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La validation des methodes de détection des agents
pathogenes dans les plantes

Essai inter-laboratoires pour la détection de

Phoma tracheiphila

dans les rameaux de citronnier par PCR

Si la validation des méthodes analytiques quantitatives est bien connue,
la validation des méthodes analytiques qualitatives est peu documentée.
Les réponses des méthodes analytiques qualitatives sont de type
binaire. La validation d’'une méthode qualitative alternative s’appuiera
sur la comparaison avec la méthode de référence, complétée par un

essai inter-laboratoires (EIL).

Le but de I'essai décrit ici est de détecter Phoma tracheiphila dans des
rameaux de citronniers présentant des symptdmes visuels par une
méthode PCR (Balmas 2005) et de valider cette méthode par une étude
statistique. Les résultats présentés ici proviennent d’essais réalisés dans

guatre laboratoires européens.

Résultats Méthode Ref+(R+)

Méthode Ref-(R-)

Accord positif +/+

Deviation positive -/+

Méth Alt+(A+) | PA =67 PD =3 (R-/A+)
Déviation négative ND = |Accord négatif

Méth Alt- (A-) 3 (A/R+) NA =67

total PA+ND=70 NA+PD=70

Eléments de validation de I'EIL :

140 échantillons codés : 70 positifs et 70
négatifs

méthode de référence : symptdmes visuels
méthode alternative : PCR

Exactitude relative AC =95.71%

p > 90% la loi binomiale est utilisée pour
obtenir la limite de confiance inférieure a 95%
(LCL).

Soit LCL = 93 % (n=70, p=0.96).

Spécificité relative SP =95.71 %

p > 90% la loi binomiale est utilisée pour
obtenir la limite de confiance inférieure & 95%
(LCL).

Soit LCL = 93 % (n=70, p=0.96).

Sensibilité relative SE=95.71 %

p > 90% la loi binomiale est utilisée pour
obtenir la limite de confiance inférieure a 95%
(LCL).

Soit LCL = 93 % (n=70, p=0.96).

Bibliographie :

Pho
trachéomycose
« mal sec ». Fortement dommageable

tracheiphila  est
responsable

pour tout

des vergers de citronniers.

« Norme ISO 16140 (2003) : Protocole de validation des méthodes alternatives.

« Phoma tracheiphila (2007) EPPO Bulletin 37 (3), 521-527

le groupe Agrume,ce
champignon est considéré comme
I'agent pathogéne le plus destructeur

L’objectif d’'une méthode analytique qualitative est de fournir
une réponse de présence ou d’'absence de l'analyte détecté
directement ou indirectement dans une quantité d'échantillon
donné. LEIL participe & la validation de la méthode
(exactitude, spécificité-sélectivité, sensibilité, fidélité,
reproductibilité).

Définitions et calculs pour I'analyse statistique :

Déviation positive (PD)

La méthode alternative présente une déviation positive si elle
donne un résultat positif lorsque la méthode de référence
donne un résultat négatif.

Déviation négative (ND)

La méthode alternative présente une déviation négative si elle
donne un résultat négatif lorsque la méthode de référence
donne un résultat positif.

Détermination de I'exactitude relative

L'exactitude relative (AC) représente le niveau de
correspondance entre la réponse obtenue avec la méthode de
référence et la réponse obtenue avec la méthode alternative
sur des échantillons identiques.

Avec N = PA+NA+PD+ND

AC = (PA:\-I—NA)X 100

Détermination de la spécificité relative

La spécificité relative (SP) est la capacité de la méthode
alternative & ne pas détecter I'analyte lorsque la méthode de
référence ne le détecte pas.
Avec N- = NA+PD

=) x100

Détermination de la sensibilité relative

La sensibilité relative (SE) est la capacité de la méthode
alternative & détecter l'analyte lorsque la méthode de
référence le détecte.

Avec N+ = PA+ND

£ = {PA) x100

Calcul des intervalles de confiance (IC)

Les intervalles de confiance sont calculés pour les
pourcentages p obtenus pour AC, SE et SP, avec
respectivement n = N, N+, N-.

du _gj p > 90%, on utilisera les tables de la loi binomiale.

- Si 10%<p<90%, p suivra une loi normale. L'intervalle de
confiance a 95% est approché par :

IC 95%=p121/w
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