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L ANSES, Laboratoire de Sophia Antipolis, Trois kits sérologiques ELISA commercialisés sont largement utilisés pour détecter la fievre Q chez les ruminants.
Unité Fievre Q animale, Sophia Antipolis

v Probléme : un taux important de résultats discordants entre ces 3 méthodes

ncidence majeure pour les enquétes épidémiologiques sur la fievre Q [1] et sa surveillance [2]
mpact sur le diagnostic des avortements, des analyses sérologiques étant recommandées en plus de la gPCR [1, 2]
Difficultés pour garantir des données fiables et comparables au niveau d’un réseau de laboratoires de diagnostic et de référence
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UMR EPIA, F-69280 Marcy I'Etoile Un projet global a donc été entrepris pour évaluer et améliorer leur performances diagnostiques et analytiques entre ces 3 kits.
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Une premiere étude, utilisant une approche bayésienne a classes latentes, a révélé que les performances diagnostiques sont variables selon les kits : certains tests sont plus

sensibles mais moins spécifiques et vice versa au niveau individuel, sans indiquer un meilleur test pour les applications diagnostiques a I'échelle de groupe ou du troupeau [3, 4].
o
Le seuil d’interprétation (SI) est le domaine critique ou 1 : proposer un schéma expérimental et un matériau de référence (MR)
les résultats positifs et négatifs sont distingués aux trois fournisseurs, afin d'évaluer les performances analytiques
, . . . Différence entre résultats similaires et strictement distincts (jUStESSE, répétabilité, reprOdUCtibiIité) danS Ia Zzone du SI
Les résultats ELISA semi-quantitatifs ou o %DO
. . . i . . Interpretation R'és.ult.ats \ ﬁ\ ) o . i .
qgualitatifs dérivent de données quantitatives similaires \ o Une procédure commune a été appliquée par chaque producteur de kit
Positif 8@ , Deux traceurs distincts préparés a partir du MR (deux dilutions
J Base sur un MR commun sélectionnées dans la zone Sl fixée par chaque producteur de kit)
sth:écstL;IrtT?;t (le méme MR distribué aux labo utilisateurs) et testés selon un schéma expérimental commun
Justesse des valeurs - o distinets e Superieurede U Pour chaque lot de chaque kit :
i roche 3 analyses indépendantes de 30 réplicats
Notamment au Si “\, Incertitude de mesure Zu s:l e A0 40 U= 20 de chacun des 2 traceurs

U =2 x Ecart-type (k=2) . Processus

Autres options : coefficient de variation (CV), o Similaire Limite inférieure de U commun grice au

intervalles de confiance, gammes Negatif . Estimation de paramétres statistiques (calculs a partir d'un

role central du fichier Excel commun) > ( )
Pour obtenir des interprétations diagnostiques fiables relatives au Sl : it laboratoire d CYERIEMS
P 5 d De.S €tudes StatISthl:les S et inscription sur le Ecart-type de répétabilité (ET,)

Pour différencier les résultats similaires et strictement distincts deviennent alors possibles référence certificat de lot (format |nter-serjes (ET,)

commun de Reproductibilité (ET,, limites de + 2xET,)
présentation) Coefficients de variation (CV)

Interprétation qualitative : Un radar utilisé pour alerter "vitesse limite dépassée”. Ces informations qualitatives
dépendent de la mesure quantitative (justesse et fidélité dans la zone proche du seuil).

Exemple de certificat de lots

MRE dilution Low limit of 2 High limit of 2

7 e e . N . . ope 7 s . . Titre Standard Deviation | Standard Deviation Rep'eqfal.o.illify Repr()oduci'l)i'l.ify Vi
Décision au seuil : Un radar de controle de la vitesse des voitures est utilisé pour établir des Vot | e | lmebennde? | sz | ol | 0000 o Suivi des deux traceurs autour de la
amendes en cas de dépassement. Une marge de tolérance de + 5 km/h est requise. Le e T 12 | 54 43 65 83 10.3 zone du SI
7 . 7 o . . 7 . . 1/4 24 ]8 3 : X ’ . . ’ o o
conducteur est pénalisé si la limite supérieure est atteinte. / - iaa 190 (données indiquées sur le certificat de lot)

*Proche du Sl est une expression utilisée par certains laboratoires de diagnostic et qui devrait étre adoptée dans la prochaine version de la norme U47-019. [6]

0 - v 4 [ ] V 4 V 4 [ ] [ ] [ ] [ ] l [ ] V 4 . , ° ° ° . ° ° A -
realiser une étude préliminaire, afin d'obtenir des données 3 : définir des critéres de calibration pour controler la zone du Sl pour chaque kit
|\ [ ] [ ] [ ] V 4 [ ] Vé . ) .
sur les parametres de variabilité de lots successifs (données des (traceur dans chaque Essais d’aptitude
‘. fgr s s p1 s certificats de lots, cf. 1 série d’analyses du LNR depuis 2012 en 2019 (focus sur la zone du SI
selon le plan d'expérience défini a I'étape 1 ,of. 1) Y P ) (focus sur la zone du SI )
, . . . , . . Traceurs | amétres | KitIDEXX | Kit THERMO |  KitID Traceurs | amétres | KitIDEXX | Kit THERMO |  KitID Echantillons | o ametres | KitIDEXX | Kit THERMO | kit ID
Deux représentations du suivi des données des certificats de lots depuis 2012 (2 par ki) (2 par ki) A | T T T
%DO MR 1:1 54,2 MR 1:1 54,3 E4 __Ba7__ 1 617 | 868
v Moyennes des 2 niveaux de traceurs dans chaque essai de controdle (incertitude de mesure calculée selon U = 2 x Ecart-Type ET) MR1:2 | Moyenne [726,6 58,2 MR1:2 | Moyenne [29,0 25,9 8 Movenne § 357 L __333_ 3 _ 94 __|
0 MR 1:4 (en %DO) 25,8 51,5 MR 1:4 (en %DO) 25,6 55,2 E1l6 (en %DO) !____35,_1___! 18,6 : 45,2 :
% ,.' #4 MR 1:8 331 MR 1:8 34,5 E32 203 90 1316 |
— : MR 1:1 14,0 MR 1:1 U 17,1 E4 U __90 1 84 I 115
0 s8.1 58,2 +2ET, MR 1:2 (kL_JZ) 9,1 9,0 MRL2 |, ) 9,4 13,8 ES 100 178 1103
P 54.2 +51.5 Moyenne du traceur 1 MR 1:4 en ‘;;DO 52 6,7 MR 1:4 ;n'%DO 7,8 14,1 E16 :____5_,%___= 4,3 : 7,8 :
sl mm.z P 2T, MR 1:8 63 MR 1:8 12,3 E32 en %0D 52 31 1 56 1
T T N 7 MR 1:1 11,4 MR 1:1 133 E4 CVer 106 | 136 | 132
ol e Sy 35.7 -394 +2ET } . I I !

Y) 30% DO “_“'_-:_.‘____._-_-_-_‘_'_’f ________________ -~ — R MR 1:2 o 10,4 7,6 MR 1:2 o 12,9 9,4 E8 | 18,1 | __32_'9__ I___];642___
R s oeTsesl Moyenne,du traceur 2 vR1a | CVR(en%) 6,2 7,2 vR1a | CVR(en%) 10,7 10,6 E16 | 152 | 231 | 173 |
A 175 265 "2ET; MR 1:8 10,8 MR 1:8 13,2 E32 en % 25,6 344 1177 |

10— =lcielirte-r1albl = ¢ Nombre de lots 25 45 12 Nombre de lots 9 21 9 Nombre de lots 4 6 2
) T T Nombre d'analyses 10 45 12 Nombre d'analyses 193 407 199 Nombre d'analyses 24 20 30
. Batches : “ T 2es - diluti 131 i ibrati Troisiéme source de données : des échantillons
Kit IDEXX Kit THERMO (LS! -> Thermo) Kit ID (IDVet -> Innovative Diagnostics) Deux sources de données : dilutions communes (1:1 a 1:8) du MR fourni pour calibration . \ ,
EILA (E4 a E32 testés avec des lots en cours)
(25 lots, ) (46 lots) (12 lots) Cohérence entre les deux sources de données (alors que les plans d’expériences

. . rr s Des CV,, plus élevés dans un réseau
intra-laboratoires sont différents) R P

%DO , : : A : , .
= v Moyennes cumulées des 2 niveaux dans chaque essai de contréle (incertitude de mesure calculée selon U = 2 x Ecart-Type ET; + Biais)

----- Criteres IDEXX THERMO ID

Dilution du MR (zone du Sl)
Choix d’un seul traceur

Les résultats ont Résultat attendu (valeurs de
. référence)
permis de proposer Limites basse et haute de contréle
L Y Y LY L VL LYY IV IIIIII VTSIV Incertitude de mesure (U=2xETy)
 Lots | “ | oour CV, (reproductibilité)
Parametres de variabilité estimés a partir de mesures, de deux niveaux de traceurs chaque lot des 3 kits Plan experimental

préparés d'un matériau de référence, avec tous les lots de chaque kit pendant 10 ans

Sl fixé par le producteur du kit 30-40 %0D 40 %0D 40 - 50 %0D
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¢ Un processus commun a été défini pour standardiser les performances analytiques des trois méthodes ELISA, ce qui constitue une premiere étape vers I'harmonisation de leurs résultats.
% Le processus est a présent adopté par les trois fournisseurs des kits, il doit étre suivi et ajusté si nécessaire.

*» L'incertitude analytique connue et maintenue dans la zone du Sl sera utile aux laboratoires utilisateurs pour fixer les modalités d'acceptation de chaque nouveau lot et pour établir une
carte de controle unique inter-lots sur la base de la valeur assignée d'un traceur par kit (améliorer la validité interne des résultats ainsi que la qualité externe de I‘EILA).

** Une fois ce process standardisé pour chaque kit, I'étape suivante sera d’améliorer encore le taux de concordance entre les kits (hypothése de travail tenant compte de I'espéce).
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Nous remercions tous les producteurs de kits pour leur collaboration responsable et leur confiance. Le laboratoire de référence pour la fievre Q agit, seul ou en collaboration, avec le secteur commercial,
lorsque cela est nécessaire, et en toute impartialité, pour s'assurer que les nouveaux tests sont correctement standardisés ou évalués afin de contribuer a I'amélioration continue des outils de diagnostic.
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