour
cette étude est celui fourni par le constructeur (sérum positif si le RDO>40 %).

Pour chaque atelier, en complément des résultats sérologiques binaires (positif ou négatif c’est-a-dire
respectivement au-dessus ou en dessus seuil de positivité), des informations sur le type de production
(laitier/allaitant pour les bovins, laitier pour les caprins et laitier/allaitant/mixte/sélection pour les ovins)
et lataille des élevages (nombre de femelles pares présentes au moment du prélevement pour les bovins
et nombre d’animaux présents lors du dernier recensement agraire effectué en 2011 pour les ovins et
caprins) ont été extraites des bases de données SIGAL (base de données nationale du domaine
vétérinaire) et BDNI (base de données nationale d’identification ) respectivement (Figure C-2).

! maintenant dénommé PrioCHECK™ Ruminant Q Fever Ab Plate Kit et commercialisé par ThermoFisher Scientific,
nommeé test 2 dans la partie 1
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Figure C-2 : Taille et types de production des élevages inclus dans I'étude
A : Nombre de troupeaux prélevés par type de production et département. B : Distribution (boxplot) du nombre de
femelles pares présentes dans I'atelier au moment du prélévement pour les bovins ou du nombre d’animaux
présents dans I'atelier en 2011 pour les ovins et caprins des ateliers inclus dans I’étude par département. Les types
d’ateliers sont colorés en fonction du type de production (bleu : laitier, vert : laitier et allaitant, rouge : allaitant,
orange : sélection).
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11.2. Modéle et inférence

11.2.1 Définition des statuts sérologiques a I’échelle des individus et des troupeaux

A I'échelle individuelle, on distingue le statut « testé positif » qui est le résultat du test (observé) et le
statut « réellement séropositif » qui n’est pas directement observé (statut latent estimé par le modele).
Le statut « réellement séropositif » correspond a un individu ayant des anticorps dirigés contre C.
burnetii dans son sérum. La proportion d’individus réellement séropositifs présents dans I'élevage
correspond a la séroprévalence intra-élevage réelle, notée WHP (pour « Within-Herd Prevalence »)
(Figure C-3) et nommeée ci-apres séroprévalence intra-élevage.

De la méme maniére, a I'échelle collective, on distingue le statut « troupeau testé positif » qui est
directement observé et « troupeau réellement séropositif » qui est estimé par le modele. Le statut
« troupeau testé positif » est défini comme un troupeau au sein duquel au moins un animal a été testé
positif. Le statut troupeau « réellement séropositif » correspond a un troupeau ayant au moins un
individu « réellement positif » et dont la séroprévalence intra-élevage est ainsi supérieure ou égale a
1/ Nind ( Nind est le nombre d’individus présents dans I'élevage). La proportion de troupeaux
réellement séropositifs correspond, dans chaque département, a la séroprévalence inter-élevage réelle
notée BHP (pour « Between Herd Prevalence ») Figure C-3 et nommée ci-apres séroprévalence inter-
élevage.
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Figure C-3: Structure hiérarchique du modéle.

Avec N dpt le nombre de départements dans inclus dans I'étude, N le nombre d’élevages dans le i ™€

Herd i

département, N le nombre d’élevages réellement séropositif. N le nombre d’individus dans le J éme

Herd ™" i Ind.jj

élevage du 1™ département et N nd* i le nombre d’individus réellement séropositifs. La séroprévalence intra-
élevage du j¢m élevage du i*™ département (WH Pij ) correspond d la proportion d’individus réellement

séropositifs dans I’élevage. La séroprévalence inter-élevage du €™ département correspond & la proportion de
troupeaux réellement séropositifs dans le département (un troupeau est considéré réellement positif si sa WHP
est supérieura 1/ Nindij le nombre d’individus dans I’élevage).

11.2.2  Principe et hypothéses principales du modéle

Afin de modéliser a la fois la distribution des séroprévalences inter- et intra-élevage, un modeéle de
régression logistique en deux parties a été construit et adapté a partir des différents modeles décrits
dans la littérature scientifique (McAloon et al., 2019; Paul et al., 2014; Suess et al., 2002). Le modele
complet est détaillé dans les paragraphes suivants et le diagramme acyclique dirigé (DAG) est présenté
en Figure C-4.

Les séroprévalences inter-élevages de chaque département sont modélisées avec un modele de
régression logistique a effet aléatoire sur le département. Les séroprévalences intra-élevages de chaque
élevage sont modélisées avec un modele de régression logistique augmentée en 0 a effet aléatoire sur
I’élevage. On suppose que les deux effets aléatoires suivent une loi normale a I’échelle logit et que la
distribution des séroprévalences intra-élevage dans I'ensemble des départements peut étre modélisée
a I'aide d’une seule distribution (autrement dit que les moyennes et variabilités des séroprévalences
intra-élevages des élevages séropositifs sont similaires dans tous les départements étudiés).

L'incertitude diagnostique est prise en compte par une loi binomiale modélisant le nombre d’animaux
testés positifs dans chaque élevage, dont la probabilité dépendant de la séroprévalence intra-élevage
et des sensibilité et spécificité du test utilisé. Le méme modeéle est utilisé pour chaque espéce de
ruminant domestique, mais de fagon indépendante.

Deux versions alternatives du modele original ont été implémentées pour vérifier la robustesse du
modele original décrit dans la section 11.2.3. Les versions alternatives sont décrites succinctement dans
la section 11.4.5.
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Figure C-4 : Diagramme acyclique dirigé du modeéle original, chaque nceud étant représenté par un cercle (pour les
variables) ou un carré (pour les covariables).

Les nceuds correspondant aux parametres a estimer sont colorés en gris. Les fleches en traits pleins et pointillés
représentent respectivement les liens stochastiques et déterministes.

11.2.3  Description du modele original

11.2.3.1 Prise en compte de 'incertitude diagnostique

Le statut sérologique vis-a-vis des infections par C. burnetii du i*™ élevage du J ®™ département est
noté HerdStatus;, il est égal a O si I'élevage est réellement séronégatif (séroprévalence intra-élevage

nulle) et égale a 1 s’il est réellement séropositif (séroprévalence intra-élevage >0). HerdStatus; suitune
loi de Bernoulli de probabilité égale a BHR, , la probabilité de séropositivité du i*" élevage du J *"

département :

(2.1) HerdStatus; ~ bern(BHP; )

La prévalence intra-élevage du iéme élevage du ] éme département, WHP, , est égale a 0 dans les

troupeaux réellement séronégatifsoua P dans les troupeaux séropositifs :

cond ij

(22)WHP, =P

cond ij

x HerdStatus;

Avec P la prévalence conditionnelle intra-élevage du iéme élevage du ] éme département, c’est

cond ij
a dire la prévalence intra-élevage de I'élevage si celui-ci est réellement séropositif. Pour que P, j reste
dans des valeurs cohérentes et pour éviter que certains élevages soient considérés comme séropositifs

avec une séroprévalence intra-élevage non nulle, mais tres faible, P, ; est supposée supérieure ou
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égale a 1 divisé par le nombre d’individus présents dans |'élevage.

Le nombre d’animaux testés positifs dans le i éme élevage du ] éme département (noté Npos; ) parmi

les Nsample; animaux prélevés, suit une loi binomiale de taille Nsample; et de probabilité P,

ij

exprimées en fonction de la séroprévalence intra-élevage (WHPiJ. ) et des sensibilité (notée Se) et

spécificité (notée Sp ) du test sérologique utilisé :

P —WHP. x Se+(1—WHP, )x (1S
(2.3) ij i ( u) ( p)
Npos; ~ binomial (Nsample;, P, )

11.2.3.2 Régressions logistiques

Pour évaluer I'effet de facteurs de risque de séropositivité intra- ou inter-élevage potentiels, deux
modeles de régression logistique a effet aléatoire sont intégrés au modele avec des effets fixes pour la
taille de I'élevage et le type de production et aléatoires pour le département (séroprévalence inter-
élevage) et I'élevage (séroprévalence intra-élevage), dont les équations sont données par les formules
(2.4) et (2.5).

Etant donnés les grands écarts de taille observés entre les élevages dans chaque espéce, I'effet de la
taille est modélisé a I’échelle logarithmique (en base 2). Pour faciliter I'interprétation des moyennes des
distributions intra- ou inter-élevages lorsque la variable Herdsizeij est égale a 0, la taille des élevages

en log2 est centrée sur la moyenne. Ainsi, lorsque Herdsizeij est égal a 0, la taille de I'élevage est égale
a 52,113 et 182 respectivement chez les bovins, caprins et ovins, et lorsque Herdsize; augmente del
unité (respectivement, diminue de 1 unité), la taille de I'élevage est multipliée par 2 (respectivement
divisée par 2). Ainsi, o, et [, correspondent a I'augmentation ou la diminution (a I'échelle logit)
des séroprévalences inter- et intra-élevage lorsque la taille de I'élevage est multipliée ou divisée par 2.

Pour les types de production, on suppose que chaque type est associé a un niveau de séroprévalence
différent. Les différences entre les moyennes des distributions des séroprévalences de chaque type a

Iéchelle logit sont modélisées avec un effet fixe noté a4 0U By QUi correspond a un vecteur de
taille égale au nombre de types de productions évalué (noté N ) et dont les valeurs sont égales a I'écart
entre la moyenne du type de production considérée et de la moyenne de la classe de référence.

Dans chaque espéce, la classe de références est définie comme un élevage de taille moyenne (en log 2)

et de dont le type de production correspond a celui le plus représenté dans le jeu de donnée (allaitant
pour les élevages ovins et bovins et laitier pour les élevages caprins).

Ainsi, le logit de la probabilité de séropositivité du i ™ élevage du J éme département s’exprime :

logit(BHP; ) = a,; +
(2.)
@,; ~ Norm (:UBHP_ref 7O-BHP)

e X Herd5|zeij +ta, i (Prody)
Avec :

T I'intercepte aléatoire correspondant au J éme département qui suit une loi normale de

moyenne flgp . et d’écart-type oy, ;

- Hgup rf la moyenne de la distribution de la séroprévalence inter-élevage dans la classe de ré-

férence ( Herdsize; égale a 0 et type de production de référence) ;
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O, I'effet fixe du log2 centré de la taille de I'élevage Herdsize; ;

- Op,y le vecteur des effets fixe correspondant a chaque type de production des élevages (
Prod; qui correspond au numéro du type de production du i®™ élevage du J éme départe-

ment).

De méme, le logit de la séroprévalence intra-élevage conditionnelle du i ™ élevage du ] °me
département s’exprime :

Iogit(Pcond ij ) = ﬂou + size x HerdSizeij + ﬂProd(Prodij)
By ~ Norm (IUWHP’O-WHP)

I 4 H iéme 4 [ eme 44
- py;l'intercepte aléatoire correspondant au i “™ élevage du J e département My res €t Op

- Hwp rf |@a moyenne de la distribution de la séroprévalence intra-élevage dans la classe de réfé-

rence ( Herdsize; égale a 0 et type de production de référence).

- P, a l'effet fixe sur I'échelle logit associé au log2 centré de la taille de I'élevage (notée

Herdsize; )
- Pory le vecteur des effets fixes correspondant a chaque type de production des élevages

1.2.4 Loi de distribution a priori du modeéle original

Les distributions a priori de la sensibilité et de la spécificité du test sérologique utilisé ont été choisies
de fagon a correspondre aux estimations a posteriori de I'étude KitEval 4500 de I’espéce correspondante
(Partie 1.111.2). Pour ce faire, une distribution béta a été ajustée, a I’aide de la fonction fitdist du package
SHELF sur R, sur les médianes des distributions et les intervalles de crédibilité a 95% estimés en Partie
1.111.2.

Pour les autres paramétres, des distributions faiblement informatives ont été utilisées pour favoriser
des estimations relativement faibles des parametres du modele (avec des distributions assez piquées en
0) tout en permettant au modeéle de converger vers des valeurs trés fortes selon I'information apportée
par les données (avec des queues de distribution trés étendues)(Gelman, 2006). Pour ce faire des

distributions de Cauchy centrées en 0 et d’échelle 2 pour les noeuds g5, Lhyp » & €t By ( Tableau

C-2 et Figure C-5) et des lois de distribution demi-Cauchy d’échelle 2 pour les écarts-types ont été
utilisées (Gelman, 2006; Polson and Scott, 2012). Ces dernieres ont été paramétrées dans JAGS a l'aide
d’une distribution scaled.gamma(2,1) sur les précisions (Plummer et al., 2016).
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Tableau C-2 : Lois de distribution a priori des parametres du modéle.

X o . Quantile a - Quantile a
Parametres Distribution a priori 25% Médiane 97,5 %
Hep  Hne O By cauchy(0,2) -25,4 0 25,4
1
Ogp  Owhp — - scaled .gamma(Z,l) 0,078 2 50,9
’ o
Se beta(52, 5;32, 2) 0,517 0,619 0,718
Bovins
Sp beta(668,8;16,8) 0,962 0,975 0,987
Se beta (192, 6;64, 0) 0,684 0,752 0,799
Caprins
Sp beta(533,2;5,4) 0,981 0,991 0,997
o Se beta (73,3;62,3) 0,433 0,538 0,618
vins
Sp beta (720,0;11,9) 0,974 0,984 0,993
Distribution a priori des effets fixes Distribution a priori des écarts types
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Figure C-5 : Densité des distributions a priori utilisées respectivement pour les parametres des effets fixes (A :
Cauchy (0; 2)) et pour les écarts-types (B : demi-Cauchy (0; 2))

11.2.5 Inférences

L’estimation de la distribution jointe a posteriori de chacun des parametres a été réalisée a I'aide de
chafnes de Monte-Carlo Markov (MCMC) a partir des distributions a priori et des données.

Les calculs ont été réalisés en utilisant JAGS sur R grace au package rjags (Plummer et al., 2016). Trois
chaines MCMC indépendantes ont été simulées en parallele. Pour chaque chaine, 110 000 tirages ont
été produits. Les 10 000 premiers ont été éliminés pour atteindre la convergence (phase de chauffe).
Pour limiter I'autocorrélation des itérations, les 100 000 tirages restants ont été affinés en ne conservant
gu’un tirage sur vingt. 5 000 tirages ont donc été conservés par chaine.

L'atteinte de la convergence a été vérifiée en examinant la trace des chaines MCMC et en calculant la
statistique de Gelman et Rubin modifiée par Brooks et Gelman (Brooks and Gelman, 1998) et
I'autocorrélation en réalisant le diagnostic de Raftery (Raftery and Lewis, 1992). L’estimation ponctuelle
de chaque parameétre a été définie comme la médiane de sa distribution marginale a posteriori associée
a un intervalle de crédibilité a 95 % défini comme les quantiles a 2,5 et 97,5 % de cette distribution.
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[1.3. Interprétation et valorisation des résultats du modele

I1.3.1 Risques relatifs

Etant donné que les niveaux de séroprévalences sont relativement élevés a la fois a I’échelle intra- et
inter-élevage (Partie 1, Il.3), nous avons préféré calculer directement les risques relatifs plutét que les
Odd-Ratio qui « surestime » généralement I'effet des variables étudiées dans ce contexte lorsqu’ils sont
interprétés comme des risques relatifs (Zhang and Yu, 1998). Pour simplifier la présentation des
résultats, les risques relatifs associés a la taille seront calculés pour chaque type de production a partir
de la taille médiane de référence et les risques relatifs associés a chaque type de production seront
calculés en fixant la taille a sa valeur médiane.

Le risque relatif intra-élevage associé a chague type de production ( Prod, ) et noté RR,,, Prod, * Il est

défini par rapport au type de production de référence pour une taille d’élevage médiane comme le
rapport entre les séroprévalences intra-élevages prédites par le modele dans un élevage de type de
production Prod, et de taille médiane et dans un élevage de type de production de référence et de

taille médiane :

inv. Iogit(ﬂWpr,ef +/3Prod(Prodx>)
inv. Iogit(MNHp_ref )

(2.6) RRWHP_ProdX =

Le risque relatif intra-élevage associé a la multiplication par deux de la taille de I'élevage dans chaque
type de production est noté RRyp sie pro, - Il €st défini comme le rapport entre les séroprévalences

intra-élevages prédites par le modele dans un élevage de taille égale a deux fois la médiane et dans un
élevage de taille médiane (de méme type de production Prod, ) :

inv. Iogit(:u\NHPJef + IBProd(Prodx) + ﬂsize)
inv. |Oglt (/Jv\n_“::_ref + ﬂProd(Prde))

(2.7) RRWHP_Size_PI’OdX -

De la méme fagon, on définit les risques relatifs inter-élevages associés au type de production Prod,

(noté RRare prod, ) par rapport au type de production de référence pour une taille d’élevage médiane

et le risque relatif inter-élevage associé a la multiplication par deux de la taille de I’élevage dans chaque

type de production Prod, (noté RRgp gue proa, ) Selon les formules suivantes :

inv. IOg't (,U|3|-||:>7Iref + ﬂProd(Prde))
inv.Iogit(uBHPJef )

(2.8) RRBHP_ProdX -

inv. Iogn(,u\/\/Hriref T Xprog(prod,) + asim)

inv. Iogit(yWHpﬁ + aProd(Prodx))

(2-9) RRBHP_Size_PrOdX =

Le risque relatif associé a chaque type de production par rapport a la production de référence (ou a la
multiplication par 2 de la taille du cheptel par rapport au cheptel de référence) a été calculé pour chacun
des 15 000 échantillons joints de la chaine MCMC afin d’obtenir un échantillon de sa distribution a
posteriori jointe. L’estimation ponctuelle et I'intervalle de crédibilité a 95 % du risque relatif sont définis
comme la médiane et les quantiles 2,5 et 97,5 % de cette distribution a posteriori jointe.
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11.3.2 Distributions des séroprévalences intra- et inter-élevages

Pour chaque type d’élevage, les estimations ponctuelles des séroprévalences inter- et intra-élevages
ainsi qu’un intervalle de crédibilité a 95 % des quantiles 5%, 50 % et 95 % des distributions ont été
calculées a partir de la distribution a posteriori de I'ensemble des paramétres du modele.

[1.4. Vérification des hypothéses du modéle et de I'ajustement du modéle aux données

Afin de vérifier la fiabilité des estimations réalisées, des analyses de la robustesse des hypothéses émises
(1.2.2) et de la robustesse du modele ont été menées. Ces analyses concernaient le statut vaccinal
inconnu (considéré comme négatif) de certains élevages inclus dans I'étude, I'hypothése de similarité
des séroprévalences intra-élevages entre les départements, la normalité des effets aléatoires du modele
et 'adéquation entre les données observées et celles prédites par les modéles a partir des parameétres
estimés.

11.4.1 Impact de I'incertitude du statut vaccinal

Pour évaluer I'impact de I'inclusion d’élevages de statut vaccinal inconnu, les analyses ont été réalisées
sur deux sous-jeux de données supplémentaires : 1) en excluant tous les élevages dont le statut vaccinal
était inconnu et 2) en incluant uniqguement les élevages de statut vaccinal inconnu. Les estimations
obtenues ont été comparées avec celles obtenues avec le jeu de données complet.

11.4.2 Normalité des effets aléatoires

La normalité des effets aléatoires du modeéle a été vérifiée en examinant la distribution de la médiane a
posteriori de I'ensemble des effets aléatoires attribués dans chaque élevage et chaque département.

1.4.3 Ajustement du modeéle aux données

Afin d’évaluer I'ajustement du modele aux données, une vérification des prédictions a posteriori a été
réalisée en estimant la distribution a posteriori du nombre d’individus testés positifs dans chaque
élevage et en la comparant au nombre observé d’individus testés positifs. Pour ce faire, le nombre
d’individus testés positifs prédit a été simulé dans chaque élevage selon la structure du modéle original,
a I'aide de JAGS sur R. Les effets aléatoires ajustés a chaque itération sur les données réelles ont été
inclus pour simuler les données, car I'objectif était de vérifier si, apres estimation des effets fixes et
aléatoires, le modeéle réussissait a simuler des jeux de données comparables a celui observé. La médiane
et lintervalle de crédibilité a 95 % de la distribution prédite ainsi obtenue ont été comparés
graphiqguement au nombre observé d’individus testés positifs.

11.4.4 Similarité des distributions de séroprévalences intra-élevages entre départements

Une hypothése importante du modeéle est que, pour un méme type d’élevage (taille et type de
production), la distribution des séroprévalences intra-élevages est similaire dans tous les départements.
Pour vérifier cette hypotheése, la distribution des séroprévalences apparentes dans chaque département
et chaque type de production a été examinée visuellement et un modele comprenant un effet aléatoire
a I'échelle des départements sur la séroprévalence intra-élevage a également été réalisé. Les
estimations obtenues avec ce modéle ont été comparées avec celles du modele original (Cf. Annexes
partie 2.1).

11.4.5 Performance du modeéle original et des modeéles alternatifs

Les performances du modéle original et de deux modeles alternatifs ont été évaluées par simulation.
L'ensemble de la procédure est détaillé en Annexes partie 2.1l. Brievement, nous avons défini 17
scénarios de simulation plausibles dans lesquels les valeurs des parametres utilisés pour simuler des jeux
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de données étaient fixées. Pour chaque scénario, nous avons simulé 100 jeux de données de taille et de
structure comparables a celui de I'étude. Ces jeux de données ont ensuite été analysés avec trois
modeéles différents :

- Le modele original décrit dans la section 11.2.3.

- Un modele de formulation identique au modeéle original, mais avec les distributions a posteriori
utilisées par Paul et al. 2014 (Paul et al., 2014) c’est-a-dire des lois normales de moyenne 0 et
de précision 0,001 pour les moyennes et les effets fixes et des lois gamma (0,01,0,01) pour les
précisions des distributions. Ce modéle est nommé « Prior normal ».

- Un modele similaire au modele original, mais comprenant a I’échelle des départements un effet
aléatoire supplémentaire sur la séroprévalence intra-élevage. Ce modele est nommé
«sd_dep_WHP ».

Pour chacun des trois modeles et pour chacun des 17 scénarios de simulation (Annexes partie 2.11), la
probabilité de couverture, le biais relatif moyen et I'erreur quadratique moyenne associés a chaque
paramétre du modeéle ont été calculés.

1.4.6 Calcul de puissance

Afin de déterminer la puissance de notre étude et I'ordre de grandeur des risques relatifs minimaux que
le modele est capable de détecter sur un jeu de données similaires a celui de I'étude, un calcul de
puissance a été réalisé par simulation.

Pour ce faire, nous avons simulé 100 jeux de données en faisant varier, un a un, pour des valeurs allant
de 1/3 a 3, les différents risques relatifs modélisés dans I’étude (risques relatifs liés a la taille de I'élevage
et au type de production). Pour chaque valeur de risque relatif non égale a un, utilisée pour simuler les
données, la puissance de I'étude a été définie comme la proportion de jeux de données simulées
conduisant a I'estimation d’un risque relatif dont I'intervalle de crédibilité ne contenait pas un. Le risque
alpha de I'étude a été défini comme la proportion de jeux de données simulés avec un risque relatif égal
a 1 conduisant a I'estimation d’un risque relatif dont I'intervalle de crédibilité ne contenait pas un. Les
détails de la procédure de réalisation du calcul de puissance sont présentés en Annexes partie 2.lII.

1. Résultats

11.1. Séroprévalences apparentes sans prise en compte des Se et Sp du test 2

Ces séroprévalences apparentes correspondent a celles présentées dans I'article de Gache et al. 2017,
mais en incluant les facteurs de risques étudiés (type de production et taille de I'élevage).

1.1.1 Echelle inter-élevage

Quels que soient I'espece et le type de production concernés, la proportion de troupeaux testés positifs
était variable entre départements. La proportion de troupeaux testés positifs apparaissait
systématiquement plus basse chez les troupeaux bovins allaitants que chez les troupeaux bovins laitiers,
avec des proportions de troupeaux bovins testés positifs allant de 4 % a 61 % chez les allaitants et de
40 % a 80 % chez les laitiers (Figure C-6, A). Chez les caprins, la proportion de troupeaux testés positifs
variait entre 25 % et 82 %. Enfin, les proportions de troupeaux testés positifs variaient dans chaque
département et type de production allant de 0 a 100 % pour les troupeaux ovins laitiers, de 33 2 84 %
pour les troupeaux ovins de type mixte, de 11 a 100 % pour les troupeaux ovins de type viande (Figure
C-6, A).
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Figure C-6 : Séroprévalences inter- et intra-élevages apparentes.

A : Proportion de troupeaux dont au moins un animal a été testé positif dans chaque département et type de
production. B : Boxplot des proportions d’individus testés positifs par élevage dans chaque département coloré en
fonction du type de production. C : Nuages de points montrant la proportion d’individus testés positifs dans
chaque élevage en fonction de la taille de I'élevage. Les élevages de type de production laitier, mixte, sélection et
allaitant sont respectivement colorés en bleu, vert, jaune et rouge.

11.1.2  Echelle intra-élevage

Dans les trois especes, lorsque la proportion de troupeaux positifs était faible dans un département, les
proportions d’individus testés positifs dans les élevages testés positifs étaient également faibles et
correspondent souvent a un unique animal testé positif (Figure C-6, B). Dans les départements ou la
proportion de troupeaux positifs était plus élevée, les proportions d’individus positifs au sein de chaque
élevage étaient variables, mais les distributions étaient homogénes entre départements pour chaque
espéce (Figure C-6, B). Chez les caprins, les proportions d’individus testés positifs dans chaque élevage
étaient plus élevées que chez les ovins et bovins (Figure C-6B).

Lorsque la taille des élevages augmentait, la proportion d’individus testés positifs dans chaque élevage
semblait étre plus importante (Figure C-6,C).

111.2. Distribution des séroprévalences et risques relatifs estimés par le modéle

Les estimations ponctuelles et intervalles de crédibilités de I'ensembles parameétres du modeéle a
I’échelle logit sont présentés en Annexes partie 2.IV.

I11.2.1 Comparaison des résultats du test sérologique et des estimations du modeéle

Dans toutes les especes et tous les types de production (sauf les ovins de type « viande »), la médiane
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des séroprévalences inter-élevages apparentes (médiane observée) était plus grande que la médiane
des séroprévalences réelles (médiane estimée par le modele) (Tableau C-3). De méme, dans tous les
especes et types de production, les médianes des séroprévalences intra-élevages apparentes étaient

inférieures aux médianes des séroprévalences réelles estimées par le modele (Tableau C-3).

Tableau C-3 : Médianes des séroprévalences apparentes (médianes observées) et réelles (médianes estimées par
le modéle) pour chaque type de production.

A I'échelle inter-élevage, les médianes observées correspondent aux médianes des proportions d’élevages ayant
au moins un animal testé positif, dans chaque département. A I'échelle intra-élevage, les médianes observées
correspondent aux médianes des proportions d’animaux testés positifs dans les troupeaux testés séropositifs.

Bovin Caprin Ovin
Echelle e Medlarle Me,dlane e Medlarje I\/I_edllane EEEE Medlarle l\/!edllane
roduction observée|estimée (%) [IC roduction observée|estimée (%) roduction observée | estimée (%)
£ (%) aos% |P %) |[ncaosw%)| P (%) [IC 3 95 %]
36,7
Allaitant 28,0
5,7 [5,6;85,5]
Allaitant 16,3
[1,5;19,5] 21,6
Laitier 78,5
- 47,1 [1,3;76,2]
’Inter Laitier 63,5
élevage [25,5;67,2] 33,7
Mixte 75,0
47,9 [2,7; 87]
Laitier 54,4
[20,3; 79,2] 23,5
Sélection 52,9
[1;100]
22,9
Allaitant 12,5
39,4 [17;31,7]
Allaitant 8,3
[27,3;57] 36,9
Laitier 20,0 [ |
63,6 27,2 ;48,6
Intra Laitier 35,7
€levage [53,4;73,9] 57,8
Mixte 40,0
38,7 [44,5;72]
Laitier 21,4
(30,5;49,3] 18,7
Sélection 13,3
[5,9;52,1]

[11.2.2 Echelle inter-élevage

Le détail des quantiles de la distribution des séroprévalences inter-élevage est détaillé en Annexes
partie 2.V. Globalement, dans toutes les espéces et tous les types de production (hormis chez les bovins
allaitants) on retrouvait quasiment autant de départements dont plus de la moitié des élevages était
réellement séropositive que de départements dont moins de la moitié des élevages était réellement
séropositive. (Figure C-7). Par exemple, pour les élevages caprins de taille moyenne (113 chévres),
54,2 % [27,7 ;78,8] des départements avaient une proportion d’élevages séropositifs inférieurs a 50 %
(et donc 47,8% supérieur a 50%). Pour les bovins allaitants, 95,8 % [73,0; 99,9] des départements
avaient une proportion d’élevages séropositifs inférieure a 50 %.

Chez les ovins de tous types de productions, la distribution des séroprévalences inter-élevages était
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étalée avec, par exemple chez les ovins allaitants, 32,4% [12,4; 55,9] des départements dont la
proportion d’élevages séropositifs était inférieure a 10% et, 32,3% [3,5 ; 47,0] des départements dont la
séroprévalence était supérieure a 90% (Figure C-7). Le modeéle prédisait donc des situations
épidémiologiques contrastées dans les différents départements chez les ovins avec plus de la moitié des
départements ayant des proportions d’élevages réellement séropositifs inférieur a 10% ou supérieur a
90%.

Taille de I'élevage Type de production
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Figure C-7 : Distribution des séroprévalences inter-élevages a I'échelle des départements dans chaque espéce en
fonction du type de production et de la taille des élevages.

Estimations ponctuelles (trait épais) et bandes de crédibilité a 95 % (traits pointillés) des fonctions de répartition.

La couleur indique le type de production. Les traits épais en tiret correspondent a la fonction de répartition pour

des élevages de taille multipliée ou divisée par deux par rapport aux élevages de taille moyenne (en trait plein).

Dans chaque département, les élevages caprins dont la taille est le double de la moyenne avaient un
risque d’'étre séropositifs multiplié par 1,34 [1,16 ; 1,67] et les élevages bovins laitiers de taille moyenne
avaient un risque d’étre séropositifs multiplié par 7,97 [3,44 ; 22,22] par rapport aux élevages allaitants
de méme taille (Figure C-9, Tableau C-4). Le risque de séropositivité de ces deux types d’élevage était
donc plus élevé par rapport au type de référence.

Pour le risque associé a la taille des élevages, on retrouvait la méme tendance pour les élevages bovins
et ovins avec un risque d’étre séropositifs plus élevé, pour les élevages dont la taille était le double de
la moyenne, sans toutefois pouvoir la démontrer (avec des intervalles de crédibilité a 95% comprenant
un pour les risques relatifs correspondants) (Figure C-8, Tableau C-4).

Les risques relatifs a I’échelle inter-élevage associés aux types de productions chez les ovins avaient des
intervalles de crédibilité tres larges qui comprennent tous un (Figure C-9, Tableau C-4), aucun excés de
risque de séropositivité a I'échelle inter-élevage n’a été mis en évidence dans notre étude chez les ovins.
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Figure C-8 : Risques relatifs associés a la multiplication par deux de la taille des élevages dans chaque type de
production.
Les estimations ponctuelles sont représentées par un point et l'intervalle de crédibilité a 95 % par un segment
horizontal. Le trait vertical pointillé correspond a un risque relatif de 1, c’est-a-dire a une absence d’exces de risque
par rapport au type de production de référence (élevage allaitant).
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Figure C-9 : Risques relatifs a chaque type de production par rapport a la classe de référence (les élevages de type
allaitant pour les ovins et bovins).
Les estimations ponctuelles sont représentées par un point et 'intervalle de crédibilité a 95 % par un segment
horizontal. Le trait vertical pointillé correspond a un risque relatif de 1, c’est-a-dire a une absence d’excées de risque
par rapport au type de production de référence (élevage allaitant).
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Tableau C-4 : Estimation ponctuelle et intervalle de crédibilité a 95 % des risques relatifs associés a chaque type de production et a la taille du troupeau dans chaque espéce.

Le risque relatif associé a la taille du troupeau correspond a une multiplication par deux de la taille de I'élevage moyenne dans chaque type de production considéré (égale a
52 bovins, 113 caprins et 182 ovins).

Bovin Caprin Ovin
Echelle Facteur de risques | Risques relatifs® |Facteur de risques Risques relatifs® | Facteur de risques Risques relatifs?
) ) Taille_Allaitant 1,13 [0,91; 1,55]
Taille_Allaitant 1,39[0,91; 2,11] ) o
) . Taille_Laitier 1,18 [0,9; 1,72]
Taille_Laitier 1,34 [1,16; 1,67] ) )
) . Taille_Mixte 1,14[0,9; 1,62]
Taille_Laitier 1,17 [0,95; 1,56] ) )
) Taille_Selection 1,15[0,9; 1,71]
Inter-élevage ,
) *Réf:5,7 % Allaitant *Réf :36,7 % [5,6; 85,5]
Allaitant
(1,5;19,5] N *RéF:47.1% Laitier 0,63 [0,08; 2,02]
Laitier !
N [25,5;67,2] Mixte 0,89 [0,19; 2,69]
Laitier 7,97 [3,44 ; 22,22] . ]
Sélection 0,67 [0,07 ; 3,63]
) ) Taille_Allaitant 1,25 [1,06; 1,45]
Taille_Allaitant 1,17 [0,97;1,34] ] o
) . Taille_Laitier 1,2 [1,04;1,39]
Taille_Laitier 1,09 [0,99;1,19] ) )
) . Taille_Mixte 1,12 [1,03; 1,24]
Taille_Laitier 1,17 [0,97; 1,38] ) )
. Taille_Selection 1,26 [1,06; 1,55]
Intra-élevage -
) *Réf: 39,4 % Allaitant *Réf:22,9%[17,0; 31,7]
Allaitant
13527, " *Réf: 63,8 % aitier ,61[1,05;2,
[27,3;57,0] Lait ) Laiti 1,61[1,05; 2,36]
aitier
N [52,8;75,1] Mixte 2,51[1,75; 3,54]
Laitier 0,98 [0,67 ; 1,46] . )
Sélection 0,81 [0,25;2,3]

* Dans le type de production de référence, la médiane et son IC a 95 % de la distribution des séroprévalences inter- ou intra-élevages sont inscrites en italique. °’ Les risques
relatifs étant dépendant de la séroprévalence dans la classe de référence, ceux associés au doublement de la taille de I'élevage sont calculés et présentés dans chaque type
de production et ceux associés au type de production sont calculés pour une taille d’élevage moyenne.
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I1.2.3  Echelle intra-élevage

Quels que soient I'espece et le type de production considérés, la séroprévalence intra-élevage était
variable avec a la fois une proportion importante d’élevages a faible et forte séroprévalence (Figure
C-10). Par exemple, 40 % des élevages caprins séropositifs de taille moyenne comprenaient moins de
27,9% [19,0; 39,0] ou plus de 88,9% [82,0; 94,3] d’individus réellement séropositifs (Figure C-10,
Annexes partie 2.V.).

Les élevages caprins séropositifs du double de la taille moyenne avaient tendance a avoir des
séroprévalences intra-élevages plus élevées que les élevages séropositifs de taille moyenne (RR : 1,09
[0,99; 1,19]) (Figure C-8, Tableau C-4).
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Figure C-10 : Distribution des séroprévalences intra-élevages des élevages séropositifs dans chaque espéce en
fonction du type de production et de la taille des élevages.
Estimations ponctuelles (traits épais) et bandes de crédibilité a 95 % (traits pointillés) des fonctions de
répartition. La couleur indique le type de production. Les tirets correspondent a la fonction de répartition pour
des élevages de taille multipliée ou divisée par deux par rapport aux élevages de taille moyenne (trait plein).

A taille identique, les distributions des séroprévalences intra-élevages chez les bovins allaitants et
laitiers étaient similaires (Figure C-10) et, lorsque leur taille était multipliée par deux, leur
séroprévalence intra-élevage avait tendance a étre plus élevée (multipliée par 1,17 [0,97 ; 1,34] chez
les allaitants et 1,17 [0,97;1,38] chez les laitiers) (Figure C-8, Tableau C-4).

Quel que soit le type de production, les risques relatifs associés a la multiplication par deux des tailles
des élevages ovins étaient supérieurs a un, les élevages ovins de taille plus élevée avaient donc des
séroprévalences intra-élevages plus élevées. Enfin, les élevages de type laitier (respectivement de type
mixte) avaient une séroprévalence multipliée par 1,61 IC a 95 % [1,05; 2,36] (respectivement 2,51 a
95 % [1,75 ; 3,54]) par rapport aux allaitants (Figure C-9, Tableau C-4).
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11.2.4 Sensibilité et spécificité estimées

Concernant les Se et Sp, quelle que soit I'espéce considérée, les intervalles de crédibilité a 95 % a priori
et a posteriori se recoupaient (Figure C-11, Figure C-12 et Figure C-13). Cependant, les estimations
ponctuelles a posteriori des Se dans les trois espéces et des Sp chez les bovins et ovins étaient
légérement plus élevées a posteriori et les estimations des Sp chez les caprins étaient |égerement plus
basses a posteriori. Cela suggére que I'estimation des séroprévalences a permis de préciser les
estimations des Se et Sp du test 2.
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Figure C-11: Densité des distributions a priori (en rouge) et a posteriori (en noir) de la sensibilité et la spécificité
du test 2 chez les bovins.
Le pourcentage inscrit sur les graphiques correspond au pourcentage de recouvrement (overlap) entre les deux
distributions.
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Figure C-12 : Densité des distributions a priori (en rouge) et a posteriori (en noir) de la sensibilité et la spécificité
du test 2 chez les caprins
Le pourcentage inscrit sur les graphiques correspond au pourcentage de recouvrement (overlap) entre les deux

distributions.
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Figure C-13 : Densité des distributions a priori (en rouge) et a posteriori (en noir) de la sensibilité et la spécificité
du test 2 chez les ovins.
Le pourcentage recouvrement (overlap) entre les deux distributions est indiqué en rouge.
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I11.3. Vérification des hypothéses du modéle

11.3.1 Impact de I'inclusion des élevages de statut vaccinal inconnu

Les estimations de tous les paramétres du modeéle obtenues a partir des trois sous-jeux de données
différents (jeu de données complet, seulement les troupeaux de statuts vaccinaux inconnus et
seulement les troupeaux de statuts vaccinaux connus) étaient similaires. Les intervalles de crédibilité
a 95 % obtenus avec I'ensemble des données étaient les plus étroits (Figure C-14). L'inclusion des
élevages de statut vaccinaux inconnus ne modifiait pas les estimations ponctuelles du modeéle, mais
permettait d’obtenir des intervalles de crédibilité plus étroits.
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Figure C-14 : Estimations en fonction de la connaissance ou non du statut vaccinal des troupeaux.
Estimations ponctuelles (points) et intervalles de crédibilité a 95 % (traits pleins) des paramétres du modéle
obtenus sur trois jeux de données différents : en rouge (« Complet ») le jeu de données complet avec les
troupeaux non vaccinés et les troupeaux de statuts vaccinaux inconnus, en vert (« statut connu ») uniquement
les troupeaux non vaccinés et en bleu (« statut inconnu ») uniquement les troupeaux de statuts vaccinaux
inconnus.
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11.3.2 Normalité des effets aléatoires

La distribution des médianes des effets aléatoires des séroprévalences inter-élevages estimées par le
modele pour chaque département semblait assez proche de la normalité avec une position de
I’ensemble des médianes des effets aléatoires proche de la diagonale du diagramme quantile-quantile
(Figure C-15, A).

Chez les bovins et caprins, excepté pour les élevages a faible probabilité d’étre séropositifs qui avaient
une médiane proche de 0, la distribution des médianes des effets aléatoires des séroprévalences intra-
élevages estimée par le modele pour chaque élevage était relativement homogeéne dans tous les
départements. Chez les ovins, la distribution était similaire, mais peu homogene entre départements
(Figure C-15, B).
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Figure C-15 : Distributions des effets aléatoires aux échelles intra- et inter-élevages.
A : QQplot des médianes a posteriori des interceptes aléatoires centrés et réduits correspondant a la distribution
des séroprévalences inter-élevages ( o, i ) attribuées a chaque département, respectivement colorés en rouge,

vert et bleu pour les bovins, caprins et ovins.
B : Distribution des médianes a posteriori des interceptes aléatoires correspondant a la distribution des
séroprévalences intra-élevages ( 3, i ) attribuées a chaque élevage. Chaque point correspond a un élevage et

est coloré en fonction d’un gradient de couleur, correspondant a la probabilité moyenne prédite de séropositivité
de chaque élevage (moyenne de la distribution a posteriori de Herdstatusij ), allant de gris pour une

probabilité moyenne nulle, a rouge, bleu ou vert (respectivement chez les bovins, caprins et ovins) pour une
probabilité moyenne égale a un.
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11.3.3 Ajustement du modeéle aux données observées

L'ajustement du modéle aux données observées semblait acceptable. La valeur observée du nombre
d’individus testés positifs dans chaque élevage était contenue dans la quasi-totalité des intervalles de
crédibilité a 95 % prédits par les modeles (Figure C-16). Les seules exceptions concernaient un élevage
caprin et trois élevages ovins dont le nombre observé d’individus testés positifs était supérieur a la
borne supérieure de I'intervalle de crédibilité a 95 % prédit par le modeéle.

Bovin ' ' ! g

Nombre d'animaux testés positifs

E F G H |
Identifiant du département
Figure C-16 : Ajustement des prédictions du modéle aux données observées.

Distribution a posteriori du nombre d’individus positifs dans chacun des élevages inclus dans I'étude apres prise
en compte des facteurs de risque et des interceptes aléatoires de chaque élevage et de chaque département.
Dans chaque espéce, les élevages sont classés en abscisse en fonction de leur département d’origine (indexée de
A a J) puis du nombre d’individus positifs observés parmi ceux prélevés. Les points noirs correspondent aux
données observées, les points (respectivement les traits) de couleur correspondent a la médiane
(respectivement I'intervalle de crédibilité a 95 %) de la distribution a posteriori du nombre d’individus positifs
dans chaque élevage. Les points et traits sont colorés en fonction d’un gradient de couleur, correspondant a la
probabilité prédite moyenne de séropositivité de chaque élevage (moyenne de la distribution a posteriori de
Herdstatusij ), allant de gris pour une probabilité moyenne nulle a rouge, bleu ou vert, respectivement chez les

bovins, caprins et ovins, pour une probabilité moyenne égale a 1.

111.3.4 Hypothése d’une distribution identique des séroprévalences intra-élevages des élevages posi-

tifs dans tous les départements

Les estimations réalisées avec le modele comprenant un effet aléatoire supplémentaire dans chaque
département a I'échelle de la distribution des séroprévalences intra-élevages étaient quasiment
identiques a celles réalisées avec le modele original (Annexes partie 2.1).

Les performances des modeéles avec ou sans I'ajout d’un effet aléatoire département sur la prévalence
intra-élevage étaient satisfaisantes dans les trois espéces avec des biais moyens faibles et des
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probabilités de couverture satisfaisantes (Annexes partie 2.11.4).

Dans le scénario de simulation ou un effet aléatoire était utilisé pour simuler les données (Scénario 2,
Annexes partie 2.11.3), les performances du modele comprenant I'effet aléatoire supplémentaire
étaient meilleures que celles du modele original ; par exemple, on observait chez les caprins un biais
relatif moyen égal 0,019, une erreur quadratique moyenne de 0,064 et une probabilité de couverture
moyenne égale a 93,62 % pour le modele avec effet aléatoire supplémentaire alors que ces valeurs
sont respectivement 0,026, 0,064 et 91,25 % pour le modele original (Annexes partie 2.11.4). Dans tous
les autres scénarios de simulation, le modeéle alternatif estimait un écart-type de I'effet aléatoire
supplémentaire proche de ce qui était estimé a partir des données de I'étude alors que cet écart-type
était fixé a 0 pour réaliser les simulations des données (Annexes partie 2.11.4).

Enfin, al’échelle de I'ensemble des 17 scénarios de simulation, le modeéle original était plus performant
qgue celui comprenant 'effet aléatoire supplémentaire avec, par exemple chez les caprins, un biais
relatif moyen de 0,00, une erreur quadratique moyenne de 0,20 et une probabilité de couverture de
91,04 % (respectivement 0,01, 0,22 et 90,95 % pour le modele comprenant l'effet aléatoire
supplémentaire) (Annexes partie 2.11.4).

111.3.5 Justesse du modele et conséquences du choix des distributions a priori

111.3.5.1 Performance du modeéle en fonction des différents scénarios de simulation

Sur I'ensemble des 17 scénarios de simulation, le modeéle original avait des performances satisfaisantes
dans les trois espéces de ruminants, avec une moyenne des biais relatifs moyens variant de 0,00 chez
les bovins et 0,05 chez les ovins et caprins ; une moyenne des erreurs quadriques moyennes variant
de 0,2 chez les bovins a 1,34 chez les ovins ; et une moyenne des probabilités de couverture variant de
91,04 % chez les bovins a 85,02 % chez les caprins (Annexes partie 2.11.4).

Parmi les 17 scénarios de simulation, ceux sur lesquels le modéle original était le moins performant
sont les scénarios 3, 6 et 13 correspondants aux scénarios dans lesquels la moyenne de la
séroprévalence :

- intra-élevage était plus grande de deux écarts-types (scénario 3) ;

- intra-élevage était plus petite de deux écarts-types (scénario 6) ;
- inter-élevage était plus petite de deux écarts-types (scénario 13).

Dans le scénario 3, le modéle avait tendance a sous-estimer la moyenne de la distribution des
séroprévalences intra-élevages. Dans le scénario 6, le modele avait tendance a surestimer la moyenne
de la distribution des séroprévalences intra-élevages et a sous-estimer la moyenne de la distribution
des séroprévalences inter-élevages. Dans le scénario 13, le modele avait tendance a surestimer la
moyenne de la séroprévalence intra-élevage (figures 3, 4 et 5 de I’Annexes partie 2.11.4).

Méme si les biais relatifs moyens et les probabilités de couverture du modele a priori « normal »
étaient proches du modele original utilisant des distributions de Cauchy, les erreurs quadratiques
moyennes étaient systématiquement plus élevées pour le modele « Prior normal » que pour le modele
original avec en moyenne sur I'ensemble des 17 scénarios une erreur quadratique moyenne de 0,20
chez les bovins, 0,28 chez les caprins et 1,34 chez les ovins pour le modele original contre,
respectivement, 2,07, 2,00 et 52,94 pour le modele « Prior normal ».

111.3.6 Calcul de puissance

L'ensemble des puissances de I'étude pour chaque facteur de risque et pour chaque valeur utilisée
pour réaliser les simulations sont présentées dans les tableaux C1, C2 et C3 respectivement chez les
bovins, caprins et ovins.
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Globalement, chez les bovins et caprins, la puissance de notre étude était suffisante (supérieurs a 80%)
pour identifier des risques relatifs compris entre 1/3 et 3, quel que soit le facteur de risques considérés.
Les niveaux de risques relatifs identifiables avec une puissance supérieure a 80% étaient variables en
fonction des facteurs de risques considérés allant de niveau relativement faible comme 1,25 pour
I’effet de la taille chez les caprins a des niveaux plus élevés comme 2,41 pour le type de production
laitier chez les bovins.

Chez les ovins la puissance de notre étude était suffisante (supérieurs a 80%) pour identifier des risques
relatifs compris entre 1/3 et 3 uniquement pour les facteurs de risques associés a la taille de I'élevage
aux échelles inter- et intra-élevages et ceux associés au type de production laitier et mixte a I'échelle
intra-élevage. Les facteurs de risques associés a chaque type de production a I’échelle inter-élevage et
ceux associés au type de production sélection a I'échelle inter-élevage n’étaient pas identifiables avec
une puissance suffisante parmi les niveaux de risques relatifs simulés.

V. Discussion

A notre connaissance, cette étude est la premiére a estimer de facon simultanée les distributions des
séroprévalences intra et inter-élevages des infections par C. burnetii chez les trois espéces de
ruminants domestiques en prenant en compte lincertitude du test diagnostique utilisé. Les
performances du modele utilisé ont été évaluées par simulation et cette étude fournit une estimation
non biaisée des séroprévalences réelles aux échelles inter- et intra-élevages et de leur variabilité
respective dans I'ensemble des départements et des élevages. Cette étude apporte de nouvelles
connaissances sur la situation épidémiologique de la fievre Q dans les dix départements francais
concernés. Dans un premier temps, nous discuterons de la représentativité des données, puis des
estimations fournies par le modele et enfin de la validité du modele utilisée sur le jeu de données de
I'étude.

IV.1. Représentativité des données et extrapolation des résultats

IV.1.1 Echantillonnage des animaux et des élevages

Les données analysées dans cette étude proviennent d’élevages non vaccinés contre la fievre Q
sélectionnés de fagon aléatoire dans chaque département. Au sein de ces élevages, les animaux étaient
sélectionnés a la convenance du vétérinaire et avec le consentement de I'éleveur, mais il était
demandé de ne pas cibler les femelles ayant avorté ou présentant des troubles de la reproduction. Ce
choix devait permettre d’éviter une surestimation de la séroprévalence intra-élevage liée au
prélevement prioritaire d’animaux a risque augmenté d’étre séropositif. Néanmoins, le respect du
protocole n’a pas pu étre vérifié et il est probable qu’un certain nombre de femelles ayant présenté
de trouble de reproduction aient été prélevées, pour convaincre les éleveurs a participer en échange
d’un dépistage fievre Q.

Malgré tout, cette enquéte n’avait pas été réalisée pour estimer spécifiquement les séroprévalences
inter ou intra-élevages dans un contexte abortif. |l est donc probable que les niveaux de
séroprévalence et leurs variabilités estimées dans cette étude different de ceux présents dans des
élevages avec des manifestations cliniques de fiévre Q.

IV.1.2 Méthode de sélection des 10 départements inclus

Les dix départements inclus dans I'étude ont été choisis afin de disposer d’'une bonne représentation
des trois especes de ruminants domestiques (bovin, caprin, ovin), et de la diversité des types de
production (laitier/allaitant). L'ensemble des départements inclus permet d’obtenir des estimations
des parameétres du modeéle représentant la majeure partie des types de production dans chaque
espece, voir des pratiques zootechniques en ciblant des types d’élevages similaires de départements
et régions différentes. Le mode de sélection des départements, visant la diversité des types de
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production, peut également entrainer une surestimation de la variabilité des séroprévalences inter-
ou intra-élevage en donnant plus d’importance a certains types de production moins présents en
France. Par exemple, les élevages ovins ayant une production laitiere (type de production laitiére ou
mixte) représentent 41,3% des troupeaux inclus dans notre étude alors qu’ils ne représentent que 9 a
11% (respectivement en 2010 et 2017) a I'échelle de la France (IDELE and CNE, 2020).

Pour étre inclus dans I'étude, ces départements devaient également avoir un taux de déclaration des
avortements supérieur a la moyenne chez les bovins par rapport aux autres départements afin de
faciliter le volet clinique adossé a I'enquéte sérologique (Gache et al., 2017). Le biais sur I’estimation
des séroprévalences potentiellement induit par I'inclusion non aléatoire de départements ayant un
taux de déclaration d’avortement plus élevé est probablement limité, car les principaux facteurs
associés a un meilleur taux de déclaration (type de production viande et taille des élevages (Bronner
et al., 2013)) sont pris en compte dans les modeéles de régression logistique multivariée implémentés
dans cette étude.

IV.1.3 Conséquences de I'exclusion des troupeaux vaccinés contre C. burnetii

Etant donné que les deux vaccins commercialisés, au moment de I'étude, en France et en Europe chez
les ruminants domestiques entrainent le développement d’une immunité humorale (Arricau-Bouvery
et al., 2005; Muleme et al., 2017) et donc la présence d’anticorps vaccinaux dirigés contre C. burnetii,
nous avons exclu de I'étude tous les troupeaux vaccinés contre C. burnetii au cours des 5 années
précédant la réalisation des prélevements. En filiére ovine et caprine, du fait de leur longévité moindre
gu’en filiere bovine, notamment allaitante, cette durée de 5 ans permet dans la grande majorité des
cas de n’avoir plus aucun animal ayant été vacciné au cours de sa vie au moment du préléevement.
Dans les élevages bovins, on ne peut pas exclure qu’il y ait, dans les troupeaux sélectionnés, des
animaux ayant été vaccinés étant génisses et toujours présents dans I'élevage au moment des
préléevements. Ces cas sont probablement minoritaires et I’exclusion des troupeaux vaccinés nous
permet donc d’estimer les séroprévalences intra- et inter-élevages dues a des infections passées ou
en cours sans interférence de la vaccination potentielle sur les résultats du test ELISA utilisé dans
I'étude.

Si la vaccination est mise en place en réponse a une circulation de C. burnetii dans I'élevage, il est
possible que I'exclusion des troupeaux vaccinés ait entrainé une sous-estimation de la proportion
d’élevages réellement séropositifs dans ces départements. A 'inverse, si la vaccination est mise en
place de fagon préventive, avec pour effet de réduire les risques d’introduction et de maintien de
I'infection par C. burnetii dans I'élevage, le fait d’exclure les troupeaux vaccinés a pu entrainer une
surestimation de la proportion d’élevages réellement séropositifs. Dans I'ensemble, le risque de biais
lié a I'exclusion des troupeaux vaccinés est probablement limité, car peu d’élevages de ruminants
domestiques sont vaccinés contre C. burnetii en France. En outre, pour les élevages de petits ruminants
vaccinés avec le vaccin bivalent Chlamyvax FQ®, il est probable que la maladie ciblée en premiere
intention soit la chlamydiose abortive et non la fievre Q.

Enfin, nous avons choisi de conserver dans I'étude les troupeaux de statuts vaccinaux inconnus, du fait
de leur nombre (161 élevages bovins, 55 caprins et 115 ovins), avec le risque que ces élevages aient,
en fait, été vaccinés (il n’était pas possible de savoir si 'absence de ce commémoratif était due
simplement au non-report de I'information sur le papier ou a I'absence de contréle du statut par le
vétérinaire). Le biais potentiel lié a ces élevages a été évalué en estimant I’ensemble des paramétres
du modele d’une part dans les troupeaux non vaccinés et d’autre part dans les troupeaux de statut
vaccinal inconnu. Les résultats montrent une absence de différence significative entre les estimations
des parameétres obtenus a partir de ces deux sous-populations avec cependant des intervalles de
crédibilité légérement plus larges que ceux obtenus a partir du jeu de données complet (Figure C-14).
Ces éléments sont en faveur d’une absence de biais et de I'obtention d’estimations plus précises lors
de l'inclusion des élevages de statut vaccinal inconnu. L’inclusion de tous les élevages permet ainsi un
gain de puissance.
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IV.1.4 Extrapolation des données

Du fait de I'impact limité des biais potentiels identifiés, les estimations obtenues avec notre échantillon
d’étude peuvent raisonnablement étre extrapolées a I'ensemble des élevages, non vaccinés, des 10
départements prélevés.

L’extrapolation des résultats obtenus a I’échelle de la France métropolitaine, peut étre réalisé dans la
mesure ol :

- lareprésentativité relative des types d’élevages en France est conservée ;

- la modélisation des distributions a I'échelle inter- et intra-élevage a I'aide de deux effets
aléatoires qui permet d’inférer les gammes de séroprévalences attendues dans les élevages
séropositifs et les départements est réalisée, ce qui est le cas ici ;

- les effets fixes des facteurs de risques évalués dans cette étude sont similaires dans les autres
départements non inclus dans I'étude.

Idéalement, ce jeu de données devrait étre complété par des prélévements réalisés dans d’autres
départements pour vérifier I'adéquation des effets aléatoire et fixe a I'échelle de I'ensemble du
territoire francais.

IV.2. Définition du statut latent et interprétation épidémiologique

En prenant en compte l'incertitude diagnostique du test utilisé, cette étude tente de modéliser la
séroprévalence réelle vis-a-vis des infections par C. burnetii. Pour rappel, a I’échelle individuelle, le
statut modélisé correspond au statut latent de I'animal « réellement séropositif ou réellement
séronégatif » qui correspond a « la présence vs |'absence d’anticorps spécifiques de C. burnetii dans
I’échantillon de sérum ». Ainsi, un individu réellement séropositif est un individu dont le sérum
contient des anticorps dirigés contre C. burnetii en lien avec une infection présente ou passée (en
supposant 'absence d’animaux ayant été vaccinés). A I'inverse, un individu réellement séronégatif est
un individu qui n’a jamais été infecté par la bactérie, ou qui a été infecté il y a suffisamment longtemps
pour que les anticorps ne soient plus détectables par le test.

Cette définition suppose que tout individu infecté par C. burnetii produit des anticorps contre la
bactérie méme si le test sérologique utilisé n’est pas forcément capable de les détecter (en lien avec
sa sensibilité). Si cette hypothese est vérifiée, alors la prévalence intra-élevage peut étre interprétée
comme la proportion d’animaux de I'élevage ayant été infectée par C. burnetii au cours de leur vie. En
revanche, si une part importante des individus ne développe pas de réponse humorale ou que la
réponse humorale ne perdure pas a la suite d’'une infection par C. burnetii, ce qui est plausible puisqu’il
s’agit d’une bactérie intracellulaire stricte, alors la séroprévalence intra-élevage ne représente pas la
proportion d’individus ayant été infectés par C. burnetii. Néanmoins, le modéle estime qu’une
proportion non négligeable d’élevages a une séroprévalence réelle supérieure a 95 % dans les trois
especes (Figure C-7). On peut donc supposer que la quasi-totalité des individus infectés de ces élevages
est censée étre réellement séropositive et donc que peu d’individus ne produisent pas de réponse
humorale apres l'infection. En revanche, étant donnée la Se modérée des tests ELISA commercialisés
pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii, tous les individus réellement séropositifs
ne sont pas détectés par ces tests sérologiques.

A I’échelle de I'élevage, un troupeau a été défini comme réellement séropositif si au moins un animal
était réellement séropositif. Ainsi, la séroprévalence inter-élevage correspond a la proportion
d’élevages comprenant au moins un animal ayant été infecté au cours de sa vie par C. burnetii. Elle
peut étre extrapolée a la proportion d’élevages dans lesquels C. burnetii circule ou a circulé, méme s'il
est possible que, dans certains élevages a faible séroprévalence intra-élevage, les quelques animaux
réellement séropositifs présents aient été introduits alors qu’ils n’étaient plus infectés.
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IV.3. Estimation des séroprévalences inter et intra-élevages

La prise en compte de l'incertitude diagnostique aboutit a des estimations de séroprévalences intra-
élevages réelles plus élevées que celles apparentes, mais a des séroprévalences inter-élevages réelles
plus faibles (Gache et al., 2017) (Tableau C-3). La prise en compte de la sensibilité modérée du test
sérologique (Se = 60 %, 75 % et 53 % respectivement chez les bovins, caprins et ovins) a permis de
corriger la séroprévalence apparente en prenant en compte la présence d’individus faussement
négatifs dans les élevages séropositifs. La prise en compte de la spécificité imparfaite du test (Sp =
97,5 %, 99 % et 98,4 % respectivement chez les bovins, caprins et ovins) a permis de limiter le nombre
de troupeaux faussement considérés comme séropositifs a cause de la présence d’un faible nombre
d’individus faux positifs dans I'élevage. La prise en compte de I'imperfection du test en fonction de
I'espece permet ainsi d’obtenir une estimation plus pertinente d’un point de vue épidémiologique,
avec moins d’élevages séropositifs qui cependant, incluaient plus d’animaux séropositifs.

La variabilité des séroprévalences estimées d’un élevage a I'autre (intra-élevages) et d’un département
al’autre (inter-élevages) est importante (Figure C-7 et Annexes partie 2.1V. ), ce qui souligne la diversité
des contextes épidémiologiques en élevage de ruminants domestiques, en France. Chez les ovins, cette
variabilité est particulierement marquée entre les différents départements et on retrouve une grande
proportion de départements a faible et forte séroprévalences inter-élevages. On note également, quel
gue soit le type de production, des médianes des séroprévalences inter-élevages plus basses que chez
les caprins et bovins laitiers (Tableau C-3). Cette grande variabilité, associée a des médianes plus
faibles, pourrait étre expliquée par une proportion d’élevage séropositif plus faible dans la plupart des
départements chez les ovins, exceptés dans certains départements de I'étude ou les animaux de
plusieurs troupeaux sont mis en estive sur des paturages communs. Dans ces départements, le
mélange des troupeaux en estive favoriserait la dissémination de la bactérie dans les différents
élevages si elle est présente. Cela entrainerait une séroprévalence inter-élevage forte dans certains
départements, alors qu’elle est plus faible dans la plupart des autres départements ou C. burnetii est
absente ou dans lesquels il y a moins d’échanges entre les différents élevages ovins.

La proportion de troupeaux séropositifs était semblable a I'échelle des dix départements chez les
caprins (médiane 47,1 %) et bovins laitiers (47,9 %) alors qu’elle était plus faible chez les bovins
allaitants (5,7 %). Ces résultats suggeérent une diffusion entre élevages similaires, ou une persistance
de la séropositivité aux niveaux des élevages équivalente a la suite d’infections par C. burnetii dans les
élevages caprins et bovins laitiers (Tableau C-3).

Les élevages ovins mixtes et caprins sont les deux types d’élevages avec les séroprévalences intra-
élevages les plus élevées (Tableau C-3). Des séroprévalences intra-élevages plus élevées sont
également rapportées chez les caprins par d’autres auteurs (Anastacio et al., 2013; Rizzo et al., 2016)
et suggerent une plus forte diffusion de C. burnetii dans cette espece. Cette diffusion pourrait étre
expliquée par une sensibilité particuliere de I'espéce caprine a C. burnetii, par une excrétion plus
massive de la bactérie par rapport aux autres espéces de ruminants domestiques et/ou par des critéres
zootechniques spécifiques aux élevages caprins entrainant une plus forte diffusion de I'infection dans
ces troupeaux, par exemple, le fait d’étre généralement des troupeaux de grandes tailles et souvent
hébergés en batiment (Rizzo et al., 2016).

IV.4. Facteurs de risques de séropositivité

IV.4.1 Taille des élevages

Les élevages de grandes tailles étaient plus souvent séropositifs et leur séroprévalence intra-élevage
plus élevée. Pour les élevages caprins, le risque d’étre séropositif était 34% plus élevé (RR 1,34 [1,16;
1,67]) pour un doublement de la taille par rapport a la moyenne. De méme, au sein des élevages ovins
séropositifs de taille double, le risque de séropositivité des individus était 12% a 26% plus élevé chez
les ovins selon le type de production (Figure C-8, Tableau C-4). Cette tendance reste identique quelles
que soient I'espéce et I’échelle considérées (inter- ou intra-élevages) méme si notre étude ne permet
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pas de conclure quant a la présence d’un exces de risques en dehors des caprins et ovins, car les
intervalles de crédibilité des risques relatifs comprenaient un (Figure C-8, Tableau C-4).

Ce facteur de risque « taille d’élevage » a également été mis en évidence dans d’autres études sur la
fievre Q chez les ovins (Anastacio et al., 2013; Barlozzari et al., 2020; Rizzo et al., 2016; Schimmer et
al., 2014; Villari et al., 2018) et les caprins (Anastacio et al., 2013; Schimmer et al., 2011). Plusieurs
facteurs peuvent expliquer I'effet de la taille des troupeaux sur la probabilité de séropositivité et sur
les proportions d’individus séropositifs au sein des élevages séropositifs. Certains sont directement liés
a I'effet mécanique du nombre d’animaux et d’autres, non pris en compte dans cette étude, sont
potentiellement confondus avec la taille des élevages.

Parmi les facteurs directement liés a la taille de I'élevage, les élevages de grande taille ont un
renouvellement plus régulier des animaux naifs (par naissance, achat ou perte d'immunité). Cela
favorise la persistance et la diffusion des maladies infectieuses au sein du troupeau(Brooks-Pollock and
Keeling, 2009; Evans et al., 2010; Nodelijk et al., 2000). De méme, dans les grands troupeaux, le nombre
de mises bas plus important augmente le nombre de femelles susceptibles d’excréter C. burnetii dans
I’environnement et donc I'exposition des autres animaux et la persistance de la bactérie dans I'élevage.
Cette hypothese est confortée par le fait que la charge de C. burnetii détectée dans les poussieres de
batiments d’élevage est plus élevée dans les troupeaux de grande taille (Carrié et al., 2019).

Concernant les facteurs indirectement liés a la taille des élevages, on peut citer le fait que les élevages
de grande taille sont plus sujets a avoir des échanges avec d’autres élevages de facon directe (achats
de reproducteurs par exemple) ou indirecte (un grand parcellaire implique potentiellement un plus
grand nombre de voisins de paturage). Ainsi, dans I'’étude de Schimmer et al.(Schimmer et al., 2014),
bien que les élevages ovins de grandes tailles soient plus souvent séropositifs, seules les variables liées
au fait d’avoir un plus grand nombre d’achats d’animaux et a la présence d’ovins parmi les voisins de
patures étaient conservées dans le modele de régression logistique multivarié final.

IV.4.2 Type de production

Chez les bovins, les élevages laitiers ont un risque pratiqguement huit fois plus important d’étre
séropositifs que les élevages allaitants. Pour autant les séroprévalences intra-élevages des élevages
bovins laitiers et allaitants sont similaires (bonne puissance du modele a détecter une différence a
cette échelle). Ce risque relatif est cohérent avec les estimations de I'étude originale (Gache et al.,
2017) et de celle de Paul et al. (Paul et al., 2014). La présence d’un excés de risque de séropositivité a
I’échelle de I’élevage chez les bovins laitiers peut étre due a un plus grand risque d’introduction de C.
burnetii dans les élevages laitiers ou d’une plus longue persistance des infections et de la
contamination de I'environnement dans les élevages laitiers. A I'inverse, une fois I'infection présente
dans un élevage, I'absence d’exces de risque lié au type de production chez les bovins a I'échelle intra-
élevage suggere que la diffusion de la bactérie chez les bovins est similaire, quel que soit le type de
production considérée. L'une des différences pouvant expliquer une plus forte probabilité
d’introduction de I'infection, I'achat d’animaux et le recours a des pensions plus fréquent en élevages
laitiers qu’en élevages allaitants (notamment pour la gestion du prétroupeau qui est plus souvent
externalisé pour un troupeau laitier).

On observe le phénomeéne inverse chez les ovins. A taille équivalente, les élevages laitiers et mixtes
ont une séroprévalence intra-élevage 60% supérieure a celle estimée pour les élevages allaitants alors
que la probabilité pour un élevage d’étre séropositif ne semble pas dépendre pas du type de
production (IC du RR incluant un). Cependant, la faible puissance de notre étude pour ces facteurs de
risques dans cette espéce, ne permet pas exclure que certains types de production aient une
probabilité de séropositivité différente (plus élevée ou plus faible).

Cette plus forte proportion d’animaux séropositifs pour les ovins laitiers par rapport aux ovins
allaitants a également été mise en évidence dans d’autres études en Europe (Schimmer et al., 2014;
van den Brom et al., 2013) et au Canada (Meadows et al., 2015). Cette différence peut étre due a des
conditions d’hébergements différentes des ovins laitiers et allaitants. Les ovins allaitants étant plus
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souvent mis aux paturages alors que les brebis laitiéres sont plus souvent hébergées en batiment ce
qui favorise la transmission de C. burnetii entre les animaux (Schimmer et al., 2014; van den Brom et
al., 2013).

IV.5. Sensibilité et spécificité du test estimées par le modéle

Malgré le recoupement d’au moins 10,9 % de leurs distributions, les estimations a posteriori de la
sensibilité et spécificité du test different légérement des distributions a priori (Figure C-11, Figure C-12
et Figure C-13). Les Se estimées par le modéle sont légérement plus élevées dans les trois especes et
les Sp sont plus élevées chez les ovins et bovins et plus basses chez les caprins. Ces réévaluations des
Se et Sp du test sont compatibles avec une légére sous-estimation des performances diagnostiques
des tests dans la Partie 1 déja mise en évidence par simulation. L’analyse du jeu de données dans son
ensemble, en combinant les deux sous-jeux de données des Parties 1 et 2, pourrait permettre d’obtenir
des estimations plus fiables des performances diagnostiques du test 2 et potentiellement des deux
autres tests.

IV.6. Validité et intéréts du modeéle

Le modele utilisé dans cette étude est un modele a classes latentes modélisant simultanément les
séroprévalences inter- et intra-élevages des infections par C. burnetii chez les ruminants domestiques.
Etant donné que les statuts sérologiques respectifs des élevages et des individus sont latents (c.-a-d.
uniquement estimés de facon indirecte par le modéle a partir des résultats du test), ce type de modeéle
présente un risque de biais important, d’autant plus marqué que les séroprévalences intra-élevages
ou la sensibilité du test utilisé sont faibles (McAloon et al., 2019). Dans ces deux cas de figure, le modele
a du mal a différentier les troupeaux réellement séronégatifs des troupeaux réellement séropositifs a
prévalence faible et il tendra a surestimer les séroprévalences inter-élevages (McAloon et al., 2019).
Enfin, le choix des distributions a priori utilisées en amont de I'estimation peut avoir un impact
important sur les résultats du modele, en particulier celles des Se et Sp du test diagnostique.

Pour limiter au maximum le risque de biais du modéle dans notre étude, nous avons effectué des
contrdles de sa validité et estimé ses performances.

IV.6.1 Vérification des hypothéses du modeéle

Les variabilités des séroprévalences inter- et intra-élevages ont été modélisées a I'aide d’un effet
aléatoire suivant une loi normale a I’échelle logit. La normalité de la distribution des effets aléatoires
a I’échelle inter-élevage est facilement évaluable sur le diagramme quantiles-quantiles (Figure C-15, A)
réalisé a partir des médianes a posteriori des effets aléatoires ajustés dans chacun des 10
départements. L’hypothese de normalité des effets aléatoires a I’échelle inter-élevage semble vérifiée
dans notre étude.

L'examen de la distribution des effets aléatoires a I'échelle intra-élevage est plus délicat, car les
médianes a posteriori des élevages, dont la probabilité de séropositivité estimée par le modele est
faible, sont proches de 0. En effet, dans une grande partie des tirages de la MCMC, les statuts de ces
troupeaux sont « séronégatifs » et leur séroprévalence apparente est égale a 0. Néanmoins, le modéle
attribue tout de méme un effet aléatoire correspondant a une séroprévalence intra-élevage non nulle
méme si cet effet n’intervient pas pour calculer la probabilité d’étre testés positifs. Ainsi, dans tous les
tirages de la MCMC ou les élevages ont une séroprévalence intra-élevage nulle, la distribution des
effets aléatoires a I'échelle intra-élevage suit une loi normale de moyenne égale a 0 indépendante des
données observées, dont la médiane est logiquement proche de 0. Ce phénomene explique a la fois
tous les points grisés proches de 0 dans la Figure C-15, B, mais également la répartition homogene
entre -1 et 1,96 au lieu d’étre homogéne entre -1,96 et 1,96 comme attendu pour des effets aléatoires
normaux réduits. Seule la distribution des effets aléatoires a I’échelle intra-élevage chez les ovins
présente quelques anomalies avec des départements ou les effets aléatoires ajustés semblent moins
variables et d’autres oU, au contraire, les médianes a posteriori des effets ajustés sont plus élevées que
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dans les autres départements. Ces anomalies pourraient étre dues a des moyennes des distributions
des séroprévalences intra-élevages différentes au sein des élevages ovins issus de départements
différents (du fait par exemple de pratiques d’élevages, particulieres a certains départements, limitant
ou favorisant la diffusion de C. burnetii au sein des élevages). La normalité des effets aléatoires a
I’échelle intra-élevage semble donc également vérifiée pour 'ensemble des départements chez les
bovins, ovins et caprins, mais de potentielles disparités entre les niveaux de séroprévalence intra-
élevage entre les différents départements sont possibles.

IV.6.2 Variabilité des séroprévalences intra-élevages entre départements

Les estimations a posteriori de I'’ensemble des parametres obtenus avec le modele a effet aléatoire
supplémentaire sont similaires a celles obtenues avec le modele initial (Annexes partie 2.1, figure 2)
avec des médianes a posteriori et des intervalles de crédibilité a 95 % trés proches. Donc, I'ajout de cet
effet aléatoire ne modifie pas substantiellement les estimations du modele.

L'étude de simulation montre que ce modele a effet aléatoire supplémentaire estime toujours un
écart-type de cet effet aléatoire a des valeurs semblables a celles estimées avec le vrai jeu de données,
y compris quand la valeur de cet écart-type est fixée a 0 pour simuler les données. De plus, la non-prise
en compte de cet effet aléatoire, lorsqu’il est présent, lors de la simulation des données (scénario 2,
Annexes partie 2.11.4), n’entraine qu’une augmentation minime du biais relatif et de I'erreur
qguadratique moyenne du modeéle original par rapport au modele prenant en compte cet effet, y
compris chez les ovins (Annexes partie 2.11.4.3). La prise en compte d’une variabilité potentielle des
séroprévalences intra-élevages dans les différents départements par un effet aléatoire
supplémentaire, tel que décrit en Annexes partie 2.1, ne modifie pas les estimations du modéle et
n"améliore que tres légerement ses performances, et cela uniquement dans le scénario ou cet effet
aléatoire est utilisé pour simuler les données. Le modéle original étant plus parcimonieux et tout
autant fiable (voir plus dans les scénarios de simulations ou I'effet aléatoire est absent) est bien a
privilégier dans notre étude.

IV.6.3 Ajustement du modeéle aux données observées

Globalement I'ajustement du modeéle aux données est bon (Figure C-16). Seuls quatre élevages (un
caprin et trois ovins) discordants présentaient une proportion observée d’individus testés positifs
proche de 100 % supérieure a celle prédite par le modéle. Dans le cas des ovins, I'observation d’une
prévalence apparente proche de 100 % est difficilement compréhensible avec un test ayant une Se de
0,538 ICa 95 % [0,433; 0,618] et une Sp de 0,984 IC a 95 % [0,974 ; 0,993]. Théoriquement, avec de
telles valeurs de Se et de Sp, la proportion d’individus testés positifs maximale devrait étre proche de
55 % méme lorsque la séroprévalence intra-élevage réelle est proche de 100 %. Il est donc possible
que, dans ces élevages, la sensibilité du test utilisé soit plus élevée qu’estimée par le modele. Ces
observations remettent donc en cause I’hypothéese de constance des Se et Sp du test dans toutes les
populations. Néanmoins, elles ne concernent que trois élevages ovins sur les 522 inclus dans I'étude
et un seul élevage caprin sur les 349 inclus.

IV.6.4 Apport de la simulation

En complément de la vérification des hypotheses du modele, une large étude d’évaluation de ses
performances a été réalisée par simulation de jeux de données de structures similaires (nombre
d’élevages, nombre d’individus prélevés par élevage, etc.) selon 17 scénarios en faisant varier les
paramétres du modele utilisé pour simuler les données sur des valeurs plausibles autour des
estimations obtenues a partir des données observées (Annexes partie 2.11).

Cette étude de simulation nous a permis de conclure a de bonnes performances du modéle avec un
biais relatif moyen faible, une erreur quadratique moyenne faible et une probabilité de couverture
supérieure a 90 % pour la plupart des parametres et des scénarios considérés dans les trois jeux de
données de I'étude (chez les ovins, bovins et caprins). La simulation nous a également permis de valider
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le choix des distributions a priori utilisées dans notre étude ( Cauchy(0,2)) a la place de celles

classiquement utilisées dans les études du méme type (distribution normale a grand écart-type
supérieur a 10) (Fernandes et al., 2019; Koop et al., 2013; Okura et al., 2010; Paul et al., 2014).

Les scénarios de simulation pour lesquels le modeéle présente le biais relatif moyen le plus important
sont les scénarios 6 et 13, correspondant respectivement au scénario dans lequel la moyenne des
moyennes par département de la séroprévalence intra-élevage est plus petite de deux écarts-types
(scénario 6, correspondant a une séroprévalence intra-élevage moyenne inférieure a 10%) et a celui
dans lequel la moyenne des séroprévalences inter-élevages est plus petite de deux écarts-types
(scénario 13, correspondant a une séroprévalence inter-élevage moyenne de <5%). Le scénario 13 est
associé a des séroprévalences intra-élevages réelles simulées faibles et proche de 0. Le biais relatif
moyen plus important dans le scénario 6 est cohérent avec I'étude réalisée par McAloon et al.
(McAloon et al., 2019) dans laquelle le biais du modéle était d’autant plus important que la
séroprévalence intra-élevage était faible. Le biais observé pour le scénario 13 est quant a lui assez
intuitif, car, dans ce scénario, trés peu de troupeaux sont réellement séropositifs et I’estimation des
séroprévalences intra-élevages devient difficile et dépendante des quelques élevages séropositifs
inclus, comme en témoigne la grande dispersion des médianes a posteriori estimées sur les 100 jeux
de données (Annexes partie 2.11.4, Figure 3, 4, 6, 7, 9 et 10). De plus, dans ce type de scénario, les
individus testés positifs dans le jeu de données simulées sont, la plupart du temps, des faux positifs
que le modele a du mal a identifier comme tels.

Les niveaux de séroprévalences estimées dans notre étude sont plus élevés que ceux des scénarios de
simulation 6 et 13, donc, ce risque de biais mis en évidence par simulation n’a probablement pas de
conséguence pour notre étude. Enfin, I'analyse de jeux de données simulées selon une gamme de
valeurs des risques relatifs variant entre 1/3 a 3 nous a permis de réaliser un calcul de puissance et de
déterminer 'ampleur des risques relatifs pouvant étre mis en évidence avec les jeux de données de
notre étude.

La réalisation d’une telle analyse de simulation sur des jeux de données similaires a celui de I'étude ne
garantit pas totalement I'absence de biais, car la simulation est réalisée en respectant les hypothéses
du modele, ce qui est forcément une simplification par rapport aux données observées. Néanmoins,
elle permet d’évaluer le biais potentiel du modeéle dans une situation au plus proche de I'étude. Devant
la flexibilité des modeéles a classes latentes et le risque de biais important qui en découle, I'utilisation
de la simulation mériterait d’étre beaucoup plus répandue dans les études de ce type (McAloon et al.,
2019), pour bien évaluer leurs limites d’application. Ainsi, en I'absence d’une étude de simulation
démontrant I'absence de biais important dans les conditions d’application, nous déconseillons
d’appliquer les modeles hiérarchiques tels que décrits dans notre étude lorsque les séroprévalences
inter- ou intra-élevages attendues sont faibles (respectivement <5% et <10%) et que le test
diagnostique a une sensibilité modérée (de 50 a 70%) et une spécificité imparfaite.

V. Conclusion

Cette étude apporte de nouvelles connaissances sur I'épidémiologie des infections par C. burnetii chez
les ruminants domestiques en France. Elle a permis de confirmer et de quantifier les facteurs de risques
associés au type de production et a la taille de I'élevage. Toutes espéces confondues, les élevages de
grande taille tendent a étre plus souvent séropositifs et a avoir plus d’animaux séropositifs. Les
élevages de type laitiers sont plus souvent séropositifs chez les bovins et ont des séroprévalences intra-
élevages plus importantes chez les ovins.

Cette étude souligne l'intérét de prendre en compte l'incertitude diagnostique pour estimer des
séroprévalences réelles des infections par C. burnetii. La méthodologie développée pourrait étre
utilisée pour harmoniser les études réalisées sur la fievre Q chez les ruminants domestiques en Europe
en permettant la comparaison des données obtenues dans différentes zones géographiques avec
différents tests diagnostiques. Enfin, elle permet d’envisager la réalisation des calculs des valeurs
prédictives des tests sérologiques a partir des séroprévalences intra- et inter-élevages estimées.
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D. PARTIE 3 : CALCUL DES VALEURS PREDICTIVES DES TESTS
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PREAMBULE

A I'échelle de I'élevage, I'interprétation des résultats d’un plan de dépistage dépend a la fois des
sensibilité et spécificité du test utilisé, du nombre d’individus testés positifs parmi ceux prélevés et du
contexte épidémiologique dans lequel sont réalisés les tests.

L'objectif de cette partie est de proposer une méthode permettant d’estimer la probabilité de
séropositivité de I'élevage (notée HVP) et des individus testés positifs (notée VPP) ou négatifs (noté
VPN) sachant les résultats obtenus dans I'élevage, les performances diagnostiques du test utilisé et les
caractéristiques de I'élevage (taille de I'élevage et type de production, qui influent sur les
séroprévalences intra- et inter-élevages) (Figure D-1).
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Figure D-1 : Données et informations utilisées pour estimer la séroprévalence réelle intra-élevage (notée Pcond)
les probabilités de séropositivité de I'élevage (notée HVP) et des individus testés positifs (notée VPP) ou négatifs
(noté VPN).

Se : Sensibilité, Sp : Spécificité, WHP : séroprévalence réelle intra-élevage attendue, BHP : séroprévalence réelle
inter-élevage attendue.

La plupart des études et approches décrites pour interpréter les résultats d’un plan de dépistage a
I’échelle individuelle ou de I'élevage passent par le calcul des valeurs prédictives positives du test et
du plan de dépistage. Les valeurs prédictives sont calculées en amont de la réalisation du plan de
dépistage pour prédire, en fonction d’une regle de décision préétablie dans une situation générale, la
probabilité de séropositivité d’'un élevage ou d’un individu standard (dont les caractéristiques
correspondent a la médiane observée par exemple). Nous rappellerons dans un premier temps les
grandes approches proposées pour calculer les valeurs prédictives et leur limite, puis nous verrons
comment les utiliser et les adapter pour que chaque utilisateur des tests puisse obtenir une estimation
de la probabilité de séropositivité de I'élevage et des individus sur lesquels sont réalisés les tests apres
prise en compte de 'ensemble des résultats obtenus dans I’élevage.
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l. Introduction

On se place dans le contexte d’un élevage de ruminants domestiques, dans lequel NPOS individus ont
été testés positifs avec un test ELISA (de sensibilité Se et de spécificité Sp) parmi les Nsample

individus prélevés. L'objectif est de calculer la probabilité qu’un individu testé positif ou négatif dans
I’élevage soit réellement séropositif ou réellement séronégatif et la probabilité que I'élevage soit
réellement séropositif sachant les résultats du plan de dépistage.

1.1.  AVéchelle individuelle

.1.1 Formule de calcul des valeurs prédictives

A V'échelle individuelle, les probabilités que I'individu soit réellement séropositif ou séronégatif
sachant qu’il a été testé positif ou négatif sont respectivement appelées valeurs prédictives positive (
VPP ) et négative (VPN ). La VPP et VPN dépendent des Se et Sp du test et de la proportion
d’individus réellement positifs dans I'élevage, c’est-a-dire la séroprévalence intra-élevage (noté

WHP).

VPP — WHP x Se
WHP x Se + (1—WHP) X (1— Sp)
(3.1)
VPN — (1—WHP)><Sp

~ WHP x(1-Se) +(1-WHP) x Sp

En tenant compte du fait que, si I'élevage est réellement séronégatif, alors WHP =0 et quelles que
soient les Se et Sp du test utilisé, VPP =0 et VPN =1.

Si'on note :

- HVP la probabilité de séropositivité du troupeau testé sachant que NpPOS individus ont été
testés positifs parmi Nsample ;

P

) g 12 séroprévalence intra-élevage réelle si I'élevage est séropositif sachant que NPOS in-

dividus ont été testés positifs parmi Nsample.

Alors, les VPP et VPN s’expriment comme suit :

VPP = HVP x g x5
Pong X Se+(1- P4 ) x(1-Sp)
(3.2)
(1-P, )% Sp

VPN = (1— HVP)+ HVP x

Pcond X (1_ Se) + (1_ Pcond ) X Sp

Donc, pour calculer les valeurs prédictives a I’échelle individuelle en tenant compte de I’'ensemble des

résultats obtenus, on doit estimer dans un premier temps HVP et P, .

1.1.2 Estimation de la séroprévalence intra-élevage conditionnelle sachant les résultats obtenus

Dans la Partie 2, nous avons estimé les moyennes et écarts-types des séroprévalences intra-élevages
dans I'ensemble des élevages séropositifs a partir des Se et Sp du test utilisé (estimée dans la Partie 1)
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et du nombre d’individus testés positifs parmi ceux échantillonnés dans chaque élevage inclus dans
I’étude. De la méme fagon, si on suppose que le nombre d’individus testés positifs ( NPOS) parmi les

Nsample testés suit une distribution binomiale, de taille Nsample et de probabilité
Pcond x Se + (1— Pcond ) X (1— Sp) alors, dans un cadre bayésien, on peut inférer la distribution de

P, @ partir de sa distribution a priori (estimée dans la Partie 2) combinée avec les données observées

( Npos individus parmi Nsample prélevés), pour obtenir une estimation de la séroprévalence intra-
élevage dans le troupeau considéré s’il est séropositif et sachant que Npos individus ont été testés
positifs (Figure D-2).

Nsample

©®

Figure D-2 : Diagramme acyclique dirigé simplifié du modele utilisé pour estimer la séroprévalence intra-élevage
dans les élevages séropositifs sachant que Npos individus ont été testés positifs parmi les Nsample prélevés.
Les Se et Sp du test ont été estimées dans la Partie 1 et la moyenne ( t4,, - ) et I'écart-type ( Oy, p ) de la

distribution a priori de la séroprévalence intra-élevage ont été estimés dans la Partie 2.

.2.  Aléchelle du troupeau

.2.1 Formule de calcul des valeurs prédictives

A I'échelle du troupeau, tout comme a I’échelle individuelle, les valeurs prédictives positive (notée
HVPP pour « Herd positive predictive value ») et négative (HVPN pour « Herd negative predictive
value ») du plan de dépistage dépendent des sensibilité et spécificité du plan de dépistage a I’échelle
du troupeau (notées respectivement HSe et HSp ) et de la séroprévalence inter-élevage (notée BHP

pour « between-herd prevalence ») :

HYPP — BHP x HSe
BHP x HSe + (1— BHP) x (1— HSp)
(3.3)
VPN - (1- BHP) x HSp

BHP x (1— HSe) + (1— BHP) x HSp

Cependant, a I'échelle du troupeau, les HSe et HSp sont plus complexes a calculer, car elles

dépendent des Se et Sp du test utilisé, mais également du nombre d’individus testés, de la régle de
décision du plan de dépistage (nombre d’individus testés positifs a partir duquel on considere le
troupeau comme étant testé positif) et de la séroprévalence intra-élevage.
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1.3. Variabilité et incertitude

I.3.1  Variabilité des séroprévalences intra- et inter-élevage

Plusieurs formules ont été proposées pour estimer les HSe et HSp a partir des sensibilité et spécificité
en supposant que le nombre d’individus testés positifs suit soit une distribution binomiale soit une
distribution hypergéométrique (Cannon, 2001; Gautam et al., 2019). Néanmoins, ces formules
supposent que les Se et Sp a I'échelle individuelle soient connues. De plus, la séroprévalence intra-
élevage est généralement fixée soit a une valeur seuil basse (séroprévalence minimale que I'on veut
étre capable de détecter avec le plan de dépistage (Heisey et al., 2014; Ziller et al., 2002)), soit a une
valeur moyenne ou médiane (Gautam et al., 2019; Humphry et al., 2004).

En réalité, les séroprévalences intra-élevages des infections par C. burnetii sont variables entre les
différents élevages réellement séropositifs. Le fait de fixer la séroprévalence intra-élevage a une valeur
entraine donc un biais dans la formule de calcul des HSe. Sila WHP de I'élevage est plus basse que
la valeur seuil fixée, alors la HSe sera généralement surestimée par rapport a sa vraie valeur dans
I’élevage. En effet, a un nombre d’individus prélevés fixe, la probabilité d’échantillonner un individu
réellement séropositif (et donc la probabilité de tester un individu positif) sera plus basse dans
I'élevage 8 WHP plus basse. Inversement, si la WHP de I’élevage est plus haute que la valeur seuil
fixée, alors la HSe sera généralement sous-estimée par rapport a sa vraie valeur. Ce biais potentiel
n’a pas nécessairement de conséquences importantes quand I'objectif du calcul est d’estimer la
sensibilité du plan de surveillance a I'échelle de la population dans une zone indemne (Ziller et al.,
2002). En revanche, il a des conséquences plus importantes pour calculer les HSe du plan de dépistage
dans chaque élevage échantillonné, car le fait de fixer une valeur de séroprévalence sous-estime la
variabilité des situations possibles de chaque élevage et donc la variabilité des HSe.

Pour la valeur prédictive positive ou négative a I'échelle du troupeau, en plus de la variabilité des
séroprévalences intra-élevages, il faut également tenir compte de la variabilité des séroprévalences
inter-élevages, car pour des valeurs identiques de HSe et HSp, la valeur prédictive positive sera plus
faible si la séroprévalence inter-élevage est plus faible et inversement (cf. équation (3.3)). Ce qui veut
dire que pour un méme nombre d’individus testés positifs dans un élevage, la probabilité de
séropositivité sera plus faible ou plus élevée dans une zone a faible ou a forte BHP . Si on estime la
HVPP d’un élevage particulier, I'idéal est de disposer d’une estimation préalable de la séroprévalence
inter-élevage dans la zone concernée, mais, sila BHP est inconnue ou que les calculs sont réalisés a
I’échelle de la population (c’est-a-dire a I’échelle d’élevage issu de zones géographiques différentes),
alors, la non-prise en compte de la variabilité de la BHP entrainera une sous-estimation de la
variabilité des HVPP et HVPN .

La non-prise en compte de cette variabilité des séroprévalences intra- et inter- élevages peut avoir des
conséquences importantes, en fournissant une estimation des HSe, HSp et des HVPP et HVPN trop
précises alors qu’elles sont en fait variables. Un élevage pourra par exemple, se voir attribuer une forte
probabilité de séropositivité « moyenne » alors qu’il existe une probabilité non négligeable que cette
probabilité de séropositivité soit faible.

1.3.2 Incertitude

Dans la Partie 1, nous avons estimé les Se et Sp de chaque test dans chaque espéce et dans la Partie 2,
la distribution des séroprévalences inter- et intra-élevages a été modélisée a I'aide d’une distribution
logit normale dont nous avons respectivement estimé les écarts-types dans chaque espéce et les
moyennes dans chaque type de production.

Tous ces parametres (Se, Sp, moyennes et écarts-types des distributions inter- et intra-élevages) ont
été estimés avec une certaine incertitude qui rend compte de la précision avec laquelle ces paramétres
ont été estimés a l'issue de notre étude. Un des fondements de I'inférence bayésienne est d’ailleurs
que les parametres estimés sont décrits par une distribution de probabilité reflétant leur incertitude.
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La non-prise en compte de l'incertitude des paramétres du modele lors de I'estimation des valeurs
prédictives conduit naturellement a une sous-estimation de I'incertitude des sensibilité et spécificité a
I’échelle du troupeau. On obtient alors des estimations des valeurs prédictives trop précises par
rapport a ce qu’elle devrait étre selon l'incertitude des parametres estimés qui ont servi a les calculer.

1.3.3 Une prise en compte possible de la variabilité et de l'incertitude par MCMC

Dans les Parties 1 et 2 de la thése, nous avons estimé par inférence bayésienne les distributions a
posteriori de 'ensemble des parameétres nécessaires a la réalisation des calculs des valeurs prédictives
positives des tests a I'échelle de I'élevage.

A I'aide de chaines de Markov Monte-Carlo (MCMC), il est possible :

- De prendre en compte l'incertitude des estimations de chaque paramétre, en échantillonnant
pour chaque itération de la MCMC, ses valeurs dans la distribution estimée dans les Parties 1
et 2.

- De prendre en compte la variabilité des séroprévalences inter- et intra-élevages en simulant,
pour chaque itération de la MCMC, une valeur de WHP et de BHP dans la distribution logit
normale correspondante dont les moyennes et écarts-types auront été préalablement échan-
tillonnés dans leurs distributions respectives.

Echantillonnage dans les
distributions estimées

Partie 2

@@
56

Calcul des valeurs Simulation des
prédictives valeurs possibles

Npos
Nsample | @
~—

Figure D-3 : Prise en compte de I'incertitude des paramétres par échantillonnage dans les distributions estimées
dans les Parties 1 et 2 et de la variabilité des séroprévalences inter- et intra-élevages par simulation a partir des
parametres échantillonnés.

&
&

Hgp €t Ogyp : moyenne et écart-type de la distribution des séroprévalences inter-élevages

Hyp € Oy © Mmoyenne et écart-type de la distribution des séroprévalences intra-élevages
HVP : probabilité de séropositivité du troupeau sachant que Npos individus ont été testés positifs parmi les
Nsample testés.

En calculant les valeurs prédictives a partir de la valeur de chaque parametre échantillonné et des
WHP et BHP simulées a chaque itération, on obtient un échantillon aléatoire des valeurs
prédictives, qui tient compte a la fois de I'incertitude des parametres et de la variabilité des variables
du modele (Figure D-3).
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Cette approche a été utilisée dans plusieurs études visant a calculer les valeurs prédictives a I'échelle
du troupeau (Audigé et al., 2001; Audigé and Beckett, 1999; Jordan and McEwen, 1998; Norby et al.,
2005; Su et al., 2007; Tsutsui et al., 2003). La premiére description de I'usage des MCMC pour estimer
les valeurs prédictives a I’échelle du troupeau date d’il y a plus de 20 ans (Jordan and McEwen, 1998)
et cette étude a été assez fréquemment citée en exemple (69 citations a ce jour, y compris dans des
articles tres cités comme (Christensen and Gardner, 2000)). Néanmoins a notre connaissance, une
seule étude récente (depuis 2007) a réutilisé cette approche pour calculer des valeurs prédictives
(Paterson et al., 2020). La faible fréquence d’utilisation de cette approche peut étre expliquée, d’'une
part, par la complexité de la construction de ce type de modéle et de la mise en ceuvre de méthodes
d’inférence bayésienne (Jordan and McEwen, 1998) et, d’autre part, par une absence d’appropriation,
par les utilisateurs des tests, des outils construits dans les études antérieures.

I.4. Mise a disposition de la méthode de calculs

1.4.1  Objectifs

La plupart des études antérieures réalisées pour aider a l'interpréter le résultat des plans de dépistage
et des tests sérologiques visaient a estimer les valeurs prédictives des tests pour des plans
d’échantillonnage avec des régles de décision fixées a I'avance. Par exemple, la réalisation d’un test
ELISA sur 15 individus et la considération de I’'élevage comme séropositif a partir du moment ol au
moins un individu est testé positif. En pratique, le nombre d’animaux prélevés dans un élevage peut
varier et, dans tous les cas, le fait de fixer la regle de décision a I'lavance entraine, souvent, une perte
d’information. Dans I'exemple précédent, interpréter le résultat d'un élevage ayant eu plusieurs
animaux testés positifs alors que la valeur prédictive a été calculée avec une régle de décision ou
I’élevage est considéré séropositif si au moins un animal est séropositif, entrainera une sous-
estimation de la probabilité de séropositivité du troupeau.

Par ailleurs, les moyennes des distributions de séroprévalences inter- et intra-élevages varient en
fonction de Ia taille de I'élevage et du type production considéré. Pour calculer les valeurs prédictives
au plus pres de la situation épidémiologique de I'élevage testé, il serait intéressant d’utiliser les
moyennes correspondant exactement a son type de production et sa taille, deux facteurs associés a la
probabilité de séropositivité et a la proportion d’animaux séropositifs de I'élevage (Partie 2).

Ainsi, pour pouvoir a la fois interpréter les résultats effectivement obtenus dans I'élevage et prendre
en compte les caractéristiques de I'élevage considéré, il faut pouvoir estimer les probabilités de
séropositivité au cas par cas, dans chaque élevage.

1.4.2 Mise a disposition.

La construction des modeéles et la mise en ceuvre de I'inférence bayésienne ont été facilitées depuis
une vingtaine d’années avec le développement de logiciels gratuits tels que WinBUGS (Lunn et al.,
2000) ou JAGS (Plummer, 2003). Plus récemment, la mise au point d’un environnement complet pour
la création d’application web en interaction avec le logiciel R, sous la forme d’application Shiny (Chang
et al., 2017), a permis d’envisager la mise a disposition de ces outils complexes au plus grand nombre.
Ainsi, en 2020, Patersonn et al. ont développé une application Shiny visant la prise en compte de
I'incertitude des tests diagnostiques dédiés a la recherche des agents pathogenes respiratoires chez
les mouflons d’Amérique (Ovis canadensis) (Paterson et al., 2020).

Avec la création d’une application en ligne Shiny dédiée a I'interprétation des résultats des plans de
dépistage sérologique des infections par C. burnetii, chaque utilisateur pourrait utiliser un modele
statistique complexe correspondant au plan de dépistage qu’il a utilisé, et dont les parametres seront
estimés en inférence bayésienne sur les données obtenues dans I'élevage qu’il a testé. Ainsi, il pourra
estimer les probabilités de séropositivité des individus et du troupeau a partir du nombre d’animaux
positifs parmi I'ensemble des animaux testés.
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1.4.3 Utilisation des MCMC dans I’application Shiny

La méthode envisagée pour calculer les valeurs prédictives a I'échelle individuelle et collective,
nécessite 'utilisation de MCMC pour :

- échantillonner les valeurs des parameétres du modele issues des Parties 1 et 2,
- simuler les valeurs de WHP et BHP 3 partir de leur distribution respective,

- pour estimer la distribution a posteriori de la séroprévalence intra-élevage dans le troupeau,
s’il est séropositif et sachant que Npos individus ont été testés positifs.

1.4.3.1  Estimation simultanée des parameétres du modele et des probabilités de séropositivité

Toutes ces étapes sont réalisables dans un seul et méme modeéle, qui nécessite, pour la séroprévalence
conditionnelle d’étre inférée apres recueil des résultats du plan de dépistage et des caractéristiques
de I'élevage.

Néanmoins, les paramétres du modéle ont été estimés a partir de deux jeux de données et dans deux
études différentes. Pour obtenir une distribution a posteriori jointe de I'ensemble des parametres du
modele, I'idéal serait d’estimer I'ensemble des parametres a partir d’un jeu donné combinant celle du
projet KitEval 4500 et celle de I'étude épidémiologique en lien avec le dispositif de surveillance de la
fievre Q, modéle qui inclurait également les étapes et nceuds stochastiques et déterministes
nécessaires a la réalisation du calcul des probabilités de séropositivité.

La réalisation simultanée de I'inférence des parameétres du modele (Se, Sp, g, Ogup » Mynp » €L
Owup ) €t des probabilités de séropositivité dans un unique modéle permettrait d’obtenir une

distribution a posteriori jointe de I'’ensemble des parameétres et de conserver la corrélation structurelle
entre les différents parametres estimés. Cependant, la réalisation de I'inférence a partir de I'ensemble
des données prend plusieurs heures sur R. Ce long temps de calcul est incompatible avec une
application destinée a un utilisateur qui souhaite interpréter les résultats d’un plan de dépistage.

1.4.3.2  Utilisation de distribution a priori informative

Une solution alternative est d’estimer la distribution a posteriori marginale de chaque paramétre du
modele a partir de I'ensemble des données disponibles et d’intégrer ces distributions marginales
comme des distributions a priori informatives dans le modeéle servant a estimer les probabilités de
séropositivité. Cette méthode a I'avantage d’étre beaucoup plus rapide (de I'ordre de quelques
secondes), car les seules données utilisées pour estimer les probabilités de séropositivité sont le
nombre d’individus testés positifs, le nombre total d’'individus testés et les caractéristiques de I'élevage
(espéce, taille, type de production). En revanche, en utilisant les distributions marginales on ne prend
plus en compte la corrélation structurelle entre les paramétres qui était présente dans la distribution
a posteriori jointe. De plus, I'ajustement de distribution de probabilité connue (du type beta par
exemple) sur les échantillons a posteriori des distributions marginales avec des packages comme
fitdistrplus (Delignette-Muller and Dutang, 2015) est potentiellement imparfait.

En résumé, le gain de temps de calcul, permis par l'inclusion des distributions marginales a posteriori
de chaque parameétre plutot que la réalisation de leurs estimations en temps réel a partir de I'ensemble
des données de la thése, est essentielle pour la prise en main de I'application par les utilisateurs, mais
entraine un risque de biais qu’il faudrait évaluer.

I.5.  Annonce du plan

La suite de I'étude est divisée en sept sections. La section Il présente la méthode d’estimation et les
distributions marginales obtenues de chaque parameétre a partir de I'ensemble des données de la
these. La section lll, présente la méthode utilisée pour inférer I'ensemble des paramétres nécessaires

115



aux calculs des probabilités de séropositivité. La section IV détaille la formule utilisée pour calculer les
valeurs prédictives a I’échelle du troupeau. La section V présente l'interface utilisateur de I'application
Shiny construite et la section VI est une illustration de I'intérét de I'approche partir d’un cas pratique
de demande d’expertise concernant un taureau charolais testé positif en sérologie au moment de sa
vente. Enfin, nous discuterons la méthodologie et I'ensemble de cette étude dans la section VII.

Il.  Estimation des distributions a priori des parametres du modele

Pour obtenir une estimation des probabilités de séropositivité du troupeau a partir des données de
I’élevage, en tenant compte des estimations réalisées dans les Parties 1 et 2, il est nécessaire :

- soitd'utiliser des distributions a priori informatives pour I'ensemble des parametres du modele

(Se, Sp, Lgrp s Ogpp s Hhurp » €1 Oyp ) 5
- soit d’intégrer dans le modele le jeu de données qui a servi a estimer ces parametres.

La deuxieme option étant trop longue, en termes de temps de calcul (plusieurs heures), pour étre
utilisée dans une application destinée a des utilisateurs des tests, cette partie présente la méthode
d’obtention des parameétres et leur distribution informative.

Etant donné que, d’une part les Se et Sp des trois tests et d’autre part les moyennes et écarts-types

des distributions des séroprévalences intra- et inter-élevages ont été estimés dans des modeéles
différents et a partir de jeux de données différents, nous avons réestimé I'ensemble des paramétres
avec un modele unique a partir d’un jeu de données rassemblant les données des Parties 1 et 2.

II.L1. Description des données et du modele

Le jeu de données global a été constitué a partir :

- dujeu de données du dispositif de surveillance de la fievre Q décrit de la Partie 2 de la these a
la section 1.1 ;
- dujeude données du projet KitEval 4500 décrit dans la partie 1 de la these a la section 11.1.1.

Pour les échantillons de sérum analysés a la fois par un laboratoire vétérinaire et par le laboratoire
national de référence, seuls les résultats du LNR ont été inclus dans le modéle (pour les bovins du
département G, seules les données du dispositif de surveillance de la fievre Q ont été incluses).

La modélisation des séroprévalences intra- et inter-élevages a été réalisée de la méme fagon que dans
la Partie 2 (cf. 11.2.3.2). Les séroprévalences inter-élevages de chaque département sont modélisées
avec un modele de régression logistique a effet aléatoire pour la variable département. Les
séroprévalences intra-élevages de chaque élevage sont modélisées avec un modele de régression
logistique augmenté en 0 a effet aléatoire élevage. L'incertitude diagnostique est prise en compte par
une loi binomiale (pour les échantillons testés avec le test 2 uniquement, cf. partie 2, 11.2.3.1) ou
multinomiale (pour les échantillons testés avec les trois tests, cf. Partie 1. 11.2.3) modélisant le nombre
d’animaux positifs avec le ou les tests dans chaque élevage, en considérant que la probabilité de ce
nombre dépend de la séroprévalence intra-élevage et des sensibilités et spécificités du ou des tests
utilisés.

Comme dans les Parties 1 et 2, les échantillonnages sont réalisés en utilisant JAGS sur R grace au
package rjags (Plummer et al., 2016). Trois chaines MCMC indépendantes ont été générées en
paralléle. Pour chaque chaine, 110 000 tirages ont été produits. Les 10 000 premiers ont été éliminés
pour atteindre la convergence (phase de chauffe). Pour limiter I'autocorrélation des itérations, les
100 000 tirages restants ont été affinés en ne conservant qu’un tirage sur vingt. Au total, 5 000 tirages
ont donc été conservés par chaine et finalement, on obtient 15 000 échantillons joints de chacun des
parameétres du modele.
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1.2. Estimations obtenues et distribution a priori informative

La médiane et les quantiles 2,5 % et 97,5 % de la distribution a posteriori de chaque parametre sont
présentés dans le Tableau D-1. L'ensemble des 15 000 échantillons de chaque parameétre a été utilisé
pour estimer les parameétres de la loi de distribution correspondante a I'aide de la fonction « fitdist »,
du package fitdistrplus (Delignette-Muller and Dutang, 2015). La forme de la distribution de chaque
parametre a été choisie en fonction :

- de sonintervalle de définition :

o [0; 1] pourles Se et Sp,
o) [—oo ; +oo] pour les moyennes et effets fixes des distributions des séroprévalences
inter- et intra-élevages,
o [0; +o] pour leur écart-type,
- enexaminant I'adéquation des fonctions de répartition et des diagrammes quantiles-quantiles

des distributions empiriques (les 15 000 échantillons joints) et ajustées de chaque paramétre.

Ainsi, des distributions beta (Se et Sp), normale (moyennes et effets fixes) et gamma (écarts-types) ont
été ajustées (Tableau D-1).
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Tableau D-1 : Estimation a posteriori des paramétres du modéle réalisée sur les deux jeux de données combinés.

Distribution correspondante estimée par la fonction fitdist du package fitdistrplus. Les distributions beta ( Beta ( ﬁl ; ﬁz) ) sont paramétrées en forme 1 ( ﬂl ) et forme 2( ,82 ), les

distributions normales ( NOorm (,u ; (7)) en moyenne ( [l ),écart-type O ; les distributions gamma (Gamma(a ; ,3)) sont paramétrées en forme ( & ) et intensité ( [3 ).

Bovin Caprin Ovin
Parametre Méediane Distribution Mediane Distribution Méediane
Distribution correspondante
[IC 3 95 %] correspondante [IC 3 95 %] correspondante [IC 3 95 %]
72,2 60,2 45,5
Sel Beta(88, 46; 32,15) Beta(266, 47 ; 175, 97) Beta(100, 78 ; 120,56)
[64,3;79,2] [55,7 ; 64,8] [39;52,1]
63 78,7 61
Se2 Beta(95, 46 ; 56, 74) Beta(384, 43 ; 104, 51) Beta(193, 55; 123, 97)
[55,2; 70,2] 74,9 ; 82,2] [55,6 ; 66,3]
91,6 92,4 90,4
Se3 Beta(85, 55, 10,33) Beta(245,3; 20, 75) Beta(100,89 11, 03)
[83,5;95,7] [88,5 ; 95] [83,8;94,9]
93,5 98,8 99,2
Spl Beta (870, 54 29,46) Beta(461, 42 ; 5, 73) Beta(915, 91; 7, 62)
[92;94,9] [97,7 ; 99,6] [98,5;99,7]
98,6 98 98,5
Sp2 Beta(4125,19 ; 60,13) Beta(1463,13 ; 29,87) Beta(2348,60 ; 36,40)
[98,2;99] [97,3;98,7] [98;98,9]
95,8 95,5 97,9
Sp3 Beta(418, 59; 21, 23) Beta(357,21; 17,25) Beta(552,27 11, 96)
[94;97,7] [93,1;97,3] [96,6 ; 98,9]
-2,54 -0,14 -0,7
7 Norm(-0,64; 0,63) Norm(-0,15; 0,41) Norm(—-0,69; 1.09)
B [-3,84;-1,3] [-0,99; 0,63] [-2,86; 1,52]
2,45 -0,02
it Norm(2,53; 0,45) NA NA Norm(-0,06 ; 1,38)
[1,66 ; 3,43] [-2,58 ; 2,06]




Bovin Caprin Ovin
Parametre Médiane Distribution Médiane Distribution Médiane
Distribution correspondante
[IC 3 95 %] correspondante [IC 3 95 %] correspondante [IC 3 95 %]
[} NA NA NA NA 0,26 Norm(0,27 ; 1,01)
mixte [_1’69 , 2,29] 1 )
0,42 0,71 0,15
e Norm(0,42 ; 0,23) Norm(0,71; 0,15) Norm(0,15; 0,20)
[-0,02 ; 0,86] [0,42; 1,01] [-0,26 ; 0,54]
-0,57 0,67 -1,04
Hop 1ot Norm (0,47 ; 0,31) Norm(0,68 ; 0,22) Norm(-1,03; 0,22)
- [-1,1;0,07] [0,28;1,12] [-1,43;-0,57]
0,21 0,47
DBiait Norm(0,13; 0,35) NA NA Norm( 0,45 ; 0,33)
[-0,5;0,85] [-0,22 ; 1,06]
1,15
Bie NA NA NA NA Norm(1,15; 0,32)
[0,52; 1,78]
017 0,23 0,34
B 0.15[-0,17; Norm(0,15 ; 0,16) Norm(0,23 ; 0,13) Norm(0,35 ; 0,12)
0,45] [-0,02 ; 0,47] [0,12;0,58]
1,49 1,04 3,19
sd_dep_herd Gamma (12,25 ; 7,79) Gamma (8,57 ; 7,78) Gamma (6,02 ; 1,69)
[0,89;2,7] [0,52;2,03] [1,6;7,69]
1,02 1,64 1,23
sd_herd Gamma (86,69 ; 83,68) Gamma (92,42 ; 56,14) Gamma (115,20 ; 93,73)
[0,82; 1,24] [1,33;2,01] [1,01; 1,46]
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Ill.  Description du modéle et de I'inférence des paramétres

Les objectifs de I'utilisation des MCMC sont :

- d’échantillonner des valeurs des parametres du modele dans leur distribution a priori infor-
mative afin de prendre en compte I'incertitude des Se et Sp estimées pour le calcul des pro-
babilités de séropositivité des individus et de I'élevage testés ;

- desimuler des valeurs de séroprévalences inter- et intra-élevages attendues ( BHP et WHP
) en fonction des caractéristiques de I’élevage afin de prendre en compte la variabilité des
séroprévalences pour calculer la probabilité de séropositivité du troupeau ;

- d’inférer la séroprévalence intra-élevage de I'élevage testé, s'il est réellement séropositif

(P, ) sachant que NpOS individus parmi Nsample ont été testés positifs, afin de prendre

en compte I'ensemble des résultats obtenus dans I'élevage pour calculer les probabilités de
séropositivité des individus testés (VPP et VPN ).

Le diagramme acyclique dirigé du modele utilisé pour répondre a ces objectifs est présenté dans la
Figure D-4.
@ Hpup_rer ) O prp

aProd

3
S

Nsample

Figure D-4 : Diagramme acyclique dirigé du modeéle pour estimer la séroprévalence intra-élevage si I'élevage est
4 ) et simuler des valeurs des séroprévalences inter- et intra-élevages attendues ( BHP et
WHP).

Les fléches correspondent a des liens stochastiques entre les variables. Chaque nceud est représenté par un
cercle (pour les variables) ou un carré (pour les covariables). Les nceuds grisés correspondent aux données de

I'élevage (taille ( Herdsize ), type de production ( prod ), nombre d’animaux testés ( Nsample ) et nombre
d’animaux tests positifs ( Npos ).

séropositif ( P,

on
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I11.1. Séroprévalences inter- et intra-élevages attendues

La structure du modeéle est similaire a celle décrite en détail dans la Partie 2 (cf. C.11.2.3.2).

1.1.1 Intra-élevage

Le logit de la séroprévalence intra-élevage attendue (noté WHP ) suit une loi normale d’écart-type
Owye dont la moyenne dépend du type de production et de la taille de I’élevage :

(3.4) logit (WHP) ~ NOrm (Lyp rer + Buze x Herdsize + B,y x Prod, oy )

Avec :

Hue o 1@ moyenne de la distribution de la séroprévalence intra-élevage dans la classe de ré-

férence ( Herdsize égale a 0 et type de production de référence (laitier chez les caprins et
allaitant chez les ovins et bovins)) ;

- Py, V'effet fixe sur I'échelle logit associée au log2 centré de la taille de I'élevage (notée

Herdsize) ;

- Pony I'effet fixe correspondant au type de production de I'élevage (noté Prod ).

l1.L1.2 Inter-élevage

Le logit de la séroprévalence inter-élevage attendue ( BHP ) suit une loi normale d’écart-type og,p
dont la moyenne dépend du type de production et de la taille de I'élevage :

(3.5) logit (BHP) ~ Norm( typ o +0

size

x Herdsize + oty x Prod, o )

Avec :

- Hgup rf l@a moyenne de la distribution de la séroprévalence inter-élevage dans la classe de

référence ( Herdsize égale a 0 et type de production de référence (laitier chez les caprins et
allaitant chez les ovins et bovins)) ;

- Oy, |'effet fixe du log2 centré de la taille de I'élevage Herdsize;

Opq |effet fixe correspondant au type de production de Iélevage (noté Prod ).

111.2. Distribution alternative de la séroprévalence inter-élevage

111.2.1 Intérét de la prise en compte du contexte épidémiologique de I'élevage

On appelle « utilisateur », toute personne qui utilisera la méthodologie présentée pour estimer les
probabilités de séropositivité du troupeau en fonction des résultats du plan de dépistage.

Les séroprévalences inter- et intra-élevages sont modélisées selon une distribution logit normale et
sont donc variables. Ainsi, un effet aléatoire a été estimé par le modele dans chaque département
pour la séroprévalence inter-élevage et dans chaque élevage pour la séroprévalence intra-élevage. Ces
deux effets aléatoires permettent de modéliser la variabilité des séroprévalences inter- et intra-
élevages et donc d’estimer les valeurs prédictives a I’échelle du troupeau ou des individus en prenant
en compte la variabilité qui existe entre départements et entre élevages.

En I'absence d’information sur le contexte épidémiologique dans lequel les tests sérologiques sont
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réalisés, ces effets aléatoires permettent d’éviter d’avoir a choisir des valeurs arbitraires de
séroprévalences inter- ou intra-élevages. En revanche, si la séroprévalence inter- ou intra-élevage est
connue par l'utilisateur, dans un département ou dans un élevage, alors les valeurs prédictives
estimées en prenant en compte la variabilité des séroprévalences intra- et inter-élevages seront trop
imprécises et potentiellement fausses. Par exemple, si I'utilisateur sait que la proportion d’élevages
réellement séropositifs dans le département est faible, en I'absence de précision sur cette information
dans le modele, les valeurs prédictives seront calculées en considérant qu’il est possible que les
séroprévalences inter- ou intra-élevages soient élevées, alors que |'utilisateur sait que ce n’est pas le
cas. Il est donc important de laisser une possibilité pour moduler la distribution a priori des
séroprévalences inter- ou intra-élevages du modeéle calculant les valeurs prédictives.

111.2.2 Méthode de prise en compte du contexte épidémiologique de I'élevage

Plusieurs sources d’information peuvent étre utilisées pour préciser la distribution de Ia
séroprévalence inter-élevage (qui correspond ici a la probabilité que le troupeau soit réellement
séropositif avant d’interpréter les résultats des tests). L'information la plus fiable serait de disposer
d’une estimation de la proportion de troupeaux séropositifs du méme type de production et de méme
taille présents dans le département ou la région de I'élevage. Parmi les autres sources d’informations
possibles, l'utilisateur peut s’appuyer sur I'historique de I'élevage (par exemple occurrence
d’avortements imputé a C. burnetii au cours des précédentes années) ou sur la proportion de séries
abortives imputées a la C. burnetii dans le département. Quelle que soit la source d’information
utilisée, la connaissance de la séroprévalence inter-élevage est souvent partielle et, pour étre fidele a
cette connaissance partielle, I'utilisateur doit pouvoir inclure une incertitude liée a I'information qu’il
entre dans le modéle.

Ainsi, le modele laisse la possibilité a I'utilisateur de spécifier une gamme de valeurs possibles pour la
séroprévalence inter-élevage. Dans ce cas de figure, au lieu de suivre une distribution logit normale
(3.5), la BHP suit une distribution beta (3.6) dont les deux paramétres sont estimés a I'aide de la
fonction fitdist du package SHELF (Oakley and O’Hagan, 2010), a partir de la gamme des valeurs
possibles qui est interprétée comme un intervalle de crédibilité a 95% (Figure D-5).

(3.6) BHP ~beta (4, 3,)

A

Herdsize
Prod

Figure D-5 : Diagrammes acycliques dirigés partiels pour la distribution de la séroprévalence inter-élevage.

Dans le DAG « A », en I'absence d’information renseignée par l'utilisateur, BHP suit une loi normale d’écart-
type Ogp et dontla moyenne dépend du type de production et la taille. Dans le DAG « B », BHP suit une loi

beta dont les paramétres ( ﬂl et :Bz ) sont calculés a partir de la gamme de valeurs renseignée par l'utilisateur.
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A ce stade, aucune précision sur la séroprévalence intra-élevage de I'élevage testé n’est prévue dans
le modele, néanmoins, si I'utilisateur souhaite intégrer les résultats d’un précédent plan de dépistage
réalisé dans I'élevage, il est possible de sommer les nombres d’individus testés positifs et
échantillonnés lors des deux plans de dépistage (I’ancien et le nouveau), pour obtenir une estimation
des probabilités de séropositivité qui tiennent également compte des données historiques obtenues
dans I'élevage.

[11.3. Séroprévalence intra-élevage conditionnelle

Comme la séroprévalence intra-élevage attendue, la séroprévalence intra-élevage conditionnelle de
I'élevage s’il est séropositif suit une distribution logit normale d’écart-type o,,, dont la moyenne

dépend du type de production et de la taille de I'élevage (3.4). Cependant, sa distribution a posteriori
tient compte du nombre d’individus testés positifs ( NPOS ) dans I’élevage. Ainsi, on suppose que NpPOS

suit une loi binomiale de taille Nsample et de probabilité égale a la probabilité pour les individus
d’étre testés positifs dans I’élevage (qui dépend de P, et des Se et Sp du test utilisé).

(3.7) Npos ~ binomial (Nsample , P, x Se+(1— Py )x(1-Sp))

ond

[11.4. Inférence et échantillonnage

L’estimation de la distribution jointe a posteriori des Se, Sp, WHP, BHP et Pcond est réalisée a
I'aide de chaines de Monte-Carlo Markov (MCMC) a partir des distributions a priori estimées a partir

du jeu de données complet (Tableau D-1) et des résultats du plan de dépistage (pour P,

uniquement).

Les échantillonnages sont réalisés en utilisant JAGS sur R grace au package rjags (Plummer et al., 2016).
Trois chaines MCMC indépendantes ont été générées en paralléle. Pour chaque chaine, 110 000 tirages
ont été produits. Les 10 000 premiers ont été éliminés pour atteindre la convergence (phase de
chauffe). Pour limiter I'autocorrélation des itérations, les 100 000 tirages restants ont été affinés en ne
conservant qu’un tirage sur vingt. Au total, 5 000 tirages ont donc été conservés par chaine.

Au final, on obtient 15 000 échantillons joints des paramétres Se, Sp, WHP, BHP et Pcond , qui
seront utilisés pour calculer les probabilités de séropositivité du troupeau et des individus.

IV.  Méthode de calcul des probabilités de séropositivité

A la différence des études précédentes qui estimaient les valeurs prédictives positives et négatives des
plans de dépistage envisagés, cette étude propose de calculer la probabilité de séropositivité associée
a n'importe quelle proportion d’individus testés positifs dans un élevage (Figure D-6). De méme, les
VPN (probabilité qu’un individu testé négatif soit réellement séronégatif) et VPP (probabilité qu’un
individu testé positif soit réellement séropositif) calculées tiennent compte de I'ensemble des résultats
obtenus dans I'élevage, car elles sont calculées avec la probabilité de séropositivité du troupeau et sa
séroprévalence intra-élevage s'il est séropositif sachant le nombre d’individus testés positifs (Figure
D-7).

Nous détaillerons dans un premier temps la formule utilisée pour calculer la probabilité de
séropositivité du troupeau, puis les formules utilisées pour calculer les VPP et VPN.
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Figure D-6 : Schéma des paramétres intervenant dans le calcul de la probabilité de séropositivité du troupeau
(HPV ).
Le nombre d’individus testés positifs Npos parmi les Nsample testés correspond au résultat du plan de
dépistage. Se et Sp sont les sensibilité et spécificité du test utilisé. WHP et BHP sont respectivement les

séroprévalences intra- et inter-élevages attendues dans un élevage d’espece, de taille et de type de production
considérés.

Figure D-7 : Schéma des paramétres intervenant dans le calcul de la probabilité de séropositivité des individus
testés négatifs (1—VPN ) ou positifs (VPP ).
Les Se et Sp sont les sensibilité et spécificité du test utilise. HPV Est la probabilité de séropositivité du
troupeau sachant le nombre d’individus testés positifs et Pcond est la séroprévalence intra-élevage

conditionnelle de I'élevage s’il est séropositif sachant le nombre d’individus testés positifs.

IV.1. Probabilité de séropositivité du troupeau

La probabilité de séropositivité du troupeau sachant que NPOS individus ont été testés positifs parmi

Nsample testés est noté HPV . Si on note H" un troupeau réellement séropositif et H™ un
troupeau réellement séronégatif, en appliquant le théoréme de Bayes on obtient :

P(Npos‘NsampIe, H+) xP(H")
P (Npos|Nsample)

(3.8) HVP = P(H " |Npos, Nsample ) =

Avec:
- P ( Npos‘NsampIe, H +), la probabilité d’observer NPOS individus testés positifs sachant que

Nsample ont été prélevés et que le troupeau est réellement séropositif ;
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- P(H +) est la probabilité que le troupeau soit réellement séropositif ;

- P(Npos|NsampIe) la probabilité d’observer NPOS individus testés positifs parmi les
Nsample prélevés.
D’aprés la formule des probabilités totales, on peut décomposer la probabilité de tester NPOS

individus testés positifs parmi Nsample dans les élevages réellement séropositifs et réellement
séronégatifs :

(3.9) P(Npos|Nsample ) = P (Npos|Nsample, H* ) x P(H ") + P (Npos|Nsample ,H )< P(H ")

Avec, P(Npos‘NsampIe, H’)Ia probabilité d’observer NPOS individus testés positifs sachant que

Nsample ont été prélevés et que le troupeau est réellement séronégatif.

Sion note BHP la séroprévalence inter-élevage dans le département de I'élevage, alors :
P(H")=BHP et P(H )=1-BHP.

Ainsi, d’aprés (3.8) et (3.9), on obtient :

P(Npos‘NsampIe, H +)>< BHP

(3.10) HVP = _
P (Npos|Nsample, H ") x BHP + P ( Npos|Nsample, H ) x (1— BHP)

Pour calculer les probabilités conditionnelles d’observer NPOS individus testés positifs dans un
troupeau réellement séropositif ou séronégatif, on suppose que NPOS suit une loi binomiale de taille
Nsample et de probabilité égale a la probabilité d’étre testés positifs dans I'élevage.

Si le troupeau est séronégatif, pour chaque individu la probabilité d’étre testé positif est égale
1—Sp, dans ce cas, la probabilité d’observer NPOS individus testés positifs parmiles Nsample testés

s’exprime comme suit :

Nsample

(3.11)P ( Npos‘NsampIe, H ‘) = ( NpoS

j % (1_ Sp)NPOS % Sp Nsample—Npos

Si le troupeau est réellement séropositif, on note WHP sa séroprévalence intra-élevage réelle
attendue, et pour chaque individu la probabilité d'étre testé positif est égale

WHPxSe+(1—WHP)><(1—Sp) , dans ce cas, la probabilité d’observer NPOS individus testés

positifs parmi les Nsample testés s’exprime comme suit :

Nsample

P(Npos‘NsampIe, H *) = ( Npos

jx(WHP x Se+(1-WHP) x(1-Sp)) " x
(3.12)

(1 (WHP x Se-+ (L-WHP) x (1 $p))) "™

A partir de (3.10), (3.11) et (3.12) on obtient (cf. Annexe partie 3.1 pour plus de détails) :

(3.13)
1

HVP =

Nsample—Npos

+(1— BHP) (1-Sp) Sp

M Bp X((SexWHP+(l—Sp)x(1—WHP))] X[(l—(SexWHP+(1—Sp)><(1—WHP)))

IV.2. Probabilité de séropositivité des individus
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A 'échelle individuelle, I'objectif est de calculer la probabilité qu’un individu testé positif avec le test
sérologique soit réellement séropositif (valeur prédictive positive notée VPP (3.14)) et la probabilité
gu’un individu testé négatif soit réellement séronégatif (valeur prédictive négative notée VPN
(3.15)), sachant que NPOS individus ont été testés positifs dans I'élevage.

La valeur prédictive positive est définie comme la probabilité que I'individu soit réellement séropositif
(noté S*) sachant qu’il a été testé positif (noté T") et que NPOS individus ont été testés positifs
parmiles Nsample testés dans le troupeau.

(3.14) VPP =P(S"

T, Npos)

La valeur prédictive négative est définie comme la probabilité que l'individu soit réellement
séronégatif (noté S~ )sachant qu’il a été testé négatif (noté T~ ) et que NPOS individus ont été testés
positifs parmi les Nsample testés.

(3.15) VPN = P(S"T’, Npos)
D’apres le théoreme de Bayes :

P(T+

+)>< P(S*|Npos)
P(T*|Npos)

D’apreés la formule des probabilités totales :

(3.16)VPP =

(3.17) P(T*|Npos) = P(T"

+)><P(S*|Npos)+ P(T+

*)x(l— P(S*|Npos))

Et, (3.18)

P(S"|Npos)= P(S+

Npos, Herd*) x P(Herd " [Npos )+ P(S+

Npos, Herd - ) x P (Herd " |Npos)

or, P(T*

)=Seet P(T7[s)=

P(Herd " |Npos) = HVP et P(Herd" [Npos)=1-HVP

Si le troupeau est réellement séropositif, alors P(S+ Npos, Herd " ):

cond

Si le troupeau est réellement séronégatif, alors P(S+ Npos, Herd’) =0

Donc

HVP xSex P

cond

3.19)VPP =
(3.19) HVPx(SexPond+(l Sp) x (1 Pmd)) (1- HVP)x (1-Sp)

On obtient la VPN sachant que NpPOS individus ont été testés positifs en suivant le méme
raisonnement :

(1 HVP)xSp+HVP><(l ) nd )xSp
HVP x (1= S€) x Pypy + Spx (1= Py ) )+ (1= HVP) x Sp

(3.20)VPN =

con

IV.3. Estimation ponctuelle et intervalle de crédibilité
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Les HPV , VPP et VPN sont calculées pour chaque itération de la distribution a posteriori jointe
obtenue a 'issue de I'inférence et de I'échantillonnage des Se, Sp, WHP, BHP et Pcond . Ainsi,

on obtient 15 000 valeurs des HPV , VPP et VPN correspondant aux 15 000 itérations conservées
des chaines MCMLC. L’estimation ponctuelle de chaque paramétre a été définie comme la médiane des
15 000 valeurs calculées. Elle est associée a un intervalle de crédibilité a 95 % défini comme les
quantiles a 2,5 et 97,5 % de ces 15 000 valeurs.

V. Interface utilisateur de I'application Shinycox

L’application Shinycox a été construite sur R a I'aide du package RShiny (Chang et al., 2017). La forme
finale de I'interface utilisateur de I'application a été adaptée de I'application Shiny du package DRomics
(Larras et al., 2018). L'objectif était de créer une interface utilisateur facile d’accés et d’utilisation sous
la forme d’une page web. Aprés une présentation de I'application (Figure D-8), I'utilisateur renseigne
dans les étapes 1 a 3 les informations concernant les caractéristiques de I'élevage (Figure D-9), le
contexte épidémiologique (Figure D-10) et le plan de dépistage (Figure D-11). Enfin, dans I'étape 4, il
peut estimer les valeurs prédictives de son plan de dépistage en quelques secondes (Figure D-12).

V.1. Page d’accueil

La page d’accueil (Figure D-8) permet de présenter I'application a l'utilisateur, en lui exposant
sommairement les objectifs de I'application, les références scientifiques sur lesquelles elle s’appuie,
les partenaires impliqués dans le projet ainsi que la personne a contacter en cas de questions.

Page d'accueil Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Bienvenue dans |'application Shinycox

Shinycox est une application en ligne gratuite et libre d'accés pour interpréter de
fagon probabiliste les résultats d'un plan de dépistage serologigue de la infections
par Coxiella burnetii chez les ruminants domestiques. A partir des caractéristiques
de I'élevage, du contexte épidémiologique et des résultats des tests sérologiques.
Shinycox vous permettra de calculer les probabilités de séropositivité du troupeau
et des animaux testés.

Aprés avoir renseigné les caractéristiques de I'élevage (étape 1), précisé le
contexte épidémiologique (etape 2) et renseigné les résultats du plan de
dépistage réalisé (étape 3). vous pourrez calculer les valeurs prédictives de votre
plan de dépistage (étape 4).

Dans la version actuelle de I'application, vous pourrez interpréter les resultats des
tests commercialisés par Idexx, Thermofisher scientific ou Idvet chez les bovins,
ovins ou caprin.

L'application Shinycox s'appuie les estimations des performances diagnostiques
realisées dans cet article et sur les données du dispositif de surveillance de |a fievre
Qen France .

Auteurs & Contacts
S —

Figure D-8 : Capture d’écran de la page d’accueil de I'application Shinycox. Présentation de 'application, de son
fonctionnement et des sources sur lesquelles s’appuie I'application.

V.2. Etape 1:Renseignement des caractéristiques de I'élevage
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Dans I'étape 1 (Figure D-9), I'utilisateur renseigne les caractéristiques de I'élevage a savoir :

- I'espece de ruminants (bovin, caprin ou ovin) ;

- le type de production (laitier pour les caprins, allaitant ou laitier pour les bovins, allaitant, lai-
tier ou mixte pour les ovins) ;

- Lataille de I'élevage (nombre de femelles pares pour les bovins, nombre d’individus dans I'éle-
vage pour les ovins et caprins).

Pour le type de production et la taille de I'élevage, une notice explicative est disponible en suivant un
lien hypertexte.

Page d'accueil Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Renseignement des caractéristiques de I'élevage

Espeéece de ruminant Type de production Nombre de femelles pares dans

) ) I'élevage
bovin - allaitant A

Cliquez ici pour obtenir des

informations sur le type de Cliguez ici pour obtenir des
production informations sur Ia taille du
troupeau

Figure D-9 : Capture d’écran de I'’étape 1 de I'application : renseignement des informations concernant les
caracteéristiques de I’élevage.

V.3. Etape 2 : Renseignement des informations concernant le contexte épidémiologique

Au cours de I'étape 2 (Figure D-10), I'utilisateur dispose de la possibilité de choisir une gamme des
valeurs possibles de la séroprévalence inter-élevage. L'utilisateur peut visualiser I'effet de son choix
sur la distribution qui sera utilisée dans le modeéle en consultant la figure qui s’affiche sur la méme
page et qui se met a jour en temps réel. La figure représente les densités de probabilités de la
distribution implémentée par défaut dans le modele (en noir) ou celle élicitée auprés de I'utilisateur
(en rouge). La distribution par défaut correspond a une distribution normale sur I'échelle du logit dont
la moyenne dépend des caractéristiques de I'élevage. La distribution élicitée correspond a une
distribution beta dont les parametres de forme ont été élicités a I'aide de la fonction fitdist du package
SHELF en considérant la gamme des valeurs possibles renseignées par I'utilisateur comme un intervalle
de crédibilité a 95 %.
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Page d'accueil Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Informations concernant le contexte épidémiologique

Le graphique ci-dessous représente la distribution a priori de la probabilite que le troupeau soit séropositif. Cette
distribution tient compte de I'espéce, du type de production et de la taille de I'élevage renseignés a 'étape 1. Elle sera
utilisée pour réaliser les calculs des valeurs prédictives du plan de dépistage. Si vous disposez d'information fiable sur le
contexte epidémiologique de I'élevage testé (proportion d'élevages séropositifs dans le département, ou antéceédents
d'infection par C. burnetii dans I'élevage), vous pouvez modifier cette distribution a priori.

Disposez vous d'information fiable Distribution a priori ellicitée
sur le contexte épidémiclogique de

I'élevage testé? — Distribution avec inf
— Distribution sans infp

oul v

Selon les informations dont vous
disposez, fixez les valeurs qui
correspondent a la gamme des
valeurs possibles de la probabilité de
séropositivité du troupeau.

200 m-
" T/ |

Cliquez ici pour obtenir des informations T T T T ! T
sur la méthode de choix du context. 0.0 02 04 0.6 08 10

Densité de probabilité

Probabilité que le troupeau soit séropositif

Figure D-10 : Capture d’écran de I’étape 2 de I'application : renseignement des informations concernant le
contexte épidémiologique de I'élevage.

La figure représente les densités de probabilité de la distribution de probabilité implémentée par défaut dans le
modeéle (en noir) ou celle élicitée auprés de l'utilisateur (en rouge).

V.4. Etape 3 : Renseignement des informations concernant le plan de dépistage

Dans I'étape 3 (Figure D-11), I'utilisateur renseigne les informations concernant le plan de dépistage
réalisé, a savoir :

- Le test ELISA utilisé : ThermoFisher Scientific®, IDEXX® ou Innovative Diagnostic® ;

- Le nombre d’animaux testés dans le troupeau ;

- Le nombre d’individus ayant eu un test positif dans le troupeau.

Page d'accueil Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Informations concernant le plan de dépistage réalisé

Test utilisé Nombre d'animaux testés Nombre d'animaux positifs
. X - _ a B 15
ThermoFisher Scientific - 15
fe—

Figure D-11 : Capture d’écran de I'étape 3 de I'application : renseignement des informations concernant le plan
de dépistage (test utilisé, nombre d’animaux testés, nombre d’animaux positifs).
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V.5. Etape 4 : Calcul des valeurs prédictives

La derniere étape (Figure D-12) est celle du calcul et de I'affichage des résultats. En appuyant sur le
bouton « Calcul », I'utilisateur réalise I'inférence bayésienne de I'ensemble des parameétres d’intérét.
La réalisation des 110 000 tirages dans chague MCMC prend au maximum 10 secondes, temps qui est
précisé a I'utilisateur sous la forme d’un avertissement visuel.

Une fois I'inférence réalisée, aprés rappel de I’ensemble des informations renseignées par |'utilisateur,
I"application affiche I'estimation ponctuelle et l'intervalle de confiance a 95 % de chacun des
parameétres. Les parametres présentés sont :

- La probabilité que le troupeau soit séropositif (HPV ) ;

- Laséroprévalence réelle du troupeau s’il est séropositif ;

- La probabilité qu’un individu testé positif soit réellement séropositif (VPP ) ;

- La probabilité qu’un individu testé négatif soit réellement séronégatif (VPN ).

Page d'accueil Etape 1 Etape 2 Etape 3 Etape 4

Calculs et résultats

Cliquez sur ce bouton & chaque fois que A Attention, le calcul peut prendre
vous modifiez les informations des étapes E Calcul quelques dizaines de secondes, les
précedentes : valeurs calculées peuvent varier trés

Cliquez ici pour cbtenir des informations legerement d'un calcul a Fautre.

sur la méthode de calcul

Interpretation des résultats du plan de depistage realise

Sachant que 3 animaux ont &té testés positifs avec le test ThermoFisher Scientific parmi les 15 prélevés dans un élevage bovin de type de production
viande et de taille 136

La probabilite que le troupeau soit réellement séropositif est de :
Si le troupeau est séropositif, sa séroprévalence est estimée a :
@.34 IC & 95% [@.11; @.67]

La probabilité gu'un individu testé positif soit réellement seropositif est de

8.96 IC a 95% [@.85; @.99]

La probabilité qu'un individu testé négatif soit réellement seronégatif est de :

8.84 IC a 95% [@.56; @.95]

Figure D-12 : Capture d’écran de I'étape 4 de I'application : calcul des valeurs prédictives a I'échelle du troupeau,
de la séroprévalence réelle conditionnelle si I'’élevage est séropositif et des valeurs prédictives a I'échelle
individuelle.
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VI.

Résultats de I'application sur un cas pratique

Le cas pratique détaillé dans ce paragraphe correspond a une question d’expertise réelle posée au LNR
fievre Q. Nous présenterons dans un premier temps le contexte de réalisation des analyses puis la
facon avec laquelle nous pouvons utiliser I'application pour répondre aux questions des différentes
parties prenantes.

VI.1. Contexte

Un élevage charolais (appelé élevage X) de 160 femelles pares de plus de 2 ans vend tous les ans 80 a
90 reproducteurs sans probleme notable et sans historique de fievre Q rapporté dans |'élevage
(notamment pas d’avortement imputé a C. burnetii au cours des dix derniéres années).

L’élevage X vend un premier taureau a un élevage Y qui rapporte que ce taureau est positif en sérologie
pour la fievre Q a l'introduction. Toutefois, les résultats de I’analyse ne sont pas disponibles et n’ont
pas été fournis a I'éleveur vendeur.

L’éleveur vendeur décide de remplacer le taureau et choisit un second taureau reproducteur pour
I’éleveur acheteur. Avant la vente, I'éleveur X réalise un dépistage sérologique a I'aide du test ELISA
commercialisé par ThermoFisher Scientific (test 2). Le taureau de remplacement et six génisses de
I’exploitation ayant été élevés avec ce méme taureau sont testés. Le taureau de remplacement est
trouvé positif (proche du seuil de séropositivité), en revanche, les six génisses du lot sont testées
négatives.

La question d’intérét pour I'éleveur est la suivante :

Le taureau est-il réellement séropositif a la fievre Q ? Ou, s’agit-il d’un faux positif dans un élevage
indemne?

Il revient au vétérinaire ou au laboratoire d’accompagner le résultat de ces analyses avec une

interprétation qui réponde a cette question.

VI1.2. Premiers éléments de réponse sur la base des résultats acquis sur les sept individus tes-
tés

En I'absence de précision du contexte épidémiologique, sachant qu’un animal a été testé positif avec
le test 2 parmi les sept prélevés dans un troupeau bovin de type de production allaitant et de taille
160 individus :

- La probabilité que I'élevage soit réellement séropositif est de 0,29 (ICa 95 % [0,01 ; 0,94]) ;

- La probabilité que le taureau testé positif soit réellement séropositif est de 0,8 (IC a3 95%

[0,09;0,97]).

Les deux intervalles de crédibilité a 95 % sont larges et, en I'état actuel, I'interprétation des résultats
du plan de dépistage ne permet pas de conclure quant au statut sérologique, ni du troupeau, ni de
I'élevage.

Apreés interrogation du laboratoire vétérinaire départemental, il s'avere que moins de 10 % des
avortements chez les bovins allaitants du département considéré sont imputés a C. burnetii. L'élevage
X ne présente par ailleurs aucun signe clinique de fievre Q (absence d’avortement rapporté par
I’éleveur). Il a donc été décidé de réaliser de nouveau les calculs en précisant que la séroprévalence
inter-élevage est inférieure a 10 % (Figure D-13).
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Figure D-13 : Capture d’écran de I'étape 4 en abaissant la borne supérieure de la gamme des valeurs a 0,1.
Aprés la prise en compte du contexte épidémiologique de I'élevage X,
- la probabilité que I'élevage soit réellement séropositif est de 0,09 (IC a 95 % [0,01 ; 0,29]) ;
- la probabilité que le taureau testé positif soit réellement séropositif est de 0,54 (IC a 95 %
[0,08 ;0,87]).
Conformément a l'information supplémentaire incluse dans le modéle, on constate que les

probabilités de séropositivité du troupeau et du taureau ont diminué. Il reste cependant pres d’'une
chance sur deux que le taureau soit réellement séropositif avec un intervalle de crédibilité large.

VI.3. Seconds éléments de réponse a la suite du test de I'intégralité du troupeau

Pour préciser le statut du troupeau, |'éleveur et son laboratoire vétérinaire décident de retester
I'intégralité des sérums collectés lors de la campagne de prophylaxie sanitaire réalisée I'année
précédente dans ce troupeau dans le cadre du dépistage sérologique de la rhinotrachéite infectieuse
bovine, de la brucellose et de la leucose bovine enzootique. Ainsi, 149 sérums sont testés avec le test 2.
Cing sérums sont positifs.

En I'absence de précision relative au contexte épidémiologique, sachant que cing animaux ont été
testés positifs avec le test 2 parmi les 149 analysés dans un troupeau bovin de type de production
allaitant et de taille 160 alors,

- la probabilité que I'élevage soit réellement séropositif est de 0 [0 ; 0,58] ;

- la probabilité que le taureau testé positif soit réellement séropositif est de 0 [0 ; 0,59].
Apres prise en compte du contexte épidémiologique de I'élevage X,

- la probabilité que I'élevage soit réellement séropositif est de 0 (IC 0 ; 0,15]) ;

- la probabilité que le taureau testé positif soit réellement séropositif est de 0 [0 ; 0,26].

V1.4. Bilan

L'analyse de 149 sérums de I'élevage et I'interprétation du nombre d’individus testés positifs parmi les
149 ont permis d’estimer que la probabilité de séropositivité de I'individu et du troupeau est proche
de 0. La prise en compte du contexte épidémiologique de I'élevage permet de limiter I'incertitude des
estimations et donc de préciser que la probabilité de séropositivité de I'élevage est estimée a 0 et
qu’elle a 97,5 % de chance d’étre inférieure a 0,15. La probabilité de séropositivité du taureau lui-
méme est également estimée a 0 et a 97,5 % de chance d’étre inférieur a 0,26, malgré le fait qu’il ait
été testé positif en avec le test 2.
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VII.

Discussion

La méthodologie et I'application développées dans cette étude permettent d’interpréter de facon
probabiliste les résultats d’un plan de dépistage sérologique des infections par C. burnetii. Etant
donnée l'incertitude diagnostique associée aux tests ELISA commercialisés, cette méthode permet de
traduire les résultats du plan de dépistage en une information exploitable par I'utilisateur du test et
donc par I'éleveur.

Une concertation avec de potentiels utilisateurs de |'application (par exemple, les laboratoires
départementaux d’analyses, vétérinaires, les GDS, les acteurs de la plateforme ESA...) est prévue afin
de préciser leurs attentes et d’y répondre au mieux. L'application est donc encore au stade de
développement : I'architecture et la présentation sont amenées a évoluer.

VII.1. Cadre et objectif de |'utilisation

Le modele implémenté dans cette étude a pour objectif de calculer des probabilités de séropositivité
du troupeau ou des individus. Ces probabilités de séropositivité doivent étre interprétées avec
précaution étant donnée la persistance d’anticorps plusieurs années apres l'infection chez les
ruminants domestiques (Berri et al., 2007; Plommet et al.,, 1973) et les nombreux cas rapportés
d’individus séronégatifs alors que de 'ADN de C. burnetii est détecté dans leurs feces, leur mucus
vaginal et/ou leur lait (Djerbib et al., 2018; Guatteo et al., 2007; Joulié et al., 2017; Rousset et al., 2009).
A I’échelle individuelle, le statut réellement séropositif correspond a un individu ayant des anticorps
dirigés contre C. burnetii dans son sérum, et donc a un individu ayant été infecté (sans nécessairement
développer de signes cliniques) par C. burnetii. A I'échelle de I'élevage, le statut réellement séropositif
correspond a un élevage dont la séroprévalence intra-élevage réelle est non nulle, et donc en pratique
a un élevage comprenant au moins un individu réellement séropositif.

Pour permettre au modéle de converger, nous avons utilisé des distributions a priori informatives sur
I'ensemble des parameétres du modele. Les parameétres de ces distributions a priori ont été obtenus a
partir des estimations réalisées sur un jeu de données de 9972 bovins, 5024 caprins et 7632 ovins issus
respectivement de 731, 349 et 522 élevages sélectionnés de facon aléatoire dans 10 départements en
France. Ces données correspondent a des données de dépistage sérologique des infections par C.
burnetii et les résultats qui en découlent doivent étre utilisés dans ce contexte. Ainsi, I'application
pourra étre utilisée, par exemple, pour évaluer le statut d’un troupeau ou d’un animal avant un achat
ou un regroupement d’animaux (par exemple, avant la montée en alpage ou avant la participation a
une foire agricole). En revanche, les Se et Sp estimées a partir du jeu de données ne sont pas
extrapolables aux résultats des analyses sérologiques réalisées dans un contexte de surveillance
évenementielle des avortements. Dans ce contexte, si I'épisode abortif est effectivement di a C.
burnetii, il est possible que les Se et Sp ou la distribution des séroprévalences intra-élevages varient.
Le modele développé ici ne doit donc pas étre utilisé pour imputer un épisode abortif a C. burnetii dans
un élevage.

VII.2. Ajustement du modeéle a la situation réelle, incertitude et variabilité des estimations

VII.2.1 Largeurs des intervalles de crédibilité

Les probabilités de séropositivité sont estimées en prenant en compte le nombre d’analyses
effectivement réalisées, le nombre d’individus testés positifs et les caractéristiques de I'élevage (type
de production et taille de I'élevage). Malgré cela, étant donnée la variabilité importante des
séroprévalences intra- et inter-élevages des infections par C. burnetii entre les différents élevages et
départements, les intervalles de crédibilité a 95 % des probabilités de séropositivité estimées par le
modele sont souvent larges lorsque peu d’individus sont testés positifs (incluant parfois
simultanément 5 % et 95 % de probabilité que le troupeau ou I'individu soient réellement séropositifs).
Ces larges intervalles de crédibilité sur les estimations sont le reflet d’'une grande variabilité des
situations épidémiologiques sur le terrain et des performances diagnostiques relativement faibles des

133



tests ELISA commercialisés. lls permettent a I'utilisateur d’appréhender I'information réellement
apportée par le plan de dépistage et sa variabilité en fonction du contexte épidémiologique.

L'estimation des probabilités de séropositivité avec leur incertitude permet d’analyser de facon
critique les regles d’interprétation classiquement utilisées pour les plans de dépistage de la fievre Q
chez les ruminants domestiques. Ainsi, un troupeau est souvent considéré comme positif des qu’un
bovin a été testé positif dans un élevage (Gache et al., 2017; Galluzzo et al., 2019; Schimmer et al.,
2014, Villari et al., 2018). Dans I'exemple développé plus haut, la largeur de I'intervalle de crédibilité a
95 % ([0,01 ; 0,94]) associée a la probabilité que le troupeau soit séropositif (sachant qu’un bovin parmi
les sept testés est positif avec le test 2), illustre le fait que ce plan de dépistage n’apporte pas une
information suffisante pour déterminer le statut sérologique du troupeau et des animaux testés. Dans
la Partie 4 de la thése, d’autres plans de dépistage sérologiques sont proposés en fonction des objectifs
de leur réalisation et de leurs valeurs prédictives qui calculées avec la méthodologie présentée dans
cette étude.

VII.2.2 Levier pour améliorer la précision des estimations

La prise en compte de la variabilité des séroprévalences intra- et inter-élevages sous forme d’effet
aléatoire est essentielle lorsque la situation épidémiologique de I'élevage est inconnue, pour éviter
d’avoir a fixer de facon arbitraire des valeurs de séroprévalence attendue. Cependant, cette forte
variabilité peut également augmenter la variabilité des valeurs prédictives lorsque la situation
épidémiologique de I'élevage est partiellement connue.

Pour limiter au maximum les conséquences de cette variabilité, I'’ensemble des facteurs de risques liés
a I'espéce, la taille de I’élevage ou le type de production ont été implémentés dans le modéle. Ainsi, a
chaque utilisation, la gamme de variabilité des séroprévalences inter et intra-élevages est adaptée a
chaque élevage en fonction de ses caractéristiques. La prise en compte d’autres facteurs de risque que
ceux étudiés dans la Partie 2 de la thése, comme le nombre d’animaux introduits annuellement
(Schimmer et al., 2014) ou la présence d’un autre atelier de production dans I'élevage (Anastacio et
al., 2013; Rizzo et al., 2016), pourraient éventuellement permettre d’affiner les valeurs prédictives.
Néanmoins, ces facteurs de risque n’ont pas été évalués en prenant en compte l'incertitude des tests
ELISA utilisés et ils ne sont donc pas directement comparables avec ceux inclus dans cette étude.

En plus des caractéristiques de I'élevage, le modele estime systématiquement les valeurs prédictives
a I'échelle individuelle en prenant en compte I'intégralité des résultats obtenus dans I'élevage. Ainsi,
le modele estime dans chaque élevage la séroprévalence intra-élevage correspondant au nombre
d’individus réellement séropositifs parmi ceux testés. Plus le nombre d’individus testés est grand, plus
la précision de I'estimation de la séroprévalence intra-élevage augmente et, par conséquent, plus la
précision de I'estimation des valeurs prédictives a I’échelle individuelle augmente.

Al'échelle inter-élevage, I'utilisateur a le choix de renseigner, ou non, une gamme des valeurs possibles
de la séroprévalence intra-élevage attendue. Idéalement, le choix de cette gamme de valeurs devrait
s’appuyer sur des données épidémiologiques obtenues dans le département, comme la proportion
d’élevages séropositifs de taille et de type de production similaires, car cette information est
directement intégrable de fagon objective dans le modele.

Néanmoins, d’autres sources d’information peuvent étre prises en compte par l'utilisateur de
I'application, comme l'occurrence d’avortements imputés a C. burnetii ou plus globalement
I’historique de I’élevage vis-a-vis des infections par C. burnetii. Ces informations sont souvent
difficilement extrapolables en une valeur précise de séroprévalence attendue. Afin de limiter les
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probléemes d’extrapolation et pour intégrer une part d’incertitude dans I'information renseignée,
I'utilisateur peut, selon son expertise, renseigner une gamme des valeurs possibles pour la
séroprévalence inter-élevage attendue dans I'élevage concerné par le plan de dépistage.

La gamme des valeurs possibles renseignée par |'utilisateur a été traduite en quantiles 2,5 et 97,5 %,
qui servent ensuite a ajuster une distribution beta a I'aide du package SHELF. Pour bien évaluer les
conséquences de la gamme de valeur spécifiée sur la distribution a priori de la séroprévalence inter-
élevage, |'utilisateur peut visualiser en temps réel la densité de probabilité de la distribution beta qu'’il
ajuste tout en la comparant a la distribution a priori sans précision du contexte. Ces courbes
dynamiques visent a indiquer a l'utilisateur I'importance de l'effet des données d’entrée sur
I'interprétation des résultats. Elles incitent indirectement l'utilisateur a s’appuyer sur des données
existantes plutét que sur le hasard. L'utilisateur peut ainsi choisir d’adapter le contexte
épidémiologique du modele pour obtenir des estimations des valeurs prédictives qui tiennent
également compte de son avis d’expert et des données dont il dispose sur le statut du troupeau.

VIl.3. Modeéle et méthode d’inférence utilisées

VII.3.1 Information a priori incluse dans le modele

Les probabilités de séropositivité de I'élevage ( HVP ) pourraient é&tre calculées & partir d’un
échantillon joint des paramétres du modele (Se, Sp, g p, Ogup » Myrp » €1 Oyyp ) @ condition de

simuler les valeurs correspondantes de WHP et BHP en fonction des caractéristiques de I'élevage.
En revanche, pour obtenir une estimation de la séroprévalence intra-élevage conditionnelle d’un
élevage séropositif sachant que NpPOS individus ont été testé positifs, il est nécessaire de réaliser

I'inférence une fois les résultats du plan de dépistage obtenus. Pour limiter le temps de calcul
nécessaire a la réalisation de cette inférence, nous avons préalablement estimé les distributions a
posteriori marginales de chaque paramétre du modéle a partir de I'ensemble des données du dispositif
de surveillance de la fievre Q et du projet KitEval 4500. Ainsi, a la place de plusieurs heures dans un
modele qui inclurait également I'ensemble des données disponibles, I'utilisateur peut obtenir en
guelques secondes les probabilités de séropositivité de son élevage. Ce gain de calculs entraine des
sources d’erreurs possibles.

Premierement, en ajustant les distributions marginales de chacun des parametres, on ne prend plus
en compte la corrélation structurelle entre les différents parameétres du modeéle. Par exemple, les Se
des tests sont négativement corrélées avec moyennes des distributions intra-élevages (i.e., lorsque les
Se sont échantillonnées a des valeurs faibles dans les MCMC, £4,,,5 est échantillonnée a des valeurs

plus hautes). Le principal risque de biais lié a la non-prise en compte de la corrélation structurelle est
une augmentation limitée de la largeur des intervalles de crédibilité estimée par le modele, car
certaines combinaisons des valeurs de parametres, en particulier celles qui conduisent aux probabilités
de séropositivité les plus contrastées, sont plus probables que lorsque la corrélation structurelle est
prise en compte.

La seconde source d’erreur possible est liée a la méthode d’ajustement des distributions marginale
avec le package fitdistrplus. Car, méme si I'ajustement des distributions a été réalisé a partir de
I'ensemble des 15 000 échantillons de la MCMC en vérifiant I'adéquation entre les distributions
empiriques et ajustées de chaque parametre, I'ajustement d’une forme de distribution connue sur une
distribution empirique reste une simplification de la distribution réelle (Delignette-Muller and Dutang,
2015).
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A partir des résultats préliminaires obtenus (non présentés dans cette étude), les conséquences de ces
deux sources d’erreurs sont limitées pour estimer les probabilités de séropositivité des individus ou
élevages. Toutefois, elles devraient étre évaluées précisément, en comparant les estimations des
probabilités de séropositivité obtenues dans un modele combinant le calcul des probabilités de
séropositivité avec I'estimation des parametres du modele a partir de I’'ensemble des données de la
thése et celles obtenues en utilisant uniquement les distributions marginales des paramétres du
modele. Cette comparaison sur une large gamme de plans de dépistage dans des élevages d’especes
et de types de production différents devra étre réalisée avant la mise a disposition de I'application.

VII.3.2 Distribution binomiale du nombre d’individus testés positifs

Une des hypotheses principales du modeéle est que le nombre d’individus positifs suit une distribution
binomiale de taille égale au nombre d’individus testés dans I'élevage et de probabilité égale a

Se xWHP +(1—Sp) x(l—WHP) . La distribution binomiale correspond a un tirage aléatoire avec

remise ce qui n’est généralement pas le cas lors du dépistage des infections par C. burnetii, car chaque
individu n’est testé qu’une fois. En I'absence de remises, la distribution binomiale est considérée
comme valable lorsque la taille de la population est trés grande (ici la taille de I'élevage) par rapport
au nombre d’individus testés (en pratique si la taille de I’échantillon est inférieure a 10 % du nombre
total d’individus présents dans I’élevage). Ainsi, plusieurs auteurs préconisent d’utiliser une
distribution hypergéométrique lorsque la taille de I’échantillon est supérieure a 10 % par rapport a la
taille de I'élevage (Gautam et al., 2019; Paterson et al., 2020).

Cependant, 'implémentation d’une distribution hypergéomeétrique est complexe et elle représente
soit peu d’intérét soit un risque de biais. En effet, pour inclure une distribution hypergéométrique dans
le modeéle, il faut modéliser le nombre d’individus positifs présents dans I’élevage. Deux types
d’approches ont été proposées pour le faire, soit en considérant que le nombre d’individus positifs
dans I'élevage est une variable aléatoire soit en considérant qu’il est fixe pour une séroprévalence
intra-élevage donnée.

Certains auteurs proposent de modéliser le nombre d’individus testés positifs dans I'élevage d’apres
une distribution binomiale de probabilité Se xWHP+(l—Sp)><(1—WHP) , puis de modéliser le

nombre d’individus testés positifs selon une distribution hypergéométrique (Jones and Johnson, 2016).
Sous cette forme, la distribution hypergéométrique n’intervient que marginalement, quelle que soit la
taille de I’échantillon par rapport a la taille de I'élevage, car, pour un méme nombre d’individus testés
positifs présents dans I'élevage, la séroprévalence intra-élevage varie a chaque itération de la MCMC.
Donc, méme si la mise en place de la distribution hypergéométrique, sous cette forme, permet
d’évaluer précisément la proportion d’individus testés positifs présents dans I'élevage, elle ne permet
pas d’estimer plus précisément la séroprévalence intra-élevage lorsque cette derniére est modélisée
directement a I'aide d’une distribution binomiale.

Une autre solution est de considérer que le nombre d’individus testés positifs dans I'élevage
corresponde a I’espérance de la distribution binomiale de probabilité

Se xWHP +(1—Sp) x(l—WHP) (Gautam et al., 2019; Paterson et al., 2020). Pour une valeur de

séroprévalence intra-élevage donnée, I'espérance de la loi binomiale est fixe, cela revient donc a
considérer que pour une séroprévalence intra-élevage et des Se et Sp données, le nombre d’individus
testés positifs avec un test imparfait est fixe. Si la valeur de la probabilité de la distribution binomiale
est inférieure a 1 %, cela revient a supposer qu’il serait impossible d’observer un animal positif dans
un élevage de taille inférieure a 100 individus.
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Ces deux approches d’'implémentation d’une distribution hypergéométriques ont donc chacune des
limites qui, dans un objectif de parcimonie du modele, nous ont poussés a favoriser la modélisation du
nombre d’individus testés positifs dans I'élevage selon une distribution binomiale. Ce choix peut
entrainer des estimations de séroprévalence intra-élevage avec une incertitude relativement grande
méme lorsque l'intégralité des animaux de I'élevage a été testée, en particulier pour les élevages de
petite taille. Les conséquences de la non-implémentation d’'une distribution hypergéométrique
devraient étre évaluées par simulation ce qui n’a pas été réalisé a ce jour. Des concertations avec les
utilisateurs potentiels de I'application pourraient également participer a la décision du type de
distribution a implémenter, soit une distribution binomiale qui fournira des estimations moins précises
soit une distribution hypergéométrique plus précise, mais présentant un risque de biais dans certaines
situations.

VIl.4. Interprétation de I'incertitude et seuil de décision

Une des questions principales que souléve I'utilisation de cette application est la facon dont doivent
étre interprétées les probabilités de séropositivité et leur incertitude. L'étude ne préconise pas de
valeurs seuils de probabilité nécessaires pour déclarer un individu ou un troupeau comme réellement
séropositif ou séronégatif. L'application permet de quantifier le risque de séropositivité des animaux
ou des troupeaux et le choix d’un seuil de décision dépend des objectifs de I'utilisateur. Ce choix doit
étre réalisé en fonction des conséquences (rapport colt-bénéfice) de la classification, a tort ou a
raison, des individus et des troupeaux comme séropositifs ou séronégatifs sachant qu’ils sont
réellement séropositifs ou séronégatifs. Par exemple, les conséquences liées a I'introduction d’un
animal réellement séropositif (et donc potentiellement excréteur s’il est toujours infecté) dans un
troupeau indemne seront beaucoup plus importantes que celles liées a I'introduction du méme animal
dans un troupeau séropositif. En complément de cet outil, il serait pertinent d’engager des travaux
avec les utilisateurs et professionnels pour proposer des regles de décision adaptées a chaque contexte
sur la base des valeurs prédictives estimées par le modéle.

VIII. Conclusion

Cette étude propose une méthodologie complete, allant de I'implémentation du modéle a sa mise a
disposition sous la forme d’une application web, pour interpréter les résultats d'un plan de dépistage
sérologique des infections par C. burnetii. A partir du nombre d’individus positifs parmi les individus
testés, des caractéristiques et du contexte épidémiologique de I'élevage, elle fournit une estimation
des probabilités de séropositivité de I'élevage et des individus testés en prenant en compte
I'incertitude diagnostique du test utilisé et la variabilité des séroprévalences inter- et intra-élevages.
Son interface simple d’utilisation et les informations qu’elle fournit a I'utilisateur permettront de
préciser les informations apportées par le plan de dépistage et de rationaliser les décisions de gestion
des individus testés ou de prévention des infections par C. burnetii.
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E. PARTIE 4 : VALORISATION DES TRAVAUX ET PERSPECTIVES
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PREAMBULE

Dans la partie 1, nous avons estimé les Se et Sp a I’échelle individuelle et troupeau des trois tests ELISA
commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii chez les ruminants
domestiques. L'incertitude diagnostique associée aux Se et Sp imparfaites des tests ELISA ont des
conséquences importantes par rapport a leur utilisation en pratique que nous avons prise en compte
dans les parties 2 et 3 pour obtenir des estimations des séroprévalences réelles et pour interpréter les
résultats de plans de dépistage des infections par C. burnetii (Figure E-1). L'ensemble de ce travail
permet de souligner I'importance de prendre en compte l'incertitude diagnostique des tests ELISA
commercialisés lors de leur utilisation pour le contréle dans les élevages de ruminants domestiques.

Estimations réalisées

, Individ T .
Conséquences des ‘ nawt us‘ ‘ mUpeaux‘ Prise en compte de
performances Partie 1 | I'incertitude
estimées diagnostique

Incertitude des
résultats des Estimation des

tests Lo }/ _______ RN /" séroprévalences

réelles

Erreurs
diagnostiques

Calcul des
probabilités de
séropositivités

Connaissance du

1 partie2 T
) _c'on_texte_ Préconisations
épidémiologique i WHP i BHP d’utilisation
biaisée N

Figure E-1 : Schéma des paramétres estimés dans chaque partie en lien avec les performances des tests
sérologiques ELISA commercialisés pour le diagnostic, le dépistage et les enquétes épidémiologiques des
infections par C. burnetii : conséquences et solutions mises en ceuvre pour prendre en compte leur incertitude
diagnostique.

Sp : spécificité, Se : sensibilité, HSp : Spécificité a I'échelle du troupeau, HSe : Sensibilité a I'échelle du troupeau,
VP : valeur prédictive (probabilité de séropositivité de I'individu sachant le résultat du test), HVP : valeur
prédictive a I’échelle du troupeau (probabilité de séropositivité du troupeau sachant les résultats du test), WHP :
séroprévalence intra-élevage, BHP : séroprévalence inter-élevage.

Aprés avoir illustré les conséquences des performances diagnostiques estimées sur I'utilisation des
tests ELISA a I’échelle individuelle et collective chez les ruminants domestiques, nous évaluerons les
avantages et inconvénients de chaque test ELISA, puis les différents plans de dépistage a I’échelle du
troupeau, actuellement réalisés ou envisageables, a partir de critéres basés sur les performances
diagnostiques et sur le risque de séropositivité des élevages de ruminants (Figure E-2).

Nous nous appuierons sur le volet sérologique des deux plans de dépistage les plus utilisés en France,
le protocole OSCAR, utilisé lors du diagnostic différentiel des avortements et le plan utilisé lors de la
recherche de 'origine de cas humains groupés (noté respectivement « OSCAR » et « N = 15 » dans la
Figure E-2).

Pour rappel, dans le protocole OSCAR, lorsque le « volet PCR » est non conclusif (i.e., une seule des
deux femelles prélevées est positive en PCR sur écouvillon vaginal), les prises de sang de six bovins ou
10 ovins/caprins sont analysées par ELISA (OSCAR, 2020a, 2020b). La série abortive est attribuée a C.
burnetii, si plus de 50 % des individus prélevés sont testés positifs. L’objectif du volet sérologique est
donc de confirmer que I'élevage est réellement séropositif tout en vérifiant que sa séroprévalence
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intra-élevage est élevée, comme indice d’une pression d’infection.

Pour le protocole utilisé lors de la recherche de la (des) source(s) d’exposition humaine, il est
actuellement préconisé de réaliser des prélévements sérologiques et des écouvillons vaginaux sur
15 femelles de chaque élevage suspecté et de n’analyser les PCR que si au moins un animal est testé
positif en sérologie (DGAL, 2010). Le premier objectif du plan de dépistage sérologique est de détecter
un maximum de troupeau réellement séropositif, tout en évitant de réaliser les PCR inutilement dans
des troupeaux réellement séronégatifs.

Aprées avoir estimé les performances des tests utilisés dans ces deux domaines différents d’application,
nous évaluerons leur potentiel respectif pour confirmer le statut réellement séropositif d’un troupeau
en estimant le nombre d’individus testés positifs minimal qu’il est nécessaire d’observer pour pouvoir
conclure en fonction des indicateurs évalués. Ensuite, nous chercherons les plans de dépistage les plus
adaptés pour chaque test et chaque espece pour confirmer un statut négatif et pour évaluer le statut
des élevages (Figure E-2).

Pour comparer les différents tests et pour évaluer les différents plans de dépistage, nous utiliserons a
la fois des indicateurs basés uniquement sur les performances (Se, Sp, HSe et HSp) et des indicateurs
qui tiennent compte des risques de séropositivité. Les indicateurs basés sur les performances sont
calculés a partir des estimations réalisées dans la partie 1 uniquement. Les indicateurs basés sur le
risque sont calculés a partir des estimations des parametres obtenus dans la partie 3 (qui combine
celles obtenues dans les parties 1 et 2). Quel que soit le type d’indicateur considéré, les estimations
sont réalisées par inférence bayésienne selon la méthodologie présentée dans la partie 3.

Préconisations d’utilisations

Performances des plans existants Recherche de plans optimaux
o . . Détecter les positifs  Eyaluer le statut
Criteres ‘de c.h.0|x du Interpl:etatlons Confirmer un statut des élevages
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Aléchelle | Aléchelle des Probabilités de
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positif
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[\ P+ N FP + FN HVPN > 95% FP + FN

Figure E-2 : Critéres utilisés pour évaluer les tests et les plans de dépistage sérologiques des infections par C.
burnetii en fonction des échelles et des objectifs de chaque plan de dépistage.

Les critéres entourés en pointillés sont basés sur les performances uniquement et les criteres entourés en trait
plain prennent en compte le contexte épidémiologique. Sp : spécificité, Se : sensibilité, HSp : Spécificité a I'échelle
du troupeau, HSe : Sensibilité a I'échelle du troupeau, FP = Faux positif, FN = Faux négatif, HVPN : valeur
prédictive négative du plan de dépistage (probabilité que les troupeaux négatifs soit réellement séronégatifs)

En fin de discussion, nous présenterons les perspectives de ces travaux, d’abord en lien avec les
résultats obtenus, puis en lien avec les autres utilisations possibles des données utilisées et enfin en
lien avec la méthodologie développée dans ces travaux.
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I.  Conséquences des performances diagnostiques estimées

[.1. Robustesse et limites des estimations des Se et Sp

.1.1 Données utilisées

L'étude de la partie 1, porte sur la comparaison des tests 1, 2 et 3 aux seuils préconisés par les
fabricants (les seuils qualifiés douteux étant considérés comme positifs) et s’appuie sur I'analyse de
4319 échantillons de sérum prélevés sur des bovins, caprins et ovins dans 10 départements frangais.
Au regard des études de comparaison des tests publiées jusqu’a présent, cette collection est la plus
représentative des 3 especes et de la diversité des zones de productions d’élevages de ruminants sur
un territoire.

I.1.2  Contexte d’application des estimations réalisées

Cette étude a été réalisée sur des sérums prélevés dans le cadre d’une enquéte de dépistage
sérologique, comme cela est d’ailleurs le cas dans la plupart des études réalisées a notre connaissance.
Ce panel d’échantillons représente une large variété d’ages, de parités, de stades ou formes d’infection
(récente ou latente, avec ou sans portage, avec ou sans excrétion). En revanche, les formes cliniques
abortives sont peu ou pas représentées, donc nous ne pouvons pas exclure la possibilité que les valeurs
de Se et Sp estimées aient été différentes si I'étude avait spécifiquement porté sur des animaux ayant
récemment avorté a cause de C. burnetii et/ou excréteurs de la bactérie. Notre étude s’applique a un
contexte de dépistage visant a déterminer les statuts sérologiques des individus ou troupeaux ciblés,
qui peut étre utile, entre autres, lors :

- D’un achat ou d’un export ;

- D’investigations d’élevages identifiés comme potentielles sources de cas humains, groupés (ou
arisque de I'étre dans le cas de fréquentation d’un public) ;

- Du diagnostic différentiel d’avortements (le recours a la sérologie étant alors un complément
éventuel aux investigations par tests PCR, qui eux sont réalisés sur les femelles ayant avorté
récemment) ;

- Lors d’enquétes épidémiologiques, pour estimer des séroprévalences ou des facteurs de
risques de séropositivité.

I.1.3  Comparaison des Se et Sp estimées avec les études précédentes

En I'absence de gold standard, pour chaque espéce de ruminant, la modélisation des résultats croisés
des trois tests dans un seul modele a classes latentes a permis d’estimer une dépendance
conditionnelle élevée chez les individus séropositifs, entre deux des trois tests ELISA. Ainsi, alors que
les sensibilités de ces deux tests avaient été estimées a des valeurs élevées quelle que soit I'espéce de
ruminant (de 70,1 % a 100 % pour le test 1 (Horigan et al., 2011; Muleme et al., 2016) et de 81,4 a
100 % pour le test 2 (Emery et al., 2014; Lucchese et al., 2016)) nous avons estimé des sensibilités plus
faibles allant de 39,3 % chez les ovins a 72,0 % chez les bovins pour le test 1 et de 53,8 % chez les ovins
a 75,2 % chez les caprins pour le test 2 (Tableau E-1). Cette dépendance conditionnelle élevée chez les
individus séropositifs entre les tests 1 et 2 a pu étre mise en évidence grace a l'inclusion des résultats
du test 3 dont la sensibilité a été estimée a des valeurs plus élevées a la fois chez les ovins (86,9 %),
caprins (90,5 %) et bovins (89,0 %).

A notre connaissance, le test 3 n’avait été évalué que dans une autre étude (Horigan et al., 2011), dans
laquelle sa sensibilité avait été estimée comme étant basse (de 31,0 % chez les caprins a 51,9 % chez
les bovins). Néanmoins, méme si I'étude d’Horigan et al. modélisait également les résultats des trois
tests ELISA (et d’un test de fixation du complément) par des modeéles a classes latentes, elle ne prenait
pas en compte la dépendance conditionnelle entre les différents tests, ce qui peut expliquer en partie
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les différences de sensibilités estimées entre I'étude d’Horigan et la notre. Les spécificités des trois
tests sont plus élevées, allant de 95,9 % chez les bovins a 99,2 % chez les ovins pour le test 1, de 97,5 %
chez les bovins a 99,1 % chez les caprins pour le test 2 et de 94,8 % chez les bovins a 98,5 % chez les
ovins pour le test 3 (Tableau E-1). La dépendance conditionnelle entre les trois tests chez les individus
séronégatifs a été estimée a des valeurs basses, mais non nulles chez les caprins, ovins et bovins. Ces
valeurs sont plus en accord avec la majorité des publications scientifiques ayant évalué les spécificités
d’au moins un des trois tests ELISA. Seule une étude estimait une Sp d’un des tests inférieure a 90 %
chez les caprins (Lucchese et al., 2016), mais cette étude manquait de puissance en raison d’une
différence trop faible entre les séroprévalences des différentes populations considérées dans le
modele a classes latentes.

Nos estimations sont en accord avec les données de la littérature scientifique sur les tests sérologiques
des infections par C. burnetii qui rapportent des discordances importantes entre les différents tests
sérologiques (Bottcher et al., 2011; Rousset et al., 2007) et entre les tests sérologiques et PCR pour
détecter les individus excréteurs et donc infectés parfois de facon chronique (Baumgartner et al., 1993;
Berri et al., 2005; de Cremoux et al., 2012; Djerbib et al., 2018; Guatteo et al., 2007; Rousset et al.,
2009). Enfin, la robustesse de notre étude a été évaluée en estimant le biais relatif, I'erreur
guadratique moyenne et la probabilité de couverture du modeéle implémenté sur des jeux de données
simulés de méme structure que celui analysé. Ainsi, sur les données simulées, nous avons pu montrer
gue nos estimations étaient peu biaisées y compris pour des scénarios de simulation supposant que
les trois tests étaient conditionnellement indépendants ou supposant que les Se ou Sp des tests étaient
meilleures que celles estimées dans I'étude.

I.2. Conséquences de I'incertitude diagnostique des tests ELISA des infections par C. burnetii

1.2.1  Al'échelle individuelle

Ces estimations robustes et relativement faibles des Se des trois tests sérologiques étayent les
recommandations de I'OIE, qui considére que les résultats des tests ELISA ne doivent pas étre
interprétés seuls a I'échelle individuelle (OIE, 2018).

.2.1.1

De fait, aucun des trois tests ELISA ne peut étre considéré comme un test parfait a Se et Sp = 100 %.
Chacun des trois tests présente un risque d’erreur et leurs résultats doivent étre interprétés avec
précaution (Tableau E-1). Ainsi, parmi les individus réellement séropositifs, environ six ovins sur dix,
guatre caprins sur dix et trois bovins sur dix sont faussement négatifs et ne sont pas identifiés comme
séropositifs avec le test 1. Le test 2 est Iégérement plus sensible que le test 1 chez les ovins et caprins,
avec prés d’un ovin séropositif sur deux et un caprin séropositif sur quatre faussement testés négatifs.
En revanche, ce test est moins sensible chez les bovins, avec environ un vrai séropositif sur trois qui
est faussement testé négatif. Le test 3 est plus sensible que les deux autres avec une sensibilité de 86,9
a 90,5 %, ce qui représente tout de méme pres d’'un ruminant réellement séropositif sur dix qui sera
faussement testé négatif.

Tableau E-1 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % des sensibilité et spécificité des trois tests ELISA
commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii.

Bovin Caprin Ovin
Test 1 Se 72,0[61,8; 80,8] 59,2 [53,5; 64,1] 39,3[30,7; 47,0]
Sp 95,9(94,2;97,7] * 99,1 (98,2 ;99,7] 99,2 (98,5 ;99,7]
Test 2 Se 61,9 [51,7;71,8] 75,2 (68,4 ;79,9] 53,8 [43,3; 61,8]
Sp 97,5 [96,2 ; 98,7] 99,1[98,1;99,7] 98,4 97,4 ;99,3]
Test 3 Se 89,0 [78,5;94,1] 90,5 [83,3; 93,8] 86,9 [71,2; 93,6]
Sp 94,8 [92,1;97,8] 96,0 (93,7 ; 97,6] 98,5[97,3;99,4]

* La spécificité du test 1 est moins élevée dans un des départements étudiés chez les bovins.
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Les trois tests ELISA sont plus spécifiques que sensibles et se trompent donc moins souvent pour les
individus réellement séronégatifs qu’au sujet des individus réellement séropositifs. Néanmoins,
d’apres les résultats des modeles, aucun des trois tests n’est parfaitement spécifique. En particulier, le
test 3 est le moins spécifique et donnera des résultats faussement positifs chez pres de 5 % des bovins,
4 % des caprins et 1,5 % des ovins réellement séronégatifs. Les trois tests ont également tendance a
étre moins spécifiques chez les bovins par rapport aux autres espéces. Enfin, dans certaines zones
géographiques chez les bovins (dans un des dix départements de I'étude), le test 1 semble encore
moins spécifique (avec une spécificité estimée a 75 % dans ce département contre 95,9 % dans les
autres départements).

1.2.1.2  Conséquences de la dépendance conditionnelle des tests

Les tests 1 et 2 ont une dépendance conditionnelle élevée chez les animaux réellement séropositifs,
quelle que soit I'espéce. Ainsi, les tests 1 et 2 ont tendance a fournir les mémes résultats chez les
individus réellement séropositifs. Si un individu est faux négatif (ou vrai positif) avec le test 1, il sera
probablement également faux négatif (ou vrai positif) avec le test 2. Par exemple, la probabilité qu’un
ovin soit testé faussement négatif avec le test 1, sachant qu’il est déja faux négatif avec le test 2 est de
93,3 % alors qu’elle aurait été de 60,7 % si les tests avaient été indépendants conditionnellement (cf.
partie 1 section Ill.2). De méme, chez les individus réellement séronégatifs des trois espéces, la
dépendance conditionnelle est faible, mais strictement positive pour chaque paire de tests. Par
exemple, la probabilité qu’un bovin soit faux positif avec le test 1, sachant qu’il est déja faux positif
avec le test 3, est de 54,5 % alors qu’elle aurait été de 3,9 % si les tests avaient été conditionnellement
indépendants. En conséquence, le fait de tester un ruminant domestique avec plusieurs tests ELISA
simultanément pour vérifier son statut n"augmente que peu la fiabilité des résultats des tests, méme
s’ils fournissent le méme résultat, car ils ont tendance a étre faussement positifs ou négatifs en méme
temps.

Quel que soit le résultat obtenu avec un test ELISA, il doit étre interprété avec précaution étant
donné le risque d’erreur de chaque test a la fois chez les individus réellement séropositifs (résultats
faussement négatifs) et chez les individus réellement séronégatifs (résultats faussement positifs).

Quel que soit le test ELISA, un résultat positif chez un ruminant domestique apporte une plus grande
information qu’un résultat négatif, car peu d’individus sont faussement positifs alors qu’une propor-
tion importante est faussement négative.

Le fait de tester un sérum avec plusieurs tests ELISA différents n’augmentera que marginalement la
fiabilité des résultats, car les tests sont conditionnellement dépendants et ont tendance a étre faus-
sement positifs ou faussement négatifs simultanément.

1.2.2  Conséquences des Se et Sp a I’échelle du troupeau

AVéchelle de I'élevage, si plusieurs individus sont testés pour évaluer le statut sérologique de I’élevage
(« Présence d’au moins un individu réellement séropositif dans I'élevage » ou « Absence d’individu
séropositif dans I'élevage »), les sensibilité et spécificité du plan de dépistage a I'échelle du troupeau
(respectivement, notées HSe et HSp) vont dépendre a la fois des Se et Sp a I'échelle individuelle, du
nombre d’individus testés, de la regle de décision utilisée pour considérer I'élevage comme séropositif,
et de la séroprévalence intra-élevage (Christensen and Gardner, 2000).

1.2.2.1  Prise en compte de la variabilité des HSe

La HSp est calculée pour une séroprévalence intra-élevage nulle. En revanche, plus la séroprévalence
intra-élevage est élevée, plus la sensibilité a I'échelle du troupeau est élevée, car la probabilité
d’échantillonner des individus réellement séropositifs parmi ceux testés augmente et donc la
probabilité d’en tester un positif également. Les estimations ponctuelles et les intervalles de crédibilité
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des HSe présentées dans le Tableau E-2 et dans la suite du document tiennent compte a la fois de
I'incertitude des estimations des différents paramétres du modéle et de la variabilité des
séroprévalences intra-élevages dans les élevages séropositifs. Les intervalles de crédibilité des HSe
sont donc beaucoup plus larges que ceux des HSp.

Nous avons fait le choix de présenter les estimations des HSe sous cette forme (i.e., médianes et
intervalles de crédibilité) pour rendre compte de la variabilité importante des séroprévalences intra-
élevages parmi les élevages séropositifs, plutot que de calculer une valeur moyenne ou de fixer une
valeur cible de séroprévalence intra-élevage. La plupart du temps, nous discuterons de la valeur
médiane des HSe plutét que de l'intervalle de crédibilité, car elle correspond a la valeur centrale de la
distribution a posteriori du paramétre et elle nous semble plus facilement interprétable a I’échelle de
la population. Cependant, dans les élevages a faible séroprévalence intra-élevage, la HSe sera plus
basse que sa médiane et dans les élevages a forte séroprévalence, elle sera plus élevée. En fonction
du contexte spécifique de chaque utilisateur, des estimations plus précises des HSe et de leur
incertitude pourraient étre réalisées.

[.2.2.2  Comparaison_entre les trois especes

A nombre d’individus échantillonnés et régles d’interprétation fixes, les HSe sont plus élevées chez les
caprins que chez les bovins et ovins, car d’une part les sensibilités des tests ELISA sont meilleures a
I’échelle individuelle chez les caprins et d’autre part, les séroprévalences intra-élevages sont plus
élevées dans les élevages caprins que dans les élevages ovins et bovins (cf. Partie 2 de la these). Les
HSp sont plus faibles chez les bovins, car les trois tests sont moins spécifiques a I’échelle individuelle
dans cette espece.

[.2.2.3 HSe et HSp duplan « N=15»

Lorsque I'on consideére le troupeau comme séropositif a partir du moment ou au moins un individu est
testé positif, plus le nombre d’individus testés dans I'élevage est grand, plus la sensibilité a I'échelle du
troupeau augmente, car en testant plus d’animaux on augmente la probabilité d’échantillonner des
animaux réellement séropositifs et donc la probabilité d’en tester des positifs. Ainsi, en considérant
I’élevage comme séropositif dés qu’un individu est testé positif, la sensibilité a I'échelle du troupeau
est meilleure qu’a I'échelle individuelle dés qu’on teste un nombre suffisant d’animaux. Par exemple,
alors que la sensibilité du test 1 chez les ovins est estimée a 39,3 % a I'échelle individuelle, la médiane
de la sensibilité d’un plan de dépistage testant 15 ovins avec ce test est de 93,6 % (Tableau E-2). En
revanche, méme si les spécificités a I’échelle individuelle sont élevées, les HSp diminuent quand le
nombre d’individus testés augmente. En effet, dans un élevage séronégatif, plus on teste d’animaux,
plus le risque d’observer un résultat faussement positif parmi I'ensemble des individus testés
augmente. Par exemple, alors que la spécificité du test 3 chez les caprins est de 96,0 % a I'échelle
individuelle, la spécificité d’un plan de dépistage testant 15 caprins avec le test 3 est de 54,4 %.

Ainsi, si 15 animaux sont prélevés par élevage et que I'élevage est considéré comme séropositif des
gu’un individu est testé positif, le risque médian d’obtenir un résultat faussement négatif a I’échelle
de I'élevage (de ne tester aucun animal positif dans un élevage réellement séropositif) est faible allant
de 16,4 % des troupeaux ovins réellement séropositifs si on utilise le test 1 a moins de 1% des
troupeaux caprins si on utilise le test 3. Le risque d’obtenir un résultat faussement positif a I'échelle
du troupeau (d’observer au moins un individu faussement positif dans un troupeau réellement
séronégatif) est plus important, allant de 11 % chez les ovins en utilisant le test 1 a plus de 50 % chez
les bovins en utilisant le test 3 (Tableau E-2).

[.2.2.4  HSe et HSp du plan OSCAR

Pour le volet sérologique du dispositif OSCAR, le troupeau est considéré comme positif a partir du
moment ou plus de la moitié des 6 ou 10 individus prélevés est testée positive. Le risque d’obtenir un
résultat faussement positif dans un troupeau réellement séronégatif est inférieur a 1 % quels que
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soient le test et I'espéce considérée. En revanche, la sensibilité de ce plan de dépistage est plus faible
et le risque médian d’obtenir un résultat faussement négatif dans un élevage réellement séropositif
varie et 98,4 % chez les ovins testés avec le test 1 a 7,1 % chez les caprins testés avec le test 3. Etant
donné que le statut ciblé par le dispositif OSCAR correspond plutét aux élevages a forte
séroprévalence, si les avortements en série sont dus a C. burnetii, la sensibilité de ce plan de dépistage
est, en réalité, plus élevée que les valeurs médianes indiquées dans le Tableau E-2. Pour calculer de
facon plus précise la sensibilité du plan de dépistage OSCAR pour imputer des avortements a C.burnetii,
il faudrait préalablement déterminer la distribution des séroprévalences intra-élevages dans les
élevages ayant récemment présenté des avortements imputés a C. burnetii (versus d’autres agents
abortifs) ce qui n’est pas le cas des distributions des séroprévalences estimées dans la partie 2 de la
thése.

Tableau E-2 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % des sensibilité et spécificité a I'’échelle du troupeau des
trois tests ELISA commercialisés pour le diagnostic sérologique des infections par C. burnetii.

Deux plans d’échantillonnage sont considérés (si 15 individus sont prélevés ou si 6 bovins ou 10 ovins/caprins).
Un troupeau est considéré comme positif si au moins un individu est positif parmi ceux testés.

B Caprin Ovin

Test 1 HSe 37,910,7;91,5] 44,1[86,1 ; 83,8] 1,6 [0,01; 27,4]

HSp | 99,8[99,6;99,9]* 100 [99,9 ; 100] 100 [100 ; 100]

< Test> MES 26,6 (0,3 ; 80,8] 72,6 (24,8 ; 98,3] 6,1[0,003; 59,7]
S Hp | 99,9[99,8;99,9] 100 [99,9 ; 100] 100 [100 ; 100]
Test3 MHES 55,5[1,4 ;99,1] 92,9[1,2 ; 99,9] 29,3 [12,5 ; 98,9]

HSp | 99,7[99,1;99,9] 99,9 (99,8 ; 100] 100 [100 ; 100]
Test1 MHES 99,8 (68,8 ; 100] 99,9 [95,7 ; 99,9] 93,6 [33,4 ; 99,8]
HSp 54,0 [40,7 ; 68,2]* 88,175,8 ; 95,6] 89,0 [79,5 ; 95,3]

Lﬁ Test 2 HSe 99,5[57,1;99,9] 100 [83,6 ; 100] 98,2 [47,2 ; 100]
z HSp 69,7 [57,1;80,7] 86.9[74,1; 95,0] 78,7 (66,2 ; 88,2]
Test3 MHES 99,9 77,5 ; 100] 100 [93,1 ; 100] 99,9 [59,1 ; 100]
HSp | 457129.1;626] 54,2 (34,8 ;70,3] 79,8 64,7 ; 90,9]

* La spécificité du test 1 est moins élevée dans un des départements étudiés chez les bovins. Les valeurs
calculées ne tiennent pas compte de ce manque de spécificité potentiel dans certains territoires.

A nombre d’animaux prélevés et régles de décision fixes, les HSe étaient plus élevées en élevages
caprins et les HSp plus faibles en élevages bovins.

Sil'on considére le troupeau comme positif si au moins un animal est testé positif, alors la sensibilité
du plan de dépistage a I’échelle du troupeau est élevée, quels que soient le test et I'espéce dés qu’un

......

avec le nombre d’individus testés.

Quels que soient I'espéce et le test utilisé, moins de 1 % des élevages réellement séronégatifs est
faussement considéré comme positif avec le protocole OSCAR.

1.2.3  Conséquences des Se et Sp sur la séroprévalence apparente

Au-dela de leur utilisation pour évaluer le statut sérologique des individus et des élevages, les tests
sérologiques sont également utilisés pour estimer des séroprévalences des infections par C. burnetii.
Ces études visent a évaluer la proportion d’élevages et d’animaux séropositifs dans un territoire et
éventuellement a identifier les facteurs de risques de séropositivité chez les ruminants domestiques.
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1.2.3.1 A l’échelle individuelle

La plupart du temps, ces enquétes sont réalisées sans prendre en compte l'incertitude diagnostique
des tests sérologiques utilisés. Elles ne rapportent que les séroprévalences apparentes et les Odd-Ratio
correspondants, ce qui revient a supposer que les Se et Sp du test sont égales a 100 %. La

Pinf

P
séroprévalence apparente (notée 2 ), dépend de la séroprévalence réelle (notée ) et des Se et

Sp du test :

(4.1) P, = Sex Pinf +(1-Sp)x(1-Pinf )

A prévalence réelle constante, la prévalence apparente diminue lorsque la sensibilité du test diminue
et lorsque sa spécificité augmente. Ainsi, étant donné les sensibilités relativement basses des trois
tests ELISA a I’échelle individuelle, et donc la proportion relativement importante d’individus
faussement négatifs, la proportion d’individus testés positifs sous-estime la plupart du temps la
proportion d’individus réellement séropositifs. Lorsque les tests sont appliqués dans des élevages
séronégatifs ou a séroprévalence réelle faible, alors la séroprévalence apparente pourra surestimer la
séroprévalence réelle (nulle ou proche de zéro), car la majeure partie des individus testés positifs
seront des individus faussement positifs.

1.2.3.2  Conséquence sur la régle de décision d’OSCAR

Dans le plan de dépistage sérologique d’OSCAR, lorsque le volet PCR n’est pas conclusif, les
avortements sont imputés a C. burnetii, si au moins 50 % des individus testés sont positifs, quel que
soit le test utilisé. En réalité, cette séroprévalence apparente seuil de 50 % correspond a des
séroprévalences réelles variables en fonction des tests. Globalement, étant donné que les trois tests
ELISA ont une Sp supérieure a 95 %, elle correspondra a des séroprévalences réelles plus élevées si les
tests 1 ou 2 sont utilisés, car leur Se est plus faible, et, plus proche de la séroprévalence apparente si
le test 3 est utilisé, car sa Se et plus élevée.

1.2.3.3  Al’échelle du troupeau

La prédiction du biais potentiel lié a la non-prise en compte de I'incertitude diagnostique pour estimer
des séroprévalences inter-élevages est plus complexe, car les HSe et HSp sont variables en fonction du
nombre d’individus testés et de la régle de décision utilisée pour classifier les élevages. Si, comme dans
la plupart des enquétes épidémiologiques, on échantillonne au moins 15 animaux dans un élevage et
qgue I'on considere I'élevage comme séropositif dés qu’un animal est testé positif, alors la proportion
de troupeaux testés positifs est généralement plus grande que la proportion de troupeaux réellement
séropositifs. Si moins d’individus sont testés, ou si une régle de décision différente est utilisée, le biais
dans I'estimation de la séroprévalence apparente pourra étre différent et varier en fonction des
contextes épidémiologiques.

1.2.3.4  Pour évaluer des facteurs de risques

Enfin, I’évaluation de I'effet de certains facteurs sur le risque d’étre séropositif est généralement faite
en comparant la fréquence d’individus exposés parmi ceux considérés comme séropositifs et ceux
considérés comme séronégatifs (en calculant notamment des Odds Ratio entre les séropositifs et
séronégatifs). Si les tests utilisés pour classer les individus sont imparfaits, alors les fréquences
d’exposition seront biaisées. Pour les facteurs de risque de séropositivité des infections par C. burnetii,
sil'étude est réalisée dans une population a prévalence relativement élevée (comme dans des élevages
séropositifs par exemple), il est probable que certains individus testés négatifs soient faussement
négatifs et donc en réalité séropositifs. Si I'on considére un facteur de risque (ou une conséquence
potentielle des infections par C. burnetii) plus fréquemment présent chez les individus séropositifs,
alors la présence d’individus faussement négatifs entrainera une surreprésentation des individus
« exposés » au facteur de risque parmi les individus considérés comme négatifs. Cela entraine alors
une sous-estimation de I'Odd ratio calculé a partir des individus testés positifs ou négatifs.

D’un point de vue général, I'estimation d’Odd ratio a partir des résultats d’un test imparfait entraine
systématiquement une sous-estimation de 1'Odd ratio réel lorsque les erreurs diagnostiques sont
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indépendantes des facteurs de risques étudiés. Lorsque les erreurs diagnostiques sont dépendantes
des facteurs de risques considérés alors les Odd ratio pourront étre sur ou sous-estimés, mais ils seront
généralement biaisés (Greiner and Gardner, 2000b).

1.2.3.5 Conséquences pour les études épidémiologiques antérieures

Ce risque de biais des études épidémiologiques sur les infections par C. burnetii est fréquent, car la
grande majorité des études ont été réalisées sans tenir compte de I'incertitude diagnostique des tests
utilisés , que ce soit :

- pour estimer des prévalences et identifier des facteurs de risques de séropositivité (Anastacio

et al., 2013; Fernandez-Aguilar et al., 2016; Garcia-Ispierto et al., 2013; Schimmer et al., 2014,
2011; Szymanska-Czerwinska et al., 2017; Villari et al., 2018)

- pourassocier une excrétion bactérienne et un statut sérologique (Bottcher et al., 2011; R Guat-
teo et al., 2007; Lucchese et al., 2015)

- associer des signes cliniques a une infection par C. burnetii (Garcia-Ispierto et al., 2013; Lopez-
Gatius et al., 2012; Muleme et al., 2017; To et al., 1998; Turcotte et al., 2021).

Cela pourrait expliquer le manque de puissance de certaines études (Turcotte et al., 2021) et certains
des résultats contradictoires mis en évidence entre certaines études (De Biase et al., 2018; Garcia-
Ispierto et al., 2013).De méme, certains auteurs attribuent un risque de biais différent en fonction des
tests sérologiques utilisés en considérant que les études utilisant un test CFT sont plus biaisées que
celles utilisant des tests ELISA ou IFA (Guatteo et al., 2011). Il est vrai que le risque de biais sera plus
important si la sensibilité du test utilisé est plus faible, cependant, le risque de biais est également
présent et d’'importance variable en fonction des tests ELISA utilisés et de I’espéece sur laquelle ils sont
réalisés. La meilleure facon pour limiter le biais lié a I'incertitude diagnostique du test utilisé serait de
prendre en compte ses Se et Sp dans l'estimation des séroprévalences, afin d’estimer des
séroprévalences réelles et non pas des séroprévalences apparentes. Cela nécessite cependant
d’utiliser des méthodes complexes a implémenter et de disposer d’estimations fiables et robustes des
Se et Sp du test, ce qui n’était pas le cas avant notre étude pour les tests ELISA commercialisés pour le
diagnostic sérologique des infections par C. burnetii.

En I’absence de prise en compte de I'incertitude diagnostique, les enquétes épidémiologiques visant
a estimer les séroprévalences des infections par C. burnetii sont généralement biaisées.

Les proportions d’animaux testés positifs sous-estiment généralement les séroprévalences réelles
en raison des faibles Se par rapport aux Sp des tests ELISA évalués.

La regle d’interprétation des plans de dépistage sérologiques du diagnostic différentiel des avorte-
ments n’est pas équivalente, quel que soit le test ELISA utilisé dans le plan de dépistage.

Les proportions d’élevages comprenant au moins un individu testé positif surestiment généralement
la séroprévalence inter-élevage réelle.

L’effet des facteurs de risques de séropositivité vis-a-vis des infections par C. burnetii est probable-
ment sous-estimé dans la majorité des études réalisées chez les ruminants domestiques.

La prise en compte des Se et Sp du ou des tests utilisés peut permettre d’obtenir des estimations
non biaisées des parameétres évalués.
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Préconisation d’utilisation des tests

Etant donné que les trois tests évalués ont des Se et Sp inférieures a 100 %, chacune des méthodes
présente un risque d’erreur diagnostique (risque de faux positif ou de faux négatif). Pour limiter les
conséquences et biais potentiels liés a I'utilisation de tests imparfaits, il peut étre intéressant d’utiliser
le test le plus adapté a I'objectif d’utilisation des tests. Néanmoins, les trois tests ont des Se et Sp
différentes en fonction des espéeces et, dans un contexte donné, un test peut étre plus sensible ou plus
spécifique que d’autres. Le choix du meilleur test a utiliser est complexe et dépend de I'espéce cible et
du contexte d’utilisation. Plusieurs types d’indicateurs peuvent étre utilisés, ceux qui ne prennent en
compte que les performances des tests (Se, Sp) et ceux qui tiennent compte du contexte
épidémiologique et des probabilités de séropositivité des individus ou des troupeaux.

Préconisations d’utilisations

Performances des plans existants

Criteres de choix du Interprétations
test a utiliser des résultats
Aléchelle || Aléchelle des Probabilités de
individuelle troupeaux seéropositivités

associées aux
résultats des plans

Nombre d’individus

R 1Pt DN t’estéspositifs
u\ Se +Sp ,, (\ HSe + HSp nécessaire pour
S~ ~—e=--" confirmer un statut
positif

I Individus Troupeaux
FP +FN FP + FN

Figure E-3 : Indicateurs utilisés pour choisir le test optimal et évaluer des plans de dépistage sérologique des
infections par C. burnetii.

[1.L1. Critére de choix du test

11.L1.1 Indicateurs utilisables pour comparer des tests diagnostiques

Plusieurs méthodes ont été proposées pour choisir le test optimal. La plus simple consiste a choisir le
test en fonction de I'indice de Youden (noté |, ) qui est égal a la somme des Se et Sp (Youden, 1950).

Cette méthode, bien que couramment utilisée, ne prend en compte que les Se et Sp du test (4.2).
L'utilisation de I'indice de Youden peut donc induire le choix d’un test non optimal dans certaines
situations.

(4.2)1, =Se+Sp

Un autre indicateur couramment utilisé est le taux de « mauvaise classification » global du test (noté
Tyuc ), c'est-a-dire a la somme des proportions d’individus faussement négatifs (FN) et faussement
positifs (FN). Etant donné que la proportion d’individus mal classés dépend a la fois des Se et Sp du
test et de la prévalence dans la population (notée P (4.3)), le choix du test ayant le T,,. le plus bas

permet de retenir le test qui classera de fagon correcte un maximum d’individus dans le contexte
épidémiologique d’utilisation du test.

(4.3) Tye =P x(1-Se)+(1-P)x(1-Sp)
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La principale limite du taux de mauvaise classification, et qu’il attribue la méme importance aux
individus faussement testés positifs et faussement testés négatifs, ce qui ne correspond pas
nécessairement aux préoccupations des utilisateurs sur le terrain.

1.L1.2 Conséquences des erreurs de classification

Dans le cas du diagnostic sérologique des infections par C. burnetii, les conséquences de la
considération a tort d’un individu ou d’un élevage séronégatif sont généralement plus importantes
gue celle de la considération, a tort, d’'un individu ou d’un élevage séropositif. En effet, sil’on considere
la réalisation d’un test préalable a I'achat et I'introduction d’un animal dans un troupeau indemne de
fievre Q, le manque de sensibilité d’un test peut impliquer I'introduction d’'un animal faussement
négatif (i.e., en réalité séropositif). Lorsque cet animal est excréteur et que I'élevage destinataire est
naif vis-a-vis de C. burnetii, cela peut avoir des conséquences cliniques, économiques et zoonotiques
importantes. A I'inverse, la considération, a tort, d’un animal comme séropositif implique un refus
d’introduction de I'animal dans I'élevage, ce qui a des conséquences économiques plus limitées
(recherche d’un nouvel animal a introduire) et des conséquences sanitaires nulles pour I'acheteur.
Toutefois, cette situation implique, pour le vendeur, de démontrer I'absence d’individus séropositifs
dans son élevage.

Mesurer les conséquences économiques d’une erreur de classement implique la prise en compte des
co(its directs et indirects en élevage et ceux associés a d’éventuels cas humains groupés. L’évaluation
des conséquences économiques est donc complexe et relative a différentes situations selon le nombre
de tests faux positifs, faux négatifs, vrais positifs et vrais négatifs obtenus. En effet, les conséquences
financieres de la non-identification d’un animal potentiellement excréteur peuvent étre supérieures a
la valeur propre de I'animal (van Asseldonk et al., 2015). C'est pourquoi, dans le contexte particulier
de I'épizootie de fievre Q aux Pays-Bas, certains auteurs ont préconisé de ne pas réaliser de tests
diagnostiques pour sélectionner les animaux a réformer dans des élevages positifs et de réformer
I'intégralité des femelles gestantes (Hogerwerf et al., 2014).

Mis a part les conséquences en santé publique, les conséquences économiques sont également
dépendantes de la situation épidémiologique de I'élevage (élevage indemne, vacciné ou dans lequel
C. burnetii circule activement) et de I'objectif de réalisation du test (évaluation du statut avant I’achat,
réforme des animaux testés positifs...). Pour simplifier nos préconisations, nous commenterons
principalement I'indice de Youden et le taux d’individus ou d’élevages mal classés qui attribuent un
méme colt a chaque type d’erreur diagnostique. Nous discuterons des conséquences économiques et
sanitaires de chaque type d’erreur diagnostique en regard du choix du test.

1.2. Choix du test optimal a I'échelle individuelle

1.L2.1 En maximisant I'indice de Youden

A I'échelle individuelle, le test 3 est le plus sensible, mais il est aussi le moins spécifique (sauf dans un
département chez les bovins). Etant donné que le gain de sensibilité du test 3 est plus important que
sa perte de spécificité par rapport aux autres tests, c’est le test 3 qui présente le meilleur indice de
Youden dans toutes les especes (Tableau E-3).

Tableau E-3 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % des indices de Youden a I’échelle individuelle pour
chaque test et chaque espéce. Les cases grisées correspondent au test ayant le meilleur indice de Youden.

Test 1 Test 2 Test 3
Bovin 1.68[1,58;1,77]* 1,6 [1,49; 1,7] 1,84 [1,73; 1,9]
Caprin 1,58 [1,52; 1,63] 1,74 (1,67 ; 1,79] 1,86 [1,79; 1,9]
Ovin 1,39[1,3; 1,46] 1,52[1,42;1,6] 1,85 [1,69 ; 1,92]

* La spécificité du test 1 est moins importante dans un des départements évalués chez les bovins. Les valeurs
calculées ne tiennent pas compte de ce manque de spécificité potentiel dans certains territoires.
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11.2.2  En minimisant le taux d’individus mal classés

Le test3 est celui qui permet de minimiser le nombre d’individus mal classés lorsque les
séroprévalences intra-élevages sont élevées (Figure E-4). En revanche, le test 3 étant moins spécifique
que les autres, il entraine une part plus importante d’individus faussement positifs que les autres tests.
Ainsi lorsque les séroprévalences réelles sont inférieures a 9 % chez les bovins, 4 % chez les caprins et
2 % chez les ovins, c’est le test 2 (chez les bovins et caprins) ou le test 1 (chez les ovins) qui minimise
le taux d’individu mal classé.
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Figure E-4 : Proportions d’individus mal classés de chaque test dans chaque espéce en fonction de la
séroprévalence intra-élevage.
Meédiane (en trait plein) et bande de crédibilité a 95 % (en trait pointillé), pour des séroprévalences intra-
élevages variant de de 0 % a 50 %). Les tests 1, 2 et 3 sont respectivement colorés en rouge, vert et bleu.

11.2.3  Conclusion a I’échelle des individus

Le test3 est a privilégier dans un contexte de suspicion d’infection par Coxiella burnetii
(séroprévalence attendue modérée a élevée), car il aura tendance a mieux détecter les individus
réellement séropositifs. En revanche, dans un contexte de faible suspicion (séroprévalence attendue
faible), et a fortiori dans des élevages a priori indemnes, ce test présente un plus grand risque que les
autres de se tromper en considérant a tort un animal comme séropositif, et il faudra, en fonction des
especes, choisir le test 1 ou test 2 pour minimiser le nombre d’individus mal classés.

Ces préconisations ne sont valables que si on attribue la méme importance a la détection des individus
réellement séropositifs et séronégatifs. Si I'objectif de réalisation des tests est de détecter une
émergence (i.e., I'apparition de nouveaux cas) en élevage a priori indemne, donc a séroprévalence
intra-élevage attendue faible, le choix du test est orienté par sa capacité a détecter un maximum
d’individus réellement séropositifs. Il peut étre intéressant de choisir le test 3, méme s’il induit un
nombre plus élevé d’individus faussement positifs. Ce choix reste pertinent si les individus identifiés
positifs, ou les élevages dans lesquels des individus sont identifiés positifs, font ensuite I'objet
d’investigations complémentaires pour confirmer ou infirmer les résultats positifs (par exemple, série
de PCR sur écouvillon vaginal au moment de la mise bas). Dans ce cas de figure, les conséquences des
faux positifs sont relativement faibles, car I'information est vérifiée dans un second temps avant de
mettre en place les mesures de gestion adaptées. A défaut de tests suffisamment spécifiques, peu
co(teux et sensibles, ce type de plan en deux phases permet la plupart du temps de diminuer le cot
global des préléevements et analyses et d’optimiser la vitesse d’intervention en recherchant les
élevages a risque augmenté d’infection, dans toute la zone géographique concernée.

Dans tous les cas, étant donné que les valeurs de sensibilité (Se) et spécificité (Sp) estimées sont
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inférieures a 100 %, le risque d’observer des résultats faux positifs ou faux négatifs est important. En
I’'absence de connaissance sur la séroprévalence intra-élevage, nous déconseillons I'interprétation
d’un résultat unique, quel que soit le test utilisé. Nous préconisons de réaliser un dépistage a I'échelle
du troupeau, y compris pour évaluer le risque de séropositivité d’'un animal en particulier.

Etant données les Se et Sp estimées de chaque test dans chaque espéce, aucun test n’est optimal
pour étre utilisé dans tous les contextes épidémiologiques, chez toutes les espéces.

Pour limiter le nombre d’individus mal classés par le test, nous recommandons de privilégier le test 3
dans les départements/espéces ou I'infection circule activement (séroprévalence attendue élevée)
et le test 1 ou test 2 dans les départements/espéces ou l'infection est absente ou présente a bas
bruit (séroprévalence attendue faible).

Ces recommandations peuvent varier en fonction de I'objectif d’utilisation des tests (par exemple,
un test avec une sensibilité élevée pour détecter précocement la présence de nouveaux cas dans
une zone indemne ou éviter d’introduire des animaux réellement séropositifs) et des zones géogra-

,,,,,,

cifiques pouvant exister localement).

Etant donné le risque d’erreur diagnostique, nous déconseillons Iinterprétation d’un résultat
unique, quel que soit le test utilisé et nous préconisons de réaliser un dépistage a I’échelle du trou-
peau, y compris pour évaluer le risque de séropositivité d’'un animal en particulier.

[1.3. Choix du test optimal a I'échelle du troupeau

1.L3.1 En maximisant I'indice de Youden

A I'échelle du troupeau, si on considére le troupeau comme séropositif a partir du moment ot un
animal est testé positif parmi ceux échantillonnés, la moins bonne sensibilité a I’échelle individuelle
des tests 2 et 1 devient peu problématique, car le risque d’obtenir un résultat faussement négatif
diminue avec le nombre d’individus réellement séropositifs testés. A I'inverse, la plus faible spécificité
du test 3 peut devenir problématique, car le risque d’identifier a tort un animal comme séropositif
augmente avec le nombre d’individus réellement séronégatifs testés.

Ainsi, pour le plan de dépistage utilisé lors de la recherche de I'origine de cas groupés de fievre Q chez
I"humain, c’est le test 1 qui présente le meilleur indice de Youden chez les ovins, le test 2 chez les
bovins et les tests 1 ou 2 chez les caprins. Le plan de dépistage sérologique d’OSCAR étant peu sensible
pour détecter la majorité des troupeaux séropositifs, le test 3 présente le meilleur indice de Youden,
guelle que soit I'espéce considérée.

Tableau E-4 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % des indices de Youden a I’échelle du troupeau pour
chaque test et chaque espéce du volet sérologique utilisé pour le diagnostic différentiel des avortements
(OSCAR) et pour rechercher l'origine de cas humains groupés (N=15). Les cases grisées correspondent au test
ayant le meilleur indice de Youden.

No’mbre Q’lndlv’|dus Test 1 Test 2 Test 3
échantillonnés
Bovin N=15 1,52 [1,28; 1,69] 1,68 [1,42;1,81] 1,44 [1,25;1,7]
OSCAR 1,38 [1,01; 1,91] 1,27 [1;1,81] 1,55 [1,01; 1,99]
Caprin N=15 1,87 [1,6; 1,95] 1,86 [1,69 ; 1,95] 1,54 [1,35;1,7]
OSCAR 1,44 [1;1,84] 1,73 [1;1,98] 1,92 [1,01; 2]
Ovin N=15 1,82 [1,26; 1,93] 1,77 (1,42 ; 1,89] 1,78 [1,42; 1,91]
OSCAR 1,02 [1;1,27] 1,06 [1;1,6] 1,29 [1;1,99]
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11.3.2 En minimisant le taux d’élevages mal classés

Le constat est similaire avec le taux d’élevages mal classés qu’avec I'indice de Youden pour le test 3
qui minimise le taux d’élevages mal classés, quelle que soit la séroprévalence inter-élevage considérée
pour le plan de dépistage OSCAR (Figure E-5).

Lors de la recherche de I'origine de cas humains groupés, ce n’est qu’a partir de séroprévalence inter-
élevage élevée chez les ovins, que le test 3 permet de détecter plus de troupeaux réellement positifs
que les deux autres tests. Le choix du test 3 lors de séroprévalence inter-élevage élevée chez les ovins
permet de minimiser de facon globale le taux d’élevage mal classé. Dans les autres situations, le choix
des tests 1 (chez les ovins ou caprins) ou 2 (chez les bovins ou caprins) permet de minimiser le taux
d’individus mal classés (Figure E-5).
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Figure E-5 : Proportions d’élevages mal classés pour chaque test dans chaque espéce en fonction de la
séroprévalence inter-élevage du volet sérologique utilisé pour le diagnostic différentiel des avortements (OSCAR)
et pour rechercher l'origine de cas humains groupés (N=15).

Meédiane (en trait plein) et bande de crédibilité a 95 % (en traits pointillés). Les tests 1, 2 et 3 sont
respectivement colorés en rouge, vert et bleu.

11.3.3  Conclusion a I’échelle du troupeau

Les trois tests ayant une spécificité élevée a I’échelle du troupeau dans le cadre du dispositif OSCAR,
le test qui présente le meilleur indice de Youden et qui maximise le taux d’élevages mal classés est le
test 3.

A l'inverse, lorsque 15 individus sont prélevés et que le troupeau est considéré comme positif dés
gu’un animal est testé positif, la sensibilité des trois tests a I’échelle du troupeau est élevée. Les tests
gui maximisent l'indice de Youden et qui minimisent le taux d’élevages mal classés sont donc les deux
tests les plus spécifiques, a savoir le test 1 chez les ovins, les tests 1 ou 2 caprins et le test 2 chez les
bovins.

Ces préconisations ne sont valables que si on attribue le méme poids au fait de considérer a tort un
élevage comme séropositif ou comme séronégatif. Par exemple, du point de vue des conséquences
potentielles sur la santé publique, I'utilisation du test 3 pourrait étre recommandée, dans le cadre de
la recherche de l'origine cas humains groupés méme s’il est moins spécifique, car le statut des
nombreux élevages faussement positifs sera infirmé par le volet PCR si C. burnetii ne circule pas dans
le troupeau.
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Pour le schéma d’investigations lors de cas humains groupés, les tests 1 et 2 sont ceux qui minimisent
le taux d’élevages mal classés, sauf chez les ovins lors de forte séroprévalence inter-élevage ou le
test 3 permet de détecter plus d’élevages réellement séropositifs.

Dans le cadre du dispositif OSCAR, les trois tests sont trés spécifiques et peu sensibles pour détecter
les élevages séropositifs, mais le test 3 est celui qui permet de maximiser I'indice de Youden et de
minimiser le taux d’élevages mal classés.

Ces recommandations peuvent varier en fonction de I’objectif d’utilisation des tests.

[1.4. Interprétation des résultats des plans de dépistage

Jusqu’a maintenant, nous avons évalué les performances des deux plans de dépistage par rapport aux
performances des tests et aux taux d’élevages mal classés par les plans. Dans la Partie 3, nous avons
proposé une méthode pour estimer les probabilités de séropositivité associées aux résultats des plans,
qui tient compte, des performances diagnostiques du test utilisé (estimées dans la Partie 1) et, des
séroprévalences inter- et intra-élevages attendues pour les différentes especes et des types de
production (Partie 2). Nous allons dans un premier temps, présenter les valeurs prédictives des plans
de dépistage associés a leur regle de décision préétablie puis discuter des probabilités de séropositivité
associées aux autres résultats possibles.

11.4.1 Valeurs prédictives des plans de dépistage

A partir des courbes présentées sur la Figure E-6, on peut obtenir la probabilité de séropositivité d’un
élevage en fonction du nombre d’individus testés positifs avec chaque test et dans chaque type de
production. Les calculs ont été réalisés selon la méthodologie présentée dans la Partie 3. La taille de
I’élevage a été fixée a la médiane observée dans chaque espeéce, a savoir 50 femelles pares pour les
bovins, 110 caprins et 180 ovins.

I1.4.1.1 Probabilité de séropositivité associée a la regle de décision d’OSCAR

Lorsque la moitié des individus testés sont positifs dans le dispositif OSCAR, les probabilités de
séropositivité médianes des élevages sont supérieures a 95 % quels que soient I'espéce, le type de
production et le test considérés (excepté chez les bovins allaitants) (Tableau E-5).

Néanmoins, les bornes inférieures des intervalles de crédibilité des probabilités de séropositivités sont
parfois inférieures a 95 %, comme chez les ovins laitiers ou allaitants avec les tests 1 et 2 et chez les
bovins (Tableau E-5). Il est donc possible que certains élevages réellement séronégatifs soient testés
positifs avec ce plan de dépistage. Chez les bovins allaitants, pour une méme proportion d’individus
testés positifs, les probabilités de séropositivité sont plus basses que chez les ovins et caprins, d’une
part car moins d’individus sont testés et d’autre part, car la séroprévalence inter-élevage des élevages
bovins allaitants est plus basse que dans les autres espéces et types de production (cf. Partie 2 de la
these).
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Figure E-6 : Probabilité de séropositivité de I'élevage en fonction du nombre d’individus testés positifs parmi
ceux prélevés dans chaque espéce et type de production et pour chaque test.
Estimation ponctuelle (médiane, en point et trait plein) et bande de crédibilité a 95 % (quantile 2,5 et 97,5 %, en
traits pointillés). Les tests 1, 2 et 3 sont respectivement colorés en rouge, vert et bleu et identifiés par des points
ronds, triangulaires et carrés. La ligne horizontale pleine noire correspond a une probabilité de 95 %.

Tableau E-5 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % de la probabilité de séropositivité du troupeau selon
l'espéce, le type de production et le test utilisé, lorsque la moitié des femelles prélevées lors du diagnostic
différentiel des avortements sont séropositives. Le nombre d’individus prélevés est de 6 bovins et 10

ovins/caprins.
Test Test 1 Test 2 Test 3

Bovin Allaitant 0,93 [0,16 ; 0,99] 0,99 [0,50; 0,99] 0,85 [0,09 ; 0,99]
Laitier 0,99 [0,72;0,99] 0,99 [0,93; 1] 0,98 [0,55; 0,99]

Caprin Laitier 1[0,99; 1] 0,99 [0,97 ; 1] 0,99 [0,98 ;1]

Allaitant 0,99 [0,79; 1] 0,99 [0,53; 1] 0,99 [0,53; 1]

Ovin Laitier 1[0,86; 1] 1[0,88; 1] 0,99 (0,61 ;1]

Mixte 1[0,98; 1] 1[0,95; 1] 0,99 (0,89 ;1]
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11.4.1.2

Quels que soient I'espéce, le type de production et le test utilisé, lorsqu’un seul individu est testé positif
parmi ceux prélevés, la médiane de la probabilité de séropositivité du troupeau est inférieure a 50 %
(Figure E-6). Donc lorsqu’un unique animal est testé positif parmi au moins 15 ruminants domestiques,
le troupeau a en réalité une probabilité plus élevée d’étre réellement séronégatif que réellement
séropositif.

11.4.2 Confirmation du statut séropositif du troupeau

A partir de la Figure E-6, on peut également calculer le nombre d’individus testés positifs a partir
duquel on peut affirmer que le troupeau est effectivement séropositif avec une probabilité supérieure
a 95 %. Cependant, méme si les médianes deviennent supérieures a 95 % pour des proportions
d’individus testés positifs relativement faibles (par exemple, 3/10 et 3/15 caprins testés positifs avec
le test 1), la borne inférieure de I'intervalle de crédibilité a 95 % de la probabilité que I'élevage soit
séropositif ne devient supérieure a 95 % qu’a partir d’'une proportion plus élevée d’individus testés
positifs dans I'élevage (par exemple, 6/6 et 6/15 bovins laitiers) (Tableau E-6).

D’ailleurs, on remarque que plus le nombre d’individus testés est grand (dispositif OSCAR vs N=15),
plus la proportion d’individus testés positifs a partir de laquelle la probabilité de séropositivité est
supérieure a 95 % diminue. Bien que ce résultat soit contre-intuitif, il s’explique par une a probabilité
d’étre faussement testé positif pour chaque individu faible. Elle est égale a 1—Sp et de I'ordre de 1

a 5 % en fonction des tests et des espéces. L'augmentation du nombre d’individus faussement positifs
attendus est donc moindre par rapport a I'augmentation du nombre d’individus testés.

Tableau E-6 : Proportion d’individus testés positifs a partir duquel la borne inférieure de I'intervalle de crédibilité
a 95 % de la probabilité de séropositivité du troupeau devient supérieure a 95 %.

Observer une proportion d’individus supérieure ou égale a la valeur rapportée permet de s’assurer que la
probabilité de séropositivité du troupeau est supérieure a 95 %. Les NA correspondent au plan d’échantillonnage
et aux types de production pour lesquels, méme le fait de tester positif I'intégralité des individus prélevés ne
permet pas de garantir que la probabilité de séropositivité du troupeau est supérieure a 95 %.

Test Test 1 Test 2 Test 3

Plan de dépistage OSCAR N=15 OSCAR N=15 OSCAR N=15
Allaitant NA 8/15 5/6 6/15 NA 9/15

Bovin
Laitier 6/6 6/15 4/6 4/15 6/6 7/15
Caprin Laitier 4/10 5/15 4/10 6/15 6/10 8/15
Allaitant 7/10 7/15 8/10 8/15 8/10 8/15
Ovin Laitier 6/10 6/15 7/10 7/15 7/10 7/15
Mixte 5/10 5/15 5/10 6/15 6/10 7/15

Les élevages identifiés comme positifs par le plan de dépistage sérologique du dispositif OSCAR ont
une probabilité de séropositivité élevée, méme s’il ne peut étre exclu que certains troupeaux bovins
soient faussement séropositifs.

Les élevages identifiés positifs au seuil de positivité du plan de dépistage utilisé pour rechercher
I'origine de cas humains groupés ont une probabilité plus grande d’étre réellement séronégatifs que
séropositifs.

Plus le nombre d’individus prélevés augmente, moins la proportion d’individus testés positifs néces-
saire pour confirmer un statut positif avec une probabilité supérieur a 95 % est grande.
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Plans de dépistage optimaux a I’échelle de I'élevage

Jusqu’a présent, nous avons évalué les plans de dépistage définis et utilisés en France pour le dépistage
sérologique des infections par C. burnetii dans les élevages de ruminants domestiques (DGAL, 2010;
Dufour et al., 2007; OSCAR, 2020a, 2020b; Sidi-Boumedine et al., 2010). Ces plans de dépistage ont été
mis en place sur la base de recommandations d’experts, en |'absence d’estimations fiables des
performances des tests ELISA commercialisés, et sans prendre en compte la diversité des situations
épidémiologiques dans les élevages en France.

[1.L1. Méthodes de construction d’un plan de dépistage

I11.L1.1 Limite des plans de dépistage basés « sur les données »

Les plans de dépistage utilisés en France a ce jour précisent un nombre d’individus a prélever,
identique quel que soit I'espéce de ruminant, le type d’élevage et la région en France. On parle de
surveillance basée sur les données (« input-based surveillance » (Cameron, 2012)). Une exception
toutefois est le plan établi dans le cadre du diagnostic différentiel des avortements chez les bovins, ou
la préconisation du prélévement de six individus a la place de dix s’appuie sur des arguments
économiques. En effet, l'inclusion de tests PCR dans la procédure diagnostique était associée a un
surco(t important. Le choix a donc été de réduire le surcolt en diminuant le nombre d’individus a
prélever.

Les limites des plans basés sur les données sont d’une part qu’ils n"auront pas nécessairement les
performances souhaitées dans chaque espece et qu’ils appliquent les mémes moyens dans chaque
situation épidémiologique. Les mesures de luttes peuvent étre sous-dimensionnées ou
disproportionnées en fonction du contexte. Par exemple, le plan de dépistage N=15 aboutit a classer
une grande proportion d’élevages comme séropositifs alors qu’il s’agit plus probablement d’élevages
réellement séronégatifs. L'utilisation de ce plan pour décider de mettre en place ou non des mesures
de gestions du risque zoonotique (e.g. aux Pays-Bas : interdiction de mise a la reproduction, réforme
des animaux gestants...) aboutirait a la mise en place de mesures contraignantes dans des élevages qui
sont majoritairement séronégatifs.

I11.1.2 Plans de surveillances basés sur leur performance ou sur le risque

Ce phénomene est encore plus marqué dans certains contextes comme chez les élevages bovins
allaitants ou la séroprévalence inter-élevage est faible. Ainsi, il peut étre intéressant de proposer des
plans qui tiennent compte de lincertitude diagnostique des tests ELISA et des particularités
épidémiologiques liées a chaque espéece de ruminants domestiques. Il s’agit ici de proposer des plans
de dépistage basés sur leurs performances (« output-based » surveillance) ou sur les risques (« risk-
based » surveillance) (Cameron, 2012; Stark et al., 2006)) plutot que sur un nombre de tests identiques
a réaliser dans tout élevage de ruminants en France.
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Figure E-7 : Indicateurs utilisés pour rechercher des plans de dépistage optimaux en fonction des objectifs de
leur mise en place.
Les indicateurs entourés en pointillés ou en trait plein sont respectivement basés sur les performances du plan
de dépistage et sur les performances et les risques. HSe : Sensibilité a I'échelle du troupeau, HSp : Spécificité a
I’échelle du troupeau, HVPN : Valeurs prédictive négative a I'échelle du troupeau, FN : Faux négatifs, FP : Faux
positifs
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Dans la suite du document, on se placera dans deux situations différentes Figure E-7 :

1- L'objectif du plan de dépistage est de détecter un maximum d’élevages réellement séroposi-
tifs. Cela revient également a un objectif de confirmation du statut des élevages négatifs, car
si tous les élevages réellement séropositifs sont testés positifs par le plan de dépistage, alors
les élevages testés négatifs seront réellement séronégatifs.

2- L'objectif sera d’évaluer le statut de I’élevage en cherchant a ce que les résultats du plan de

dépistage soient les plus fiables possibles donc en minimisant a la fois le risque de faux positifs
et de faux négatifs.

Pour chacune des deux situations, nous proposerons un plan de dépistage uniquement basé sur les
performances estimées dans chaque espece (a partir des estimations réalisées dans la Partie 1) et une
surveillance basée sur les performances et les risques de séropositivité dans chaque type d’élevage
(sur a partir des estimations réalisées dans la Partie 2). Cette derniére approche tient compte du fait
gue la probabilité de séropositivité des troupeaux n’est pas la méme dans chaque type de production
et donc que les efforts nécessaires (c.-a-d. le nombre de tests a réaliser) pour démontrer le statut
séronégatif de I'élevage ne sont pas identiques.

Note : Comme pour évaluer les tests et les plans de dépistage, nous ne chercherons pas a déterminer
des plans de surveillance basés sur les conséquences, qui préconiseraient, par exemple, de maximiser
les efforts de surveillance dans les élevages ol les infections par C. burnetii ont potentiellement le plus
de conséquences d’un point de vue économique et de santé publique. Cela nécessiterait I'évaluation
des co(its et des conséquences de chaque situation diagnostique potentielle, ce qui dépasse le cadre
de ce travail.

157



111.L1.3 Méthode de calcul des indicateurs

Dans les deux situations envisagées, nous considérerons des plans de dépistage ou les élevages sont
considérés comme séropositifs a partir du moment ol un animal est testé positif par le test utilisé.
Inversement, les élevages sont considérés comme négatifs lorsque tous les individus testés sont
négatifs. Nous discuterons les avantages et inconvénients de ce type de plan de dépistage par rapport
a d’autres utilisant des regles de décision différentes.

Les indicateurs HSe, HSp et indice de Youden sont uniquement basés sur les performances des plans
de dépistage et ont été calculés a partir des résultats de la Partie 1 tandis que les indicateurs basés sur
les valeurs prédictives négatives (HVPN) ou les proportions d’élevages mal classés (faux positifs et faux
négatifs) tiennent compte a la fois des performances du plan et des risques de séropositivité des
élevages. lls ont été calculés a partir des résultats des Parties 1 et 2.

L'ensemble des calculs est réalisé selon la méthode présentée en Partie 3, pour une taille de troupeau
médiane dans chaque espéce (soit 50 femelles pares chez les bovins, 110 individus chez les caprins et
180 individus chez les ovins) et pour des nombres d’individus échantillonnés variant de 1 a 50 (taille
du troupeau) pour les bovins et de 1 a 100 pour les ovins et caprins.

Comme dans les parties précédentes, les intervalles de crédibilité de tous les indicateurs tiennent
compte a la fois de l'incertitude des parameétres du modele et de la variabilité des séroprévalences
intra- et inter-élevage. La prise en compte de la variabilité des séroprévalences permet d’obtenir une
estimation de la distribution des performances du plan de dépistage a I’échelle de I'ensemble des
élevages en tenant compte de la variabilité des situations épidémiologiques dans les dix départements
inclus dans la Partie 2 de la thése (par exemple dans des zones géographiques a séroprévalence inter-
élevage a basse ou élevée selon la distribution estimée dans chaque espece et types de production
dans la partie 2). Les estimations permettent donc d’avoir une estimation globale des indicateurs tout
en présentant leur variabilité potentielle. Néanmoins, la variation des valeurs de chaque indicateur
étant principalement due aux variations des valeurs des séroprévalences I’'examen du recoupent des
intervalles obtenus entre les différents tests utilisés, ne permet pas de dire qu’ils sont "équivalent" ou
« significativement » différents du point de vue de leurs performances. Les plans de dépistages réalisés
avec chaque test seront donc uniguement comparés de facon qualitative.

111.2. Détection des troupeaux réellement séropositifs et confirmation d’un statut séronégatif
ou «indemne» d’un élevage

111.2.1 Contexte, objectifs et indicateurs

Lors d’investigation de la source de cas humains groupés parmi les élevages de ruminants, un objectif
prioritaire du plan de dépistage sérologique est de ne pas omettre un élevage réellement séropositif.
Considérant I'imperfection des tests de dépistage, la stratégie est, dans un premier temps, de favoriser
la sensibilité au détriment de la spécificité des tests malgré la possibilité de considérer a tort comme
séropositifs des élevages réellement séronégatifs. Dans un second temps, les élevages identifiés
comme séropositifs sont ensuite testés par PCR, plus spécifique, ce qui permettra de confirmer ou
d’infirmer le statut identifié par le volet sérologique. A noter que le plan d’analyses par PCR nécessite
aussi d’étre bien cadré pour maximiser sa sensibilité et éviter de reclasser a tort certains élevages
comme négatifs (en incluant a la fois des recherches sur les animaux et dans I’'environnement).

La démonstration que |’élevage ciblé est réellement séronégatif peut étre souhaitée dans de
nombreuses situations. Par exemple, au moment du regroupement de plusieurs troupeaux de statuts
sérologiques inconnus (transhumances, foires et salons) ou lors de I'achat d’animaux pour éviter
d’introduire des animaux issus d’un troupeau infecté par C. burnetii.

La recherche du plan de dépistage optimal dans ces deux objectifs (détecter un élevage séropositif et
confirmer qu’un élevage est séronégatif) revient a I'optimisation des indicateurs HSe et HVPN (valeur
prédictive négative du plan), car cela revient a rechercher un plan qui permettent de tester positif un
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maximum d’élevages réellement positifs (HSe > 95 %) ou de chercher un plan qui s’assure que les
élevages non testés positifs (et donc testés négatifs) ont une probabilité élevée d’étre réellement
séronégatifs (HVPN supérieure a 95 %).

Dans la recherche du nombre optimal d’individus a tester, on distinguera deux nombres différents,
celui a partir duquel la médiane a posteriori de I'indicateur (HSe ou HVPN) devient supérieure a 95 %
et celui a partir duquel la borne inférieure de l'intervalle de crédibilité de l'indicateur devient
supérieure 95 %. Le nombre correspondant a la médiane de l'indicateur permet de garantir des
performances élevées du plan de dépistage dans la majorité des élevages (50 %) et celui a la borne
inférieure de l'intervalle de crédibilité garantit des performances élevées dans la quasi-totalité des
élevages (97,5 %).

111.2.2 Plan d’échantillonnage uniquement basé sur les performances

Méme si la majorité des troupeaux réellement séropositifs sont correctement identifiés par le plan de
dépistage a partir d’'un nombre d’individus testés relativement faible (3 caprins avec le test 3 a 17 ovins
avec le test 1), la borne inférieure de I'intervalle de crédibilité de la sensibilité du plan de dépistage ne
devient supérieure a 95 % qu’a partir d’'un plus grand nombre d’animaux testés (18 caprins avec le
test 3 a plus de 100 ovins avec le test 1) (Figure E-8,Tableau E-7).
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Figure E-8 : Estimation ponctuelle (médiane, en trait plein) et bande de crédibilité a 95 % (quantiles 2,5 et
97,5 %, en traits pointillés) de la sensibilité du plan de dépistage a I'échelle de I'élevage en fonction du nombre
d’individus testés dans chaque espéce et pour chaque test.

La ligne horizontale pleine, noire correspond a une sensibilité de 95 %. Le troupeau est considéré comme
séronégatif si aucun animal n’est testé positif. Les tests 1, 2 et 3 sont respectivement colorés en rouge, vert et
bleu et identifiés avec des points ronds, triangulaires et carrés.

Lorsque I'on cherche a garantir que la sensibilité du plan de dépistage a I'échelle du troupeau est
supérieure a 95 %, il faut donc tester un grand nombre d’individus dans I'élevage, ce qui reviendrait
théoriqguement dans certaines espéces, a tester plus d’animaux qu’il n’y en a dans I'élevage. Outre le
co(it économique important de tels plans de dépistage, leur spécificité sera basse si on teste beaucoup
d’animaux (par exemple, égale a 44 % [20 ; 70] lorsque 54 ovins sont testés avec le test 1 et 20 % [8 ;
39] lorsque 30 bovins sont testés avec le test 3). Ainsi, seule une faible proportion de troupeaux
réellement séronégatifs seront effectivement testés négatifs par le plan de dépistage et pourront
prétendre a un statut séronégatif.

Le test 3 est celui qui permet de limiter le nombre d’individus nécessaire pour garantir une sensibilité
du plan de dépistage supérieure a 95 %. Dans les élevages caprins, un nombre moins élevé d’individus
doit étre testé que dans les deux autres especes, car les tests sont plus sensibles et la séroprévalence
intra-élevage plus élevée dans cette espéce.
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Tableau E-7 : Nombre d’individus a prélever pour garantir une sensibilité supérieure a 95 % ou une valeur

prédictive négative >95 % du plan de dépistage.

Pour chaque test et chaque espéce, les nombres indiqués correspondent aux nombres d’individus testés négatifs
a partir desquels la borne inférieure de I'intervalle de crédibilité de la HSe ou de la VPN est supérieure a 95 %.

Test Test 1 Test 2 Test 3
Criteres de choix nge%? VPN > 95 % r;sse%> VPN > 95 % Hgsse[y: VPN > 95 %

S Allaitant 38 26 550 31 30 21
Laitier >50 >50 >50

Caprin Laitier 33 68 26 51 18 43
Allaitant >100 >100 >100

Ovin Laitier >100 >100 74 >100 54 91

Mixte >100 80 52

Pour garantir une Se supérieure a 95 % du plan de dépistage, il faut tester un grand nombre d’indi-
vidus dans les élevages de ruminants domestiques (18 a plus de 100 en fonction des espéces et des
tests).

Toutefois, la spécificité de tels plans de dépistage est basse et seule une faible proportion de trou-
peaux réellement séronégatifs seront effectivement testés négatifs.

A partir de 18 caprins, 30 bovins ou 54 ovins avec le test 3, la quasi-totalité des élevages réellement
séropositifs aura une probabilité supérieure a 95 % d’étre testée positive par le plan de dépistage.

I11.2.3 Plan d’échantillonnage basé sur les performances et les risques de séropositivité

Le calcul de la sensibilité du plan de dépistage envisagé permet de vérifier que les élevages séropositifs
sont bien testés positifs. Néanmoins, le choix d’un plan de dépistage basé uniquement sur
I'optimisation de la sensibilité ne garantit pas que la majorité des élevages testés négatifs sont
réellement séronégatifs.

La proportion d’élevages réellement séronégatifs parmi ceux testés négatifs correspond a la valeur
prédictive négative (HVPN) du plan de dépistage, qui est également calculée a partir de la
séroprévalence inter-élevage. Par exemple, un plan de dépistage réalisé dans une zone géographique
ou la quasi-totalité des élevages est réellement séropositive comprendra probablement une forte
proportion d’élevages réellement séropositifs parmi ceux testés négatifs, y compris avec un plan de
dépistage ayant une sensibilité élevée. Etant donné que dans la Partie 2, nous avons estimé les
séroprévalences inter-élevages pour chaque espece et chaque type de production, les VPP sont
également estimées pour chaque espece et chaque type de production.

A l'instar de la sensibilité du plan de dépistage, les HVPN augmentent avec le nombre d’individus testés
et les médianes des valeurs prédictives négatives deviennent supérieures a 95 % pour des nombres
relativement faibles d’individus testés (Figure E-9). Néanmoins, la borne inférieure de I'intervalle de
crédibilité a 95 % de la valeur prédictive négative ne devient supérieure a 95 % que pour des nombres
élevés d’individus testés allant de 21 individus testés avec le test 3 chez les bovins allaitants a plus de
100 avec le test 1 chez les ovins de tout type de production (Tableau E-7).

Par rapport aux indicateurs uniquement basés sur la performance du plan, lorsque I'on tient compte
des séroprévalences inter-élevages pour définir le nombre d’individus a tester de facon a limiter la
proportion d’élevages séropositifs parmi ceux testés négatifs, alors le nombre d’individus a tester est
plus grand dans les types de production (ou especes) ou la séroprévalence inter-élevage peut étre
élevée (caprin, ovin et bovin laitier) et, il est plus petit dans les types de production (ou espéeces) ou la
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séroprévalence inter-élevage est plus faible (bovin allaitant). Ainsi, dans les départements ou espéces
ou la séroprévalence inter-élevage est plus faible, on pourra tester moins d’individus pour garantir que
les élevages testés négatifs ont une probabilité d’étre réellement séronégatifs supérieur a 95 %.

Chez les bovins laitiers et les ovins allaitants, aucun des nombres d’individus a tester considérés ne
permet de garantir une valeur prédictive négative du plan de dépistage supérieure a 95 %. Dans ces
especes et types de production, quels que soient le test utilisé et le nombre d’individus testés, il n’est
pas possible de démontrer que les troupeaux testés négatifs ont une probabilité supérieure a 95 %
d’étre réellement séronégatifs.
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Figure E-9 : Estimation ponctuelle (médiane, en point et trait plein) et bande de crédibilité a 95 % (quantile 2,5
et 97,5 %, en traits pointillés) de la valeur prédictive négative du plan (HVPN) de dépistage a I’échelle de
I’élevage en fonction du nombre d’individus testés de I'espéce et du type de production.

La ligne horizontale pleine, noire correspond a une HVPN de 95 %. Le troupeau est considéré comme séronégatif
si aucun animal n’est testé positif. Les tests 1, 2 et 3 sont respectivement colorés en rouge, vert et bleu et
identifiés avec des points ronds, triangulaires et carrés
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Lorsque le risque de séropositivité des élevages ciblés est élevé (comme les élevages caprins), pour
confirmer un statut négatif avec une HVPN >95%, les plans de dépistage basés sur les performances
et le risque nécessitent le prélevement d’un plus grand nombre d’individus que les plans basés uni-
quement sur les performances.

A l'inverse, en cas de risque de séropositivité faible (comme dans les élevages bovins allaitants),
moins d’individus sont nécessaires pour garantir que le troupeau est séronégatif.

Dans la situation épidémiologique en France métropolitaine, méme si I'intégralité des 50 bovins lai-
tiers ou 100 ovins allaitants prélevés sont testés négatifs, il n’est pas possible d’affirmer, avec une
probabilité supérieure a 95 %, que le troupeau est réellement séronégatif.

Pour un méme nombre d’individus prélevés, les plans de dépistage utilisant le test 3 ont les HSe et
HVPN les plus hautes. Le test 3 est donc celui qui nécessite de prélever le moins d’individus pour
maintenir une HSe>95 % et une HVPN supérieures a 95 %.

En prélevant un nombre important d’individus, la HSp du plan de dépistage diminue et seule une
faible proportion de troupeaux réellement séronégatifs seront effectivement testés négatifs par le
plan de dépistage.

111.2.4 Autres plans de dépistage envisageables pour certifier un statut indemne d’un élevage

La principale limite des plans de dépistage que nous avons évalués pour démontrer que I'élevage testé
est réellement séronégatif (avec une probabilité supérieure a 95 %) ou pour détecter plus de 95 % des
troupeaux réellement séropositifs, est qu’ils nécessitent de tester un grand nombre d’individus (parfois
plus que d’individus présents dans I'élevage). Ce type de plan de dépistage a une spécificité faible, car
la probabilité d’obtenir un résultat négatif sur I'intégralité des individus testés lorsqu’un grand nombre
d’individus sont testés est faible, quel que soit le test, y compris dans un élevage entierement
séronégatif.

Pour améliorer la spécificité a I’échelle de I'élevage, il faudrait tester moins d’individus ou considérer
les élevages comme positifs des que deux ou trois individus sont testés positifs. Néanmoins, cela
entrainera une baisse de la sensibilité du plan de dépistage et donc une baisse de sa valeur prédictive
négative, ce qui ne permettrait ni de détecter tous les élevages réellement séropositifs ni de conclure
sur le statut réellement séronégatif des élevages testés négatifs.

Il apparait donc complexe, voire impossible (dans certaines espéces), de déterminer un plan de
dépistage permettant de certifier le statut séronégatif d’'un élevage en se basant uniquement sur des
sérologies individuelles réalisées a un instant donné avec un seul test. Parmi les pistes de réflexion
possibles, il pourrait étre envisagé de réaliser des plans de dépistage de facon répétée dans le temps,
par exemple annuellement comme pour la prophylaxie de dépistage de I'IBR chez les bovins en France.
Il serait alors possible de tenir compte de I'intégralité des séries de résultats obtenus dans I'élevage au
cours du temps pour aboutir a une probabilité de séropositivité de I'élevage a I'issue du dernier plan
de dépistage réalisé. Le modele STOC free est d’ailleurs en cours de développement pour réaliser ce
type d’analyse (Madouasse et al., 2021).

A ce jour, le modeéle STOC free prend en compte la dépendance des résultats entre les différents temps
de prélévements en modélisant les statuts des élevages a chaque temps. Cependant, ce modele ne
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prend pas en compte la dépendance conditionnelle vis-a-vis du statut de I’élevage entre les résultats
répétés dans le temps sur les mémes individus ou élevages. Pour le dépistage des infections a C.
burnetii, cette non-prise en compte de la dépendance conditionnelle risque d’étre problématique, en
particulier dans les élevages de bovins séronégatifs. En effet, dans cette espece, les trois tests ELISA
sont dépendants conditionnellement au statut vis-a-vis de la maladie (Cf. Partie 1 de la these), cela
devrait logiquement entrainer également une dépendance conditionnelle des mesures répétées avec
un méme test. Par exemple, si un bovin est faussement positif avec un des tests en raison de réactions
sérologiques croisées du fait de la présence d’anticorps dirigés, par exemple, contre des bactéries
Coxiella-like, il est probable que ces anticorps persistent dans le temps et qu’ils soient également
faussement positifs lors des tests successifs. La prise en compte de la dépendance conditionnelle de
mesures répétées dans le temps a, a notre connaissance, été implémentée dans peu d’études et
constitue un risque de biais potentiel de ce type de plan de dépistage (Engel et al., 2010; Wang and
Hanson, 2019).

Une autre piste pour construire des plans de dépistage ayant pour objectif de certifier le statut
séronégatif d'un élevage serait I'usage simultané de plusieurs méthodes diagnostiques, en combinant
les résultats de plusieurs tests sérologiques, ou en utilisant des tests de mise en évidence directe de
I’ADN de la bactérie sur les animaux ou dans I'élevage comme les PCR sur lait de tank (Boarbi et al.,
2014; Muskens et al., 2011; van den Brom et al., 2015a) ou sur poussiéere (Carrié et al., 2019; Joulié et
al., 2015; Nusinovici et al., 2015; Rousset et al., 2020).

Néanmoins, l'information supplémentaire apportée par l'usage simultané de plusieurs tests
sérologiques dans I'élevage risque d’étre limitée en raison de la dépendance conditionnelle élevée
entre les trois tests chez les individus séropositifs. Quant aux méthodes de mise en évidence directe a
I’échelle de I'élevage, leurs performances diagnostiques n’ont été évaluées, a notre connaissance, que
dans une étude pour une méthode PCR sur lait de tank ou sur poussiere chez les bovins laitiers
(Nusinovici et al., 2015). Leurs dépendances conditionnelles entre elles ou avec les tests sérologiques
n’ont pas été évaluées a notre connaissance dans un contexte de surveillance épidémiologique des
infections par C. burnetii a I'échelle de I'élevage, ce qui limite leur préconisation dans ce contexte.

En I'état actuel, pour vérifier si un élevage est réellement séronégatif, I'idéal serait de tester
I'intégralité du troupeau avec I'un des tests sérologiques et d’interpréter les résultats du plan de
dépistage a l'aide de I'application Shinycox développée dans la Partie 3 de la theése pour obtenir la
probabilité de séropositivité du troupeau. Par exemple, pour le cas du troupeau bovin allaitant
présenté dans la Partie 3, a l'issue de I'analyse des 149 échantillons de sérum issus des bovins de
I’élevage, la probabilité de séropositivité du troupeau a été estimée a 0 avec un intervalle de confiance
a 95% de [0 ; 0,15], malgré le fait que 5 individus ont été testés positifs parmi les 149. Le co(t
économique de ce type de plan de dépistage est élevé et ne pourra étre réalisé que dans des situations
particuliéres ou la certification du statut négatif de I'élevage est un enjeu important.

111.3. Evaluation du statut d’un élevage

Si I'objectif du plan de dépistage est d’évaluer le statut d’un élevage (et non de démontrer qu’il est
séronégatif ou de détecter un maximum d’élevages réellement séropositifs), il est préférable
d’effectuer un compromis entre un plan de dépistage a HSe élevée et HSp faible (qui a une valeur
prédictive négative élevée) et un plan de dépistage a HSe faible et HSp élevée (qui a une valeur
prédictive positive élevée).

Dans un premier temps, nous estimerons le nombre d’individus optimal a tester pour maximiser
I'indice de Youden. Puis nous estimerons le nombre d’individus optimal a tester pour minimiser la
proportion d’élevages mal classés en prenant en compte la séroprévalence inter-élevage dans chaque
espece et type de production.
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111.3.1 Plan d’échantillonnage uniquement basé sur les performances

Lorsque peu d’animaux sont testés dans I'élevage, la spécificité du plan de dépistage est élevée, mais
sa sensibilité est faible. Plus on augmente le nombre d’individus testés, plus la sensibilité augmente,
mais plus la spécificité diminue. Lorsque la HSe augmente plus fortement que la HSp ne diminue, leur
somme augmente, mais des que la HSe augmente moins fortement que la HSp ne diminue alors leur
somme diminue (Figure E-10). L'indice de Youden atteint donc généralement un maximum que l'on
considéra comme le plan de dépistage optimal (sans prendre en compte la séroprévalence inter-

élevage).
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Figure E-10 : Indice de Youden (somme des Se et Sp) du plan de dépistage a I'échelle de I’élevage en fonction du
nombre d’individus testés dans chaque espéce et pour chaque test.
Estimations ponctuelles (médiane, en point et trait plein) et bandes de crédibilité a 95 % (quantile 2,5 et 97,5 %,
en traits pointillés). Le troupeau est considéré comme séropositif si au moins un animal est testé positif. Les
tests 1, 2 et 3 sont respectivement colorés en rouge, vert et bleu.

La médiane a posteriori du nombre d’individus prélevés maximisant 'indice de Youden varie de
3 caprins testés avec le test 3 a 18 ovins testés avec le test 1. Quelle que soit I'espéce, le test 3 est celui
dont I'indice de Youden maximal est atteint pour le moindre effectif d’individus testés. Néanmoins,
I'indice de Youden maximal avec le test 3 est inférieur a I'indice de Youden maximal du plan de
dépistage optimal avec le test 2 chez les bovins et avec le test 2 ou le test 1 chez les caprins.

Ces résultats sont cohérents avec les Se et Sp des tests a I’échelle individuelle :

- Lestests 1 et 2 sont moins sensibles, mais plus spécifiques. On peut donc tester plus d’animaux
pour maximiser la probabilité de détecter les positifs sans trop augmenter le risque d’obtenir
des résultats faux positifs et donc de considérer a tort le troupeau comme séropositif.

- Letest 3 est le plus sensible, mais le moins spécifique. Il n’est donc pas nécessaire d’échantil-
lonner beaucoup d’animaux pour identifier des individus séropositifs dans un élevage réelle-
ment séropositif alors que le risque d’identifier a tort un animal comme positif dans un élevage
réellement séronégatif augmente fortement avec le nombre d’individus testés.

Tout comme pour les sensibilités du plan de dépistage (Figure E-8), I'intervalle de crédibilité de I'indice
de Youden est large (Figure E-10) de méme que l'intervalle de crédibilité du nombre d’individus
maximisant l'indice de Youden (Tableau E-8). Les médianes ne permettent pas d’illustrer la diversité
des contextes épidémiologiques. Ainsi, dans les élevages a faible séroprévalence intra-élevage, dans
lesquels la Se du plan de dépistage est plus faible, il pourrait étre intéressant de tester plus d’individus
pour augmenter la Se et les performances globales du plan de dépistage.
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Tableau E-8 : Médiane et intervalle de crédibilité a 95 % du nombre d’individus optimal a prélever pour évaluer
le statut de I'élevage.

Soit en maximisant I'indice de Youden, soit pour minimisant le taux d’élevages mal classés, avec chaque test et

dans chaque espéce. L'élevage est considéré comme positif si au moins un individu est testé positif parmi ceux

prélevés.
Test ELISA Test 1 Test 2 Test 3
Indice Taux Indice Taux Indice Taux

Critére de choix de d’élevages de d’élevages de d’élevages
Youden mal classés Youden mal classés Youden mal classés

Bovin Allaitant 6 1[1;12] 8 1[1; 18] 4 1[1;9]

Laitier | [3;17] 6[1;35] [4;26] 9[1; 48] [2;14] 411;27]

Caprin | Laitier 5 ;829] 7[1;39] 3 ’_624] 5[1;27] 2 ;311] 3[1;18]

Allaitant 18 13 [1; 100] 1 8 [1;100] 8 5[1;87]

Ovin Laitier [9 : 69] 11 [1;100] (6 : 39] 7 [1;95] [3;33] 4[1;63]

Mixte 11[1; 91] 7[1;63] 4[1;41]

Si on cherche uniquement a évaluer le statut du troupeau et que I’on considére I'élevage comme
séropositif a partir du moment ol un individu est testé positif, le plan de dépistage optimal pour
maximiser I'indice de Youden revient a prélever :

6 bovins, 8 caprins ou 18 ovins avec le test 1;

4 bovins, 3 caprins ou 8 ovins avec le test 3;

8 bovins, 6 caprins ou 11 ovins avec le test 2.

Le test 3 est celui qui permet de tester I’effectif le plus faible, mais I'indice de Youden maximal cor-
respondant est moins élevé que celui estimé pour le test 2 chez les bovins et les tests 1 et 2 chez les
caprins.

Dans certaines situations, notamment dans les élevages a séroprévalence intra-élevage faible, il
pourrait étre intéressant de tester plus d’individus pour obtenir un meilleur compromis entre les Se
et Sp du plan de dépistage.

111.3.2 Plan d’échantillonnage basé sur les performances et les risques de séropositivité

L'indice de Youden permet de déterminer le plan de dépistage qui présente les meilleures Se et Sp.
Cependant, il ne tient pas compte de la séroprévalence attendue et ne permet généralement pas de
s’assurer que le nombre d’élevages mal classés sera le plus bas possible. Par exemple, dans un contexte
ou peu d’élevages sont séropositifs, il sera plus intéressant de favoriser un plan de dépistage ayant une
bonne spécificité pour limiter le nombre d’élevages réellement séronégatifs mal classés.

Pour évaluer les plans de dépistage qui minimisent la proportion d’élevages mal classés, nous avons
pris en compte les distributions des séroprévalences inter-élevages estimées, pour chaque espece et
chaque type de production, dans la Partie 2.

Le nombre d’individus médian minimisant le taux d’élevages mal classés varie d’un individu avec le
test 3 chez les bovins allaitants a 13 individus chez les ovins allaitants (Tableau E-8). Méme en testant
un nombre optimal d’individus, le taux d’élevages mal classés reste relativement élevé, quels que
soient le test, I'espece et le type de production, variant de 6,2 % en testant 1 animal chez les bovins
allaitants avec le test 2 a 16,8 % en testant 4 animaux chez les bovins laitiers avec le test 3 (Figure
E-11).
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Figure E-11 : Taux d’élevages mal classés par plan de dépistage a I'échelle de I'élevage en fonction du nombre
d’individus testés dans chaque espéce et pour chaque test.
Estimations ponctuelles (médiane, en point et trait plein) et bandes de crédibilité a 95 % (quantile 2,5 et 97,5 %,
en traits pointillés). Le troupeau est considéré comme séropositif si au moins un animal est testé positif. Les
tests 1, 2 et 3 sont respectivement colorés en rouge, vert et bleu.

Le nombre optimal d’individus a tester, estimé en minimisant les proportions d’élevages mal classés
avec chaque test est inférieur a celui estimé en maximisant I'indice de Youden. Ce résultat est lié au
fait que la médiane des séroprévalences inter-élevages de I'ensemble des types d’élevages de
ruminants frangais est inférieure a 50 %. Cela favorise donc des plans d’échantillonnage plus
spécifiques que ceux choisis en minimisant I'indice de Youden.

Dans tous les espéces et types de production, le test 3 est celui qui permet de maximiser le taux
d’élevages mal classés avec le moindre effectif. Néanmoins, le fait d’utiliser le test 3 entraine
également un taux d’élevages mal classés plus élevé qu’avec les deux autres tests. Les plans de
dépistage qui présentent les proportions d’élevages mal classés les plus bas sont ceux utilisant le test 1
chez les caprins et ovins et le test 2 chez les bovins. Ces deux tests sont les plus spécifiques et ils
permettent de tester un nombre optimal d’individus a prélever plus élevés.

Quel que soit le nombre d’individus prélevés, I'intervalle de crédibilité a 95 % du taux d’élevages mal
classés est large, car il est calculé en prenant en compte la variabilité des séroprévalences inter- et
intra-élevages. En conséquence, l'intervalle de crédibilité du nombre d’individus testés minimisant le
taux d’élevages mal classés est également large allant jusqu’a l'intervalle [1 ; 100] chez les ovins
allaitants (Tableau E-8). Dans des territoires oU la séroprévalence inter-élevage attendue est élevée, il
est plus intéressant de tester plus d’individus pour augmenter la sensibilité du plan de dépistage et
limiter le taux d’élevages faussement négatifs. Inversement, dans les territoires ol la séroprévalence
inter-élevage est basse, il vaut mieux tester moins d’individus pour augmenter la spécificité du plan de
dépistage et limiter le taux d’élevages faussement positifs.

Pour limiter a la fois la valeur du taux d’élevages mal classés et I'incertitude autour de son estimation
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médiane, il faudrait envisager d’autres regles de décision comme le fait de considérer I'élevage comme
séropositif a partir de plus d’un individu testé positif. Cela permettra d’augmenter le nombre
d’individus testés sans diminuer la spécificité du plan de dépistage, car la présence d'un unique
individu faussement positif n’entraine pas la qualification de I'élevage comme positif a tort s'il est
réellement séronégatif. Le fait de tester plus d’individus en changeant la regle de décision utilisée pour
classer les élevages en positif ou négatif permettrait de mieux discriminer les élevages réellement
séropositifs et séronégatifs.

Lorsque I’'on tient compte de la séroprévalence inter-élevage pour déterminer le nombre d’individus
a tester optimal en minimisant le taux d’élevages mal classés, le nombre d’individus optimal est plus
faible que celui déterminé en maximisant I'indice de Youden.

Le test 3 permet de maximiser le taux d’élevages mal classés avec le moindre effectif, mais c’est
également celui qui présente les taux d’élevages mal classés les plus élevés.

Les plans de dépistage qui présentent les taux d’élevages mal classés les plus bas chez les caprins et
ovins sont ceux utilisant le test 1 et ceux utilisant le test 2 chez les bovins.

Avec ces plans de dépistage, les taux d’erreurs restent relativement élevés et compris entre 6,6 et
16,8 % d’élevages mal classés en fonction des tests et des espéces.

Dans certains contextes épidémiologiques, le nombre d’individus optimal a tester pourrait étre
abaissé ou augmenté pour minimiser prioritairement soit le taux d’élevages faussement positifs
dans les zones a faibles séroprévalences inter-élevages, soit le taux d’élevages faussement négatifs
dans les zones a fortes séroprévalences.

L’utilisation de regles de décision différentes (par exemple, élevage séropositif a la suite du plan de
dépistage si plus de deux individus sont testés positifs) permettrait de tester plus d’individus sans
diminuer la spécificité du plan de dépistage ce qui limiterait le taux d’élevages mal classés et son
incertitude.

111.3.3 Limites des plans de dépistage optimaux préconisés pour évaluer le statut d’'un élevage

Les plans de dépistage préconisés dans cette partie permettent d’évaluer le statut sérologique du
troupeau de fagon optimal en minimisant le nombre d’individus testés. lls sont optimaux pour détecter
la présence ou I'absence d’individus séropositifs dans I'élevage cependant, ils ne sont pas suffisants ni
pour évaluer la séroprévalence intra-élevage ni pour dater I'ancienneté de I'exposition a C. burnetii
dans I’élevage.

Pour évaluer ces deux informations, il est préconisé de tester plus d’animaux dans I'élevage et de les
répartir sur plusieurs classes d’age. En effet, la présence d’individus séropositifs parmi les jeunes
(primipare) indique une circulation récente de la bactérie. A I'inverse, si uniquement les individus agés
sont séropositifs, alors la circulation est plus ancienne. Cette approche revient a évaluer le statut
sérologique de sous-groupes correspondant aux individus de chaque classe d’age de I'élevage
(primipares, femelles de 2-4 ans et de plus de 4 ans). Cette problématique peut étre traitée de facon
similaire a I’évaluation du statut de I'élevage, mis a part que la séroprévalence inter-élevage n’a plus
de sens a l'échelle des sous-groupes de I'élevage. Ainsi, pour optimiser I'évaluation du statut
sérologique de chaque classe d’age, il faut se baser sur les performances des tests uniquement et se
rapporter aux nombres d’individus maximisant I'indice de Youden (Tableau E-8). Cela reviendrait, par
exemple a prélever 4 bovins, 3 caprins ou 8 ovins par classe d’age avec le test 3.
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Enfin, quel que soit le plan de dépistage prévu, le fait de fixer a I'avance la regle de décision utilisée
pour classer les élevages en positif ou négatif entraine la plupart du temps une perte d’information.
Par exemple, avec une regle de décision selon laquelle I'élevage est défini séropositif a partir d’un
animal testé positif, la valeur prédictive positive sera en réalité plus élevée si plusieurs animaux (et
non un seul) ont été testés positifs. Pour un méme plan de dépistage, deux élevages testés positifs
auront potentiellement des probabilités de séropositivité différentes en fonction du nombre
d’individus effectivement testés positifs dans chaque élevage. Les préconisations réalisées permettent
donc de choisir le nombre d’individus optimal a tester en fonction des objectifs, du test et de I'espece,
mais elles ne permettent pas d’interpréter finement les résultats obtenus. Pour ce faire, il faut calculer
les probabilités de séropositivité correspondant exactement aux résultats obtenus.

IV.  Perspectives

Ces travaux soulevent de nombreuses perspectives d’utilisation pratique des tests ELISA ou de
recherche sur le diagnostic des infections par C. burnetii. Nous détaillerons dans un premier temps les
perspectives liées a 'utilisation des résultats obtenus :

- Pourinterpréter les résultats des tests grace a I'application « Shinycox » ;
- Pour harmoniser I'information apportée par les différents tests ELISA ;

- Pour étudier I'intérét de différents plans de dépistage pouvant étre mis en ceuvre dans le cadre
de programme de surveillance des infections par C. burnetii.

Nous aborderons ensuite les perspectives d’utilisation de la sérotheque KitEval 4500, soit pour
améliorer I'évaluation des tests sérologiques actuellement commercialisés, soit pour évaluer de
nouveaux tests sérologiques. Enfin, nous aborderons des perspectives plus larges d’utilisation des
modeles a classes latentes pour évaluer d’autres tests des infections par C. burnetii chez les ruminants
domestiques ou dans d’autres especes (Figure E-12).

Perspectives

Des résultats . . R De la méthodologie
. Des données de la sérothéques , .
acquis développée
L(J(tlsl;:?ltlggxd: o o Pour les 3 tests ELISA
Sminycox Harmonisation | | Interprétation Dans un contexte
Harmonisation de des résultats quantitative abortif
Iinformation des testsELISA || des résultats Pour d'autres espéces
apportée par les Intéréts des tests Pour évaluer un statut
tests ELISA Limites infectieux
Contributiona Vﬁ:: :;:SE:; , . Pour évaluer
I'évaluation de pT IEvaIuatlon d’autres tests des
programme de plus spécifiques d’autres tests infectionsa C.
surveillance ELISA burnetii

Figure E-12 : Perspectives réalisables a partir des résultats déja obtenus, des sérums et données collectées par le
LNR et de la méthodologie développée dans le cadre de cette theése.
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IV.1. Perspective d’utilisation de la méthodologie de prise en compte de I'incertitude diagnos-
tique des tests ELISA

Que ce soit pour estimer les probabilités de séropositivités ou les séroprévalences des infections par
C. burnetii, la prise en compte de l'incertitude diagnostique nous semble essentielle pour obtenir une
information plus juste du statut sérologique des individus ou des troupeaux vis-a-vis de C. burnetii ou
du niveau de présence de C. burnetii dans une zone donnée.

IV.1.1 Interprétation des résultats d’un plan de dépistage

Les méthodes pour prendre en compte cette incertitude diagnostique sont relativement complexes a
implémenter, en particulier si I'on veut a la fois tenir compte de l'incertitude des paramétres estimés
(Se et Sp) et de la variabilité des séroprévalences inter- et intra-élevages. La mise a disposition de cette
méthodologie au plus prés des utilisateurs des tests ELISA sous la forme d’une application web Shiny
nous parait étre une bonne facon de la rendre accessible et utilisable par le plus grand nombre. A ce
jour, I'application Shinycox est encore en cours de développement et des réunions de présentations
de I'application avec les acteurs de terrains (vétérinaires, gestionnaires et laboratoire vétérinaires)
doivent étre réalisées pour préciser les attentes des utilisateurs. L'objectif de ces réunions est de
recenser les contextes dans lesquels I'application pourrait étre utilisée afin de répondre au mieux aux
guestions posées par les acteurs. Nous visons également I'amélioration de I'interface utilisateur pour
faciliter la prise en main de l'outil.

Une des questions attendues de la part des utilisateurs de I'application concerne la fagon d’interpréter
les probabilités de séropositivités et leurs intervalles de crédibilités.
- A partir de quelle probabilité doit-on considérer I'individu ou I'élevage testé comme réelle-
ment séropositif ?
- Quedire d’une estimation ponctuelle correspondant a une forte probabilité de séropositivité,
mais associée a un intervalle de crédibilité a 95 % large ?

Le choix du seuil a partir duguel on peut considérer l'individu ou I'élevage comme séropositif devrait
idéalement étre réfléchi au cas par cas en fonction des conséquences du classement de I'animal. Les
décisions prises selon le résultat d’un test et son interprétation (i.e., vrai positif, faux positif, vrai
négatif, faux négatif) impliquent des conséquences financieres variables dont I'estimation est
rarement accessible. Toutefois, il est relativement simple de calculer le bénéfice- risque de la situation
diagnostique a partir des probabilités de séropositivité et de prendre la décision médicale qui minimise
les colits ou maximise les bénéfices attendus (Grenier, 1993). Ce type d’approche a été utilisé dans de
nombreux contextes comme par exemple I'évaluation ou l'optimisation des programmes de
surveillance la tuberculose bovine (Guétin-Poirier et al., 2020; Poirier et al.,, 2019), de la fiévre
catarrhale ovine (Riegg et al., 2018) ou de la paratuberculose (More et al., 2015). L'identification des
contextes d’utilisation de I'application permettra dans tous les cas de mieux aiguiller I'interprétation
des probabilités de séropositivité.

Si I'obtention d’intervalle de crédibilité large ou d’une probabilité de séropositivité médiane proche de
50 % complique la prise de décision médicale, elle ne remet pas en cause I'intérét de I'application qui
fournira, a I'utilisateur une estimation de I'information réellement apportée par son plan de dépistage.
De plus, cette problématique de I'interprétation des probabilités ou de la prise de décision suite a un
intervalle de crédibilité large est surtout présente pour les élevages séronégatifs, qui sont difficilement
distinguables des élevages a faible séroprévalence intra-élevage. Dans les élevages séropositifs dont la
séroprévalence est modérée ou élevée, la proportion d’individus testés positifs sera élevée. Leurs
probabilités de séropositivité seront également élevées avec un intervalle de crédibilité étroit et leur
classement en tant que vrai positif sera aisé pour I'utilisateur.
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La prise en compte de lI'incertitude diagnostique est essentielle pour obtenir une information plus
fiable a partir des résultats d’un plan de dépistage sérologique des infections par C. burnetii.

La mise a disposition de la méthodologie sous la forme d’une application Shiny permettra un trans-
fert des connaissances vers les utilisateurs des tests sérologiques.

La sollicitation des futurs utilisateurs de I'application permettra de faire évoluer I'outil selon leurs
attentes, en particulier I'interprétation des probabilités de séropositivité calculées.

IV.1.2 Utilisation de la méthodologie dans le cadre de la surveillance

A plus large échelle, la méthodologie développée pourrait également permettre d’harmoniser
I'information apportée par les différents plans de dépistage sérologique réalisés pour des espéces et
avec des tests différents. Quel que soit le test utilisé, la prise en compte des Se et Sp dans 'espece
testée permettrait de transformer les résultats bruts en probabilité de séropositivité et les
séroprévalences apparentes en séroprévalences réelles.

Cette harmonisation de I'information mesurée par les tests favoriserait la comparabilité des résultats
issus d’études épidémiologiques différentes, ou de plans de surveillance sérologique réalisés dans des
zones géographiques différentes avec des tests différents. Cependant, pour I'instant, cela nécessite de
supposer que les Se et Sp des différents tests sont similaires dans les différentes zones géographiques
considérées, ce qui ne semble pas étre le cas dans les différents départements francais chez les bovins
pour le test 1. Pour le calcul des probabilités de séropositivité, cela nécessite également de disposer
d’estimation préalable des séroprévalences inter et intra-élevages dans les différentes zones
géographiques et les différents types de production considérés.

Les estimations des Se et Sp des tests ELISA et des plans de dépistage utilisant ces tests ainsi que des
valeurs prédictives associées pourraient étre utilisées pour évaluer les performances des plans dans le
cadre de programmes de surveillance existant ou a venir. Cette évaluation des plans de dépistage
pourrait étre ajoutée ou intégrée au sein d’outils d’évaluation globaux comme RISKSUR (Peyre et al.,
2019) ou OASIS (Hendrikx et al., 2011).

Néanmaoins, les tests sérologiques ELISA sur sérums ne sont pas les seuls a étre utilisés pour dépister
les infections par C. burnetii. Par exemple, depuis 2009, les Pays-Bas et la Belgique ont mis en place un
programme de surveillance des infections par C. burnetii basé sur la recherche d’ADN par PCR sur lait
de tank dans les élevages caprins et ovins laitiers (Boarbi et al., 2014; van den Brom et al., 2015). Pour
évaluer les performances de plans de dépistage combinant (ou non) les différentes méthodes
utilisables (ELISA sur sérum et lait de tank, PCR individuelle, sur lait de tank ou sur poussiéres), il
faudrait disposer d’estimation des sensibilité et spécificité de chague méthode pour diagnostiquer un
méme statut a I'échelle de I'élevage (par exemple présence d’individus infectés par C. burnetii dans
I'élevage).

L'obtention des telles Se et Sp est complexe, car chague méthode mesure un statut vis-a-vis des
infections par C. burnetii qui lui est propre. Dans notre étude, les Se et Sp estimées pour les trois tests
ELISA correspondent a la détection des individus séropositifs ou séronégatifs et pas des individus
infectés ou non. De méme, les Se et Sp estimées pour la PCR lait de tank chez les bovins laitiers
correspondent a la présence (ou non) d’individus excréteurs dans le lait parmi les femelles en lactation
(Nusinovici et al., 2015).

L’évaluation simultanée des performances diagnostiques des différentes méthodes utilisables pour
réaliser un diagnostic ou un dépistage des infections par C. burnetii a I'échelle du troupeau dans un
modele a classes latentes prenant en compte les dépendances conditionnelles entre les différents tests
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est un préalable indispensable a I'évaluation des performances des différents plans de surveillance des
infections par C. burnetii. Avec la récente entrée en application de la loi de santé animal, ce type
d’études nous parait prioritaire.

L’harmonisation des résultats des plans de dépistage en probabilité de séropositivité et séropréva-
lence réelle rend les résultats issus de différentes études comparables. Sa mise en ceuvre nécessite
néanmoins des études complémentaires pour vérifier ’homogénéité des Se et Sp des tests ELISA
dans les différentes zones géographiques et pour évaluer les performances des autres méthodes
diagnostiques utilisées.

La méthodologie développée ici pourrait étre utilisée dans des démarches d’évaluation globale des
performances d’un programme de surveillances des infections par C. burnetii basé sur les tests
ELISA.

Des études visant a évaluer de fagon simultanée les Se et Sp des différentes méthodes diagnostiques
a I’échelle du troupeau sont indispensables et prioritaires pour évaluer les performances des diffé-
rents programmes de surveillances des infections par C. burnetii

IV.2. Perspectives d’harmonisation des trois tests ELISA

Dans les parties précédentes, nous avons tenté de mettre en exergue les avantages et inconvénients
de chaque test pour chaque espéce. Nous allons discuter ici de perspectives possibles en vue
d’harmoniser les trois tests.

IV.2.1 Intérét d’'une harmonisation des tests ELISA commercialisés

Nous avons montré dans la partie 1 que les Se et Sp sont différentes entre les trois tests et que les Se
et Sp ne sont pas identiques pour un méme test dans chaque espece de ruminants domestiques.
Théoriquement, cela pourrait aboutir a I'utilisation de plusieurs tests différents dans chaque
laboratoire, pour choisir le test ELISA qui correspond le mieux a I'espéece ciblée ou aux objectifs du plan
de dépistage mis en place. Pourtant, actuellement, les trois tests ELISA sont utilisés indifféremment
par les laboratoires vétérinaires, quels que soient I'espéece et I'objectif de réalisation du dépistage, et
chaque laboratoire n’utilise en général qu’un seul test, qui n’est pas forcément le méme que celui
utilisé par le laboratoire vétérinaire voisin.

L'analyse d’'un méme échantillon par plusieurs laboratoires utilisant chacun un test ELISA différent
peut entrainer des résultats différents. Il en résulte, de fait, un risque d’incohérences dans les résultats
avec des effets a diverses échelles possibles. Par exemple, un élevage réalisant des tests dans deux
laboratoires différents pourra obtenir des résultats différents. Cela peut également entrainer
I'observation d’un effet département ou région artéfactuel, car les séroprévalences apparentes
mesurées par les proportions d’individus ou d’élevages testés positifs dans deux laboratoires différents
ne sont pas comparables s’ils utilisent des tests différents.

De plus, si les trois tests ont des performances différentes, la mise en place d’une procédure commune
aux trois tests pour l'utilisation normalisée (SOP) et le contrble des réactifs (calibrations des lots,
vérifications du maintien des performances au cours du temps...) est complexe, voire impossible. Par
exemple, actuellement, le LNR prépare des étalons a des dilutions différentes pour chacun des trois
kits ELISA (par exemple, le niveau au-dessus du seuil de positivité est un MR pur pour le test 1, dilué
au % pour le test 2 et dilué au % pour le test 3). Il prépare aussi des EILAs avec des résultats attendus
propres a chaque test pour un méme panel de sérums. Avec des tests harmonisés, ces étalons
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pourraient étre similaires pour les trois kits. Les résultats attendus des EILAs seraient identiques, quel
gue soit le test choisi par le laboratoire participant. Le LNR pourrait également créer un matériel de
référence de détectabilité commun pour les trois kits qui pourrait étre utilisé pour évaluer la sensibilité
analytique de chaque test dans chaque laboratoire et celle de nouveaux tests sérologiques non
commercialisés a ce jour.

Il est donc souhaitable d’harmoniser les performances diagnostiques des différents tests ELISA
commercialisés, pour qu’ils puissent étre utilisés de fagon interchangeable et controlés de la méme
facon par les utilisateurs des kits. L’harmonisation des tests sérologiques apporterait une meilleure
compréhension des données produites en limitant les résultats discordants et en offrant une
comparabilité au sein d’un réseau de laboratoires, une organisation clef pour tout programme national
de surveillance.

IV.2.2 Leviers d’action pour une harmonisation

Les différences de sensibilités et de spécificités des trois tests peuvent étre dues a plusieurs éléments
liés notamment a la nature des réactifs entrants dans la composition des tests et au seuil de positivité
fixé par le constructeur. Ainsi, les antigénes, sur lesquels se fixent les immunoglobulines (lIg)
éventuellement présentes dans le sérum, sont produits a partir de souches de bactéries différentes.
Le conjugué, utilisé pour révéler la présence d’lgG fixé sur les antigénes, est également différent pour
un des trois tests. Ces différences de composition des tests peuvent avoir un impact sur I'affinité entre
le conjugué, les IgG a détecter et les antigenes (en fonction de la proximité génétique de la souche
ayant infecté le ruminant et celle utilisée pour produire les antigenes du test), avec des conséquences
possibles sur les sensibilités et spécificités analytiques et diagnostiques de chaque test ELISA.

La modification de la composition du kit est couramment réalisée pour la mise en place de protocole
de recherche spécifique, comme en modifiant I'antigeéne du kit pour détecter différentiellement les
anticorps dirigés contre le LPS de phase 1 ou de phase 2 (Bottcher et al., 2011; Lucchese et al., 2015)
ou en modifiant le conjugué du kit lors d’étude sur la séroprévalence chez d’autres espéeces animales
gue les ruminants domestiques (Davoust et al., 2019; Desjardins et al., 2018).

Néanmoins, pour une utilisation courante, la modification de la composition du kit est une
modification majeure qui n’est pas réalisable par chaque utilisateur, mais uniquement en amont de la
commercialisation des tests ou pour des équipes de recherches qui visent des améliorations.

Le choix du seuil de positivité a également un impact direct sur les sensibilités et spécificités
diagnostiques. Si le seuil de positivité est élevé, le test est moins sensible et plus spécifique que si le
seuil de positivité est bas. Notre étude a été réalisée en utilisant les seuils de positivité choisis par les
fabricants. Ces seuils ont été choisis sans étre harmonisés entre les différents kits. Deux des trois kits
incluent également un seuil douteux et les individus dont les résultats sont entre les seuils de positivité
et le seuil douteux ont un résultat non conclusif (Figure E-13).

Dans notre étude, les individus non conclusifs testés avec les tests 1 et 3 ont été considérés comme
positifs. Si nous les avions considérés comme négatifs (ce qui revient a augmenter le seuil de positivité
des tests 1 et 3), ces deux tests auraient probablement été moins sensibles et plus spécifiques. Or le
test 1 est déja le test le moins sensible et le plus spécifique chez les ovins et caprins. Le test 3 est lui le
plus sensible et globalement le moins spécifique. L'augmentation du seuil de positivité du test 3
pourrait donc étre une fagon d’harmoniser les Se et Sp des trois tests ELISA. En revanche, cela
entrainerait une harmonisation vers des sensibilités relativement basses par rapport a la Se actuelle
du test 3. Une autre possibilité serait d’abaisser le seuil des deux autres tests. Cela permettrait
d’harmoniser les tests vers des Se plus élevées, mais probablement moins spécifiques.
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Figure E-13 : Histogrammes des résultats quantitatifs (en % de ratio de densité optique) obtenus avec chaque
test dans chaque espéce sur les données de la sérothéque KitEval 4500.

La ligne verticale pleine correspond au seuil de positivité choisi par le fabricant. La ligne verticale pointillée au
seuil douteux lorsqu’il est inclus par le fabricant. Les individus ayant un ratio de densité optique inférieure ou
supérieure au seuil de positivité sont considérés respectivement comme négatifs et positifs. Ceux compris entre
le seuil de positivité et le seuil douteux sont considérés comme douteux et comme positifs dans notre étude.

IV.2.3 Méthodologie pour choisir les seuils de positivité

L’harmonisation des tests par modification de leurs seuils de positivité est une piste intéressante.
Cependant, elle nécessite de réaliser un choix entre des tests plus sensibles et moins spécifiques, et
des tests moins sensibles et plus spécifiques.

Idéalement, ce choix devrait étre fait aprés avoir évalué les sensibilités et spécificités de chaque test
pour chacun des seuils de positivité possibles, ce qui revient a estimer les deux sous-distributions des
valeurs des tests, respectivement chez les individus réellement séropositifs et réellement séronégatifs,
et la courbe ROC de chaque test, exprimant la Se en fonction de 1-Sp pour chaque seuil possible (Zweig
and Campbell, 1993). La modélisation de la courbe ROC peut étre réalisée a I'aide de méthodes
paramétriques, semi-paramétriques et non paramétriques (Gongalves et al., 2014), mais ces trois
approches présentent chacune des limites pour étre appliquées au diagnostic sérologique des
infections par C. burnetii. La distribution des données sérologiques de chacun des tests ELISA (Figure
E-13) ne permet pas d’ajuster de loi de distribution connue pour les méthodes paramétriques et a ce
jour les méthodes non paramétriques ou semi-paramétriques ne prennent pas en compte la
dépendance conditionnelle entre les différents tests. Ainsi, aucune des méthodes, disponibles a notre
connaissance, pour estimer les Se et Sp des trois tests ELISA pour I'ensemble des seuils de positivité
possibles, ne semble applicable au contexte de notre étude sans la mise en place de développements
méthodologiques conséquents.
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Une possibilité a court terme pourrait étre de réanalyser les données des trois tests ELISA avec un
modele a classes latentes comme réalisé dans la Partie 1, en modifiant les seuils de positivité des tests
ELISA.

IV.2.3.2 Vers des tests a forte Se

Si I'objectif est de créer un matériel de référence de détectabilité et d’améliorer la sensibilité des tests
alors il faudrait abaisser les seuils de positivité des tests 1 et 2. Cette voie possible d’harmonisation des
tests, vers une meilleure Se, en ajustant les seuils des tests 1 et 2 pour que leurs résultats se
rapprochent de ceux du test 3, est étayée par:

- I’écart plus important entre les Se du test 3 et celles des deux autres tests par rapport aux Sp
(par exemple, il y a un écart de 47 % entre les Se des tests 1 et 3 chez les ovins alors que I'écart
entre leur Sp nest que de 1 %) ;

- lefait que le matériel de référence (MR) actuellement utilisé pour préparer le calibrant corres-
pondant au niveau en dessous du seuil de positivité est plus concentré pour le test 1 (pur) et
le test 2 (1/2) que pour le test 3 (1/4), ce qui montre que le test 3 devient positif pour des
concentrations en anticorps plus faibles ;

- la position des seuils de positivité des tests 1 et 2, qui semble étre plus haute que celle du
test 3, par rapport au pic important du nombre d’individus a faible RDO sur les histogrammes
de répartition des résultats quantitatifs des tests ELISA (Figure E-13), ce qui laisse supposer
une possible baisse du seuil de positivité des tests 1 et 2 sans fortement diminuer leurs spéci-
ficités.

En revanche, si I’objectif est d’obtenir des tests plus spécifiques, ou ne détectant qu’une concentration
plus élevée en anticorps, alors il vaudrait mieux augmenter le seuil de positivité du test 3, au risque de
ne pas détecter une partie des individus faiblement séropositifs.

Cependant, en augmentant le seuil de positivité du test 3, ce test deviendra conditionnellement
dépendant avec les tests 1 et 2 chez les individus séropositifs (car les trois tests ne détecteront pas les
individus faiblement séropositifs). Le modeéle a classes latentes risque alors de converger vers un statut
latent correspondant a « la présence d’une forte concentration d’anticorps spécifiques de C. burnetii
dans I’échantillon de sérum (ou séropositif fort) » et non pas au statut latent considéré dans la Partie 1,
gue nous supposons étre « la présence d’anticorps spécifiques de C. burnetii dans I’échantillon de
sérum (ou séropositif) ». Dans ce cas, les Se et Sp estimées par ce modéle ne correspondront pas au
méme statut latent que celui considéré dans notre étude et ne seront donc pas comparables avec
celles estimées dans la Partie 1. Ce statut latent, correspondant a des individus présentant un résultat
« séropositif fort » peut cependant étre pertinent d’un point de vue clinique et épidémiologique.

Les tests 1, 2 et 3 ne sont actuellement pas harmonisés et leurs résultats correspondent a des statuts
mesurés différents (potentiellement « séropositif fort » pour les tests 1 et 2 et « séropositif » pour
le test 3).

L’harmonisation des trois tests ELISA pourrait permettre de standardiser les procédures d’utilisation
et de contréle des tests et d’améliorer la cohérence entre les résultats fournis par les différents tests.

L’harmonisation des tests pourrait étre réalisée en abaissant les seuils de positivité des tests 1 et 2
dans un objectif d’amélioration de la sensibilité des tests et de création d’un matériel de référence
de détectabilité commun aux trois tests par le LNR.

Si I'objectif de la réalisation des tests est de détecter les individus « fort positifs » alors I’lharmonisa-
tion des tests pourrait étre réalisée en augmentant le seuil de séropositivité du test 3.
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IV.3. Autres perspectives d’utilisation de la sérothéque KitEval 4500

Nos travaux n’auraient pas été possibles sans la collecte de pres de 4 500 sérums de bovins, caprins et
ovins dans environ 300 élevages, issus de dix départements francais et sélectionnés pour correspondre
a la diversité des types de production des élevages de ruminants domestiques en France. Cette
sérotheque, analysée avec les trois tests ELISA et conservée au LNR, constitue un jeu de données
unique et représentatif de la diversité des situations de dépistage sérologique des infections par C.
burnetii chez les trois espéces de ruminants domestiques.

IV.3.1 Interprétation des valeurs quantitatives des tests ELISA

Les résultats déja obtenus ont permis d’estimer les Se et Sp des trois tests ELISA commercialisés (au
seuil de positivité préconisés par leur fabricant) dans un contexte de dépistage sérologique des
infections par C. burnetii chez les trois espéces de ruminants. Comme décrit précédemment, I'analyse
de ces données pourrait permettre d’évaluer les Se et Sp de ces trois tests a des seuils de positivité
différents, voire sur I'ensemble des seuils de positivité possibles. En plus de permettre une
harmonisation des tests en modifiant leur seuil de positivité, cela pourrait également permettre
d’envisager une interprétation plus fine des résultats fournis par chaque test a partir de leurs résultats
guantitatifs. En effet, étant donné que, généralement, la Sp augmente lorsque le seuil de positivité
augmente, la probabilité de séropositivité d’un individu fortement positif est généralement plus forte
que celle d’un individu faiblement séropositif. L'analyse des Se et Sp permettrait de vérifier
I'importance de la valeur quantitative mesurée par le test et de quantifier, par exemple, I'excédent de
probabilité de séropositivité associé aux individus fort positifs. Cependant, ce type d’analyse demande
des développements méthodologiques conséquents.

IV.3.2 Création de matériels de références qualifiés de facon probabiliste

Cette sérothéque conservée au LNR pourrait également étre utilisée pour créer des matériels de
référence « qualifiés de facon probabiliste ». En effet, méme si aucun des échantillons de sérum de la
sérotheque n’est réellement qualifié, c’est-a-dire que le statut sérologique d’aucun des animaux
prélevés n’est connu avec certitude, il est possible d’estimer, pour chaque sérum une probabilité de
séropositivité en fonction des résultats obtenus avec I'ensemble des trois tests et des résultats des
autres échantillons prélevés dans I'élevage. En fonction des objectifs, ces probabilités de séropositivité
peuvent étre utilisées pour créer des matériels de référence probablement positifs ou négatifs (avec
un certain degré de probabilité) issus du terrain et dont les caractéristiques sont estimées a partir des
résultats de trois tests et du contexte épidémiologique de I'élevage dans lequel il est prélevé. Ces
échantillons seront moins caricaturaux que ceux habituellement utilisés qui sont, par exemple, négatifs
ou positifs avec I'ensemble des trois tests ELISA ou issu de zones géographiques ou d’élevages
indemnes d’infection par C. burnetii.

IV.3.3 Evaluation d’autres tests ELISA

Les échantillons de sérum conservés au LNR et les résultats déja obtenus avec les trois tests
actuellement commercialisés pourraient également étre utilisés pour évaluer d’autres tests
sérologiques des infections par C. burnetii qui sont en cours de développement. L’analyse d’un sous-
panel d’échantillons de la sérotheque avec le nouveau test et I'implémentation d’un modéle a classes
latentes modélisant les résultats croisés des trois tests sur I'ensemble de la sérotheques, et des 4 tests
sur le sous-panel d’échantillons testés, permettrait d’estimer les Se et Sp du nouveau test ainsi que sa
dépendance conditionnelle avec les trois autres. Des versions du modele a classes latentes original,
dont est inspiré celui de la Partie 1, modélisant les résultats croisés de quatre ou cing tests en prenant
en compte la dépendance conditionnelle entre I’ensemble des tests, sont d’ailleurs déja décrites dans
la publication de Wang et al. (Wang et al., 2017b). La stratégie d’utilisation optimale des échantillons
de la sérothéque, notamment le nombre et le mode d’échantillonnage a partir de la sérotheque,
devrait étre évaluée par simulation en fonction de la précision souhaitée sur les estimations des Se et
Sp du nouveau test.
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La sérothéque constituée dans le cadre du projet KitEval 4500 a permis d’estimer les Se et Sp des
trois tests ELISA chez les trois espéeces de ruminants dans un contexte de dépistage sérologique des
infections par C. burnetii.

Les résultats obtenus permettent également d’envisager une évaluation des Se et Sp des tests ELISA
pour tous les seuils de positivité possibles afin d’interpréter les résultats quantitatifs des tests.

La sérothéque pourra également étre utilisée pour réaliser des matériels de référence qualifiée de
facon probabiliste et pour évaluer les performances diagnostiques de nouveaux tests sérologiques
des infection