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Résumeé.

La démarche métrologique suivie pour développer une méthode d'analyse dans un laboratoire
de recherche doit permettre de démontrer l'adéquation de ses performances au besoin analy-
tique. L'objectif de ce travail a consisté a valider dans notre laboratoire une méthode d'analyse
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) de la progestérone plasmatique bovine, en qua-
lite de méthode de réféerence. Les valeurs mesurees avec cette methode d'analyse serviront
de réference dans notre laboratoire pour etalonner un biocapteur électrochimique embarque,
développé dans le cadre du projet SmartRepro pour détecter les ovulations chez les vaches
et permettre aux éleveurs de savoir a quel moment pratiquer l'insémination artificielle. Cette
détection sera basée sur le préelevement de fluides interstitiels et le monitoring des hormones
impliquees dans la regulation du cycle ovarien et le déclenchement de l'ovulation, dont la
progesterone. La démarche de validation de la méthode d'analyse pour ce projet a consiste a
suivre deux etapes métrologiques : 1/ Verifier sa conformité au regard de performances pre-
conisées par la Food and Drug Administration (FDA) qui propose des limites d'acceptabilite de
+ 30 % pour son exactitude, et 2/ Valider les performances de la méthode d'analyse au regard
de l'objectif scientifique du projet SmartRepro. Cette démarche a permis d'obtenir le modele
de lincertitude de mesure (IM) élargie suivant : U(Y) = 0,2004Y°%5%, || a été démontre, en utili-
sant I'IM et le seuil de discrimination (SD) de la méthode, qu'elle était capable de décrire fide-
lement l'évolution du taux de progestérone plasmatique. C'est cette capacité qui sera évaluee
dans un 2¢ temps pour le biocapteur électronique embarqué, en prenant comme référence les
valeurs obtenues par la méthode de dosage de la progestérone présentée dans cet article.
De plus, les informations métrologiques obtenues permettront d'évaluer la capacité de cette
methode de reférence a étre utilisée dans de futurs projets de recherche.
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Abstract.

The metrological approach used to develop an analytical method in a research laboratory must
demonstrate the suitability of its performance to the analytical requirement. The aim of this project
was to validate an ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) method for bovine plasma
progesterone, as a reference method. The values measured using this method will be used as a
reference in our laboratory to calibrate an on-board biosensor, developed in the SmartRepro project,
developed to detect ovulations in cows and help farmers to know the best time to inseminate.
Ovulations detection will be based on the sampling of interstitial fluids and the monitoring of
hormones like progesterone that are involved in the regulation of the ovarian cycle and ovulation.
Once the analytical method had been perfected, the validation process consisted in validating it
for this project, following two metrological stages: 1/ Verifying its conformity with the performance
levels recommended by the Food and Drug Administration (FDA), which proposes acceptability limits
of + 30% for its accuracy, and 2/ Validating the performance of the analytical method with regard to
the scientific objective of SmatRepro project. This resulted in the following expanded measurement
uncertainty (M) model: U(Y) = 0.2004Y°9%4, Using the MI and the method's discrimination threshold
(DT), it was demonstrated that the method was capable of accurately describing changes in plasma
progesterone levels. It is this ability that will be evaluated for the electronic sensor, in a second
time, taking as a reference the values obtained by the analysis method presented in this article. In
addition, the metrological information obtained will enable a rapid assessment of its suitability for
use in future research projects.
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Introduction

Ces derniéres décennies, |'utilisation de I'insémination arti-
ficielle (IA) s'est trés largement répandue en élevage laitier
(en 2021 88 % des vaches laitieres étaient inséminées en
France, Idele, 2022) pour deux raisons principales : assurer
le progres génétique et choisir le profil des jeunes produits
(semence sexée pour le renouvellement du troupeau de fe-
melles, semences issues de taureaux de race a viande pour
la production de veaux croisés). L'utilisation de I'A nécessite
de repérer la période qui précéde l'ovulation afin de pouvoir
réaliser I'insémination au bon moment (Roelofs, 2005). En
pratique, les éleveurs se basent sur la détection de I'cestrus,
période d'une durée de 5 a 10 h (Cutullic, 2010) associée
au pic d'eestradiol qui suit la lutéolyse et la chute de proges-
térone (Figure 1). Durant l'cestrus, les vaches interagissent
plus fréquemment avec leurs congéneres, expriment des
comportements sexuels tels que des léchages et flairages
au niveau de la vulve, des chevauchements et acceptations
de chevauchements, ce qui se traduit par une augmenta-
tion de l'activité générale (Saint-Dizier, 2005, Disenhaus et
al.,2010). Loestrus se déroule dans les 25 a 30 h qui précé-
dent l'ovulation (Cutullic, 2010) et lorsqu'il est détecté, I'IA
est généralement réalisée dans les 12 a 24 h qui suivent.
La détection de I'cestrus repose classiquement sur l'obser-
vation des comportements sexuels. Cependant, plusieurs
études rendent compte d'une diminution de l'efficacité de
cette détection pour plusieurs raisons : une diminution du
temps que les éleveurs peuvent consacrer a l'observation
de leurs animaux du fait d'une augmentation de la taille
des troupeaux, une dégradation de I'expression des cha-
leurs (diminution de la durée des cestrus, moindre expres-
sion des acceptations de chevauchement, Cutullic, 2010,
Disenhaus etal., 2010), une augmentation de la proportion
de vaches présentant des dysfonctionnements ovariens qui
perturbent 'expression des chaleurs (Petersson etal., 2006,
Cutullic et al., 2009). Pour aider les éleveurs a détecter
les cestrus, plusieurs outils ont été développés et sont au-
jourd’hui commercialisés (Saint-Dizier et Chastant-Maillard,
2012). Certains sont dédiés a la détection des acceptations
de chevauchement. D'autres enregistrent le niveau d'activi-
té des animaux (déplacements, mouvements) et alertent
'tleveur lorsque ce niveau augmente de fagon importante.
Les premiers systémes sont généralement peu codteux
mais a usage unique. Ce sont le plus souvent des patchs
que l'on positionne sur la croupe des animaux et qui vont
laisser une marque sous l'effet de la pression exercée par
un congénere lors du chevauchement. Ces outils de détec-
tion sont tres spécifiques car permettant de repérer les ac-
ceptations de chevauchement lorsqu'elles sont exprimées,

mais ils ne permettent pas de repérer la totalité des cestrus
dans la mesure o plus d'un tiers d'entre eux se déroulent
sans expression d'acceptation de chevauchement chez les
vaches laitiéres (Cutullicetal., 2006). Les outils de détection
automatique des chaleurs basés sur I'enregistrement du ni-
veau global d'activité des animaux sont plus sensibles que
les précédents, mais moins spécifiques (beaucoup de faux
positifs, Saint-Dizier, 2005, Saint-Dizier et Chastant-Mail-
lard, 2012), ce qui augmente le risque de fausses détec-
tions (déclarer des vaches en cestrus alors qu'elles ne le sont
pas) et par conséquent le risque d'inséminer au mauvais
moment. Afin de gagner en sensibilité et en spécificité, les
recherches ont été orientées vers le développement d'outils
basés sur le monitoring des hormones de la reproduction
et plus particulierement sur celui de la progestérone. Cest
le cas de l'outil Herd Navigator™ qui dose la progestérone
dans le lait (6 @ 7 dosages par cycle sexuel) et déclenche
une alerte lorsqu'il détecte une chute de progestérone en
deca de 4 ng.ml-1(Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2012).
Toutefois, ce systéme est relativement codteux, il ne peut
étre utilisé que pour les animaux en lactation et ne peut
étre installé que dans certains types de salle de traite. Plus
récemment, un partenariat a été constitué entre le CEA-Leti,
INRAE et VetAgro Sup dans le cadre du projet SmartRepro
afin de développer un dispositif microfluidique porté par
I'animal, capable de doser a haute fréquence les hormones
impliquées dans la régulation du cycle ovarien et le dé-
clenchement de l'ovulation (progestérone, cestradiol et LH,
Figure 1) a partir du prélevement de fluides interstitiels au
niveau du derme (Simon, 2021).

Figure 1. Représentation de l'‘évolution des concentrations plasma-
tiques de progestérone (P4), cestradiol (E2) et LH (trait vertical gris
clair) au cours du cycle ovarien chez la vache laitiere (unités arbi-
traires). Le jour 0 est le jour du début de l'cestrus (trait vertical noir), le
trait vertical gris foncé représente le moment présumeé de l'ovulation
(d'apres Disenhaus et al. 2010).

L'étude présentée ici porte sur le développement d'une
méthode de dosage ELISA de la progestérone plasma-
tique chez la vache, devant servir de méthode de réfé-
rence pour I'étalonnage d'un tel dispositif. Le biocapteur
porté par Ianimal sera un capteur électrochimique de

NOV'AE Numéro Régulier #1. Avril 2025




type SG-FET Graphene (Simon, 2021) et devra étre ca-
pable de décrire le plus fidelement possible Iévolution
de la concentration en progestérone dans les fluides
interstitiels du derme, et notamment sa chute en fin de
phase lutéale. L'évaluation de cette capacité sera réalisée
en estimant la corrélation entre les concentrations de
progestérone obtenues par le biocapteur et celles obte-
nues par la méthode de référence. Nous avons pour cela
mis au point une méthode d'analyse ELISA de la proges-
térone dans le plasma bovin. Pour valider son utilisation
en qualité de méthode de référence, il a été nécessaire
de définir sa capacité a détecter un changement de va-
leur. Cette capacité conditionne son aptitude a décrire
fidelement I'évolution du taux de progestérone. Elle est
estimée par son seuil de discrimination (SD) (Andanson
et al., 2018, Andanson et al., 2019) calculé a partir de
son incertitude de mesure (IM).

Aprés des rappels physiologiques (sur la progestérone
plasmatique) et méthodologiques (sur la technique de do-
sage ELISA), cet article présente la démarche de validation
de notre méthode de dosage de la progestérone dans le
sang. Cette démarche a consisté en deux étapes métro-
logiques : 1/ Elaboration du profil d'exactitude (PF) de la
méthode de dosage pour vérifier la conformité de ses per-
formances par rapport aux exigences de la Food and Drug
administration (FDA) et modéliser son IM ; 2/ Estimation
du seuil de discrimination d'aprés I'lM pour définir la ca-
pacité de la méthode a décrire fidelement I'évolution du
taux de progestérone et la valider en qualité de méthode
de référence dans notre laboratoire pour I'étalonnage futur
du biocapteur.

P4 (raw data in ng/ml)

Rappels physiologiques
et méthodologiques

Profil de progestérone plasmatique
chez la vache

La progestérone est une hormone stéroidienne impliquée
dans la fonction de reproduction et synthétisée a partir du
cholestérol sous l'action de la LH. Elle est synthétisée par les
cellules lutéales du corps jaune, formé suite a 'ovulation du
follicule dominant. Le corps jaune persiste durant toute la
durée de la phase lutéale (de 17 a 18 jours chez la vache).
I sera lysé sous l'action des prostaglandines sécrétées par
I'endometre utérin en l'absence de fécondation, enclen-
chant ainsi une nouvelle phase folliculaire (de 3 a 4 jours
chez la vache). Au contraire, en cas de fécondation, le corps
jaune va se maintenir durant la gestation (Point, 2007).
Pour un dosage donné, il est possible de définir un seuil
de positivité permettant de distinguer le niveau de base
observé durant la phase folliculaire du niveau observé du-
rant la phase |utéale, mais ce seuil varie selon les dosages.
Parmi les études basées sur les mesures de progestérone
dans le plasma chez la vache, certaines suggerent un seuil
de positivité a 1 ng.ml" (Flores et al., 2006, Flores et al.,
2007) et d'autres a 2 ng.ml" (Thimonier et al., 2000). La
Figure 2 (Martin et al., 2013) llustre 20 profils d'évolution
de la progestérone plasmatique au cours d'un cycle ovarien
chez la vache, ainsi que la variabilité entre profils. Pour es-
sayer de prédire le moment optimum pour I'insémination,
il est nécessaire de pouvoir déterminer la baisse du taux de
progestérone qui indique la fin de la phase lutéale et une
potentielle venue en chaleur.

20 30 40 50

t {day around 1st LH peak)

Figure 2. Evolution de la progestérone plasmatique au cours du cycle ovarien chez la vache (données de la littérature, n-20 profils de proges-
térone, d'apres Martin et al., 2013). t=-0 correspond au début du cycle qui commence par la phase folliculaire (d'une durée de 3 a 4 jours) et se
poursuit par la phase lutéale (de 17 a 18 jours) durant laquelle le niveau de progestérone est éleve.
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Principe analytique de la méthode d'analyse
ELISA de la progestérone plasmatique bovine

la méthode danalyse ELISA (Enzyme-Linked Immuno-
Sorbent Assay) est une technique de dosage d'immuno-ab-
sorption par une enzyme liée ou test immunologique qui
permet la détection ou le dosage de molécules dans un
échantillon biologique. Elle a été conceptualisée et déve-
loppée par deux scientifiques suédois, Peter Perlmann et
Eva Engvall a I'Université de Stockholm en 1971 (Engvall
et al.1971). Dans notre cas, le principe réactionnel du
test repose sur la compétition entre la progestérone non
marquée présente dans I'échantillon et le conjugué en-
zymatique (progestérone-PA : progestérone couplée a la
phosphatase alcaline), pour un anticorps spécifique fixé
sur la paroi des puits (Figure 3). Ce support permet ainsi
de séparer la progestérone fixée de la progestérone libre
restée en solution. Apres incubation, les réactifs en exces
(non fixés au fond des puits) sont éliminés par le lavage.
La quantité de conjugué progestérone-PA fixée sur les

ment les valeurs physiologiques des échantillons a analy-
ser. Les valeurs de DO sont transformées en concentration
avec un modele de calcul non linéaire a 4 paramétres. La
lecture des résultats est réalisée a 570 nm pour le plasma
avec un spectrophotométre pour microplaque de marque
Tecan, modeéle Infinite M200 série 709000574 (Tecan,
Suisse) et du logiciel Magellan (version 6.6 1998-2009).
Pour le rincage des plaques, nous utilisons un laveur de
plaque Biotek ELx50. Le tampon de lavage est un tampon
phosphate a 1M a pH 7.4 préparé a partir d'une solution
de di-potassium hydrogénophosphate (K,HPO,) a 1M, de
potassium dihydrogénophosphate (KH,PO,) a TM et gum
de tween 20 (CH, ,,0,). Ces réactifs de marque Merck sont

achetés chez VWR (France).

Au moment du dosage, les échantillons de plasma sont dé-
congelés a température ambiante, puis homogénéisés au
vortex (cf. paragraphe : Origine et traitement des échantil-
lons de plasma bovin).

Figure 3. Schéma du principe de la méthode de dosage ELISA

puits est inversement proportionnelle a la concentration de
progestérone non marquée présente dans I'échantillon. La
progestérone-PA fixée est mesurée en faisant réagir la PA
avec son substrat, le p-nitrophényl phosphate, lors d'une
seconde incubation. La densité optique des puits est mesu-
rée par spectrophotométrie et la concentration de proges-
térone dans I'échantillon est déterminée & partir d'une
courbe-étalon.

Pour notre étude, nous avons utilisé des kits commercia-
lisés par Ridgeway Research (Royaume-Uni) de référence
« Progesterone ELISATest Bovine (Serum/Plasma) ».

La gamme étalon fournie est composée de 7 points, 0, 0.5,
1,2,5,10 et 20 ng.ml", dont 'amplitude encadre parfaite-

Premiére étape de validation

de la méthode de dosage : vérification
de la conformité de la méthode

par rapport aux exigences de la FDA
d‘apres le profil d'exactitude

Un profil d'exactitude a été établi comme décrit dans Andan-
son et al. (2019). Pour cela, les feuilles de calcul Microsoft
Excel®' développées par Max Feinberg (2009, 2010) ont
été utilisées (pour leur mise en ceuvre, consulter le numéro
spécial de 2010 du Cahier des techniques INRA?). Cet outil
de calcul statistique et graphique estime le biais de mesure
(VIM 2012, §2.18) et l'incertitude de mesure (IM) (VIM

1 Teléechargeable sur https./intranetinrae.fr/qualite/Outils/Mesure-Metrologie-et-validation-de-Methodes
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2012, §2.26) puis réalise une représentation graphique
de ces deux composantes de I'erreur de mesure (VIM 2012,
§2.16).L'IM est estimée d'apres les préconisations du GUM
(2008). Elle caractérise la dispersion des résultats de me-
sure et est aussi utilisée pour calculer le seuil de discrimina-
tion (SD) de la méthode d'analyse. Le profil d'exactitude est
réalisé a partir de I'analyse dans des conditions de fidélité
intermédiaire (répétitions de mesures intra et inter séries),
d‘échantillons de validation de différentes concentrations
qui couvrent la plage des valeurs des futurs échantillons a
analyser. Il permet pour chacun de ces niveaux de comparer
la performance de la méthode matérialisée par des limites
de tolérance fixées a 80 %, a une performance requise ma-
térialisée par des limites d'acceptabilité. Nous les avons
fixées a 30 % d'apres les recommandations de la Food and
Drug Administration (FDA) pour les méthodes bio-analy-
tiques. Il s'agit d'exigences normatives internationales qui
permettent de définir des seuils de conformité pour les
performances de ces méthodes d'analyse. Les limites de
tolérance représentent un intervalle de prédiction calculé a
partir de I'lM dans lequel il est probable de retrouver 80 %
des futurs résultats de mesure. Les limites d'acceptabilité re-
présentent la dispersion maximale acceptable des valeurs
mesurées. La conformité de la méthode est observée visuel-
lement lorsque les limites de tolérance sont incluses dans
les limites d'acceptabilité. Lorsqu'un biais de mesure est ob-
servé sur le profil d'exactitude, il est modélisé comme décrit
dans Andanson et al. (2019). La relation entre les concen-
trations mesurées Y des échantillons de validation, apres la
mise en ceuvre de la méthode d'analyse, et leurs valeurs de
référence X, permet d'estimer un facteur de correction qui
devra étre appliqué sur tous les résultats de mesure obte-
nus avec cette méthode. Dans ce cas, un profil d'exactitude
avec les résultats corrigés doit également étre réalisé pour
estimerI'IM de la méthode dans ces conditions. Cet outil de
calcul permet également de modéliser Iévolution de I'M
de la méthode d'analyse en fonction de la concentration
Y. Nous l'avons modélisée d'apres une fonction puissance
qui est le modéle mathématique le plus adapté en chimie
analytique. Cette équation permet le calcul de I'lM pour
tout futur résultat de mesure obtenu. Elle est exprimée
sous forme d'incertitude élargie (VIM 2012, §2.35) qui cor-
respond au produit d'une incertitude type composée (VIM
2012,82.31), notée, par un facteur d'élargissement égal a
2. L'incertitude élargie ainsi obtenue permet de définir les
bornes d'un intervalle dans lequel on retrouve 95 % des va-
leurs mesurées. Il s'agit de I'expression recommandée pour
une mesure etson IM :

u(y) = by« (1)

Plan de validation utilisé pour le profil
d’exactitude

Le plan de validation a été établi pour valider la méthode
d'analyse de la progestérone plasmatique et comprenait :
- 3 séries de mesures réparties en 3 jours non consécutifs ;
- 3 répétitions par série ;

- 5niveaux de concentration ;

Echantillons de validation

Pour réaliser nos essais, nous ne disposions pas d'échan-
tillons de validation de type MRC (matériel de référence
certifié), qui représente la situation idéale pour valider une
méthode d'analyse, ni de plasma déplété en progestérone
avec lequel nous aurions pu créer des niveaux de concen-
tration par ajouts dosés, qui est une solution alternative
intéressante. Dans ces conditions et pour poursuivre notre
étude, nous avons fait le choix d'utiliser un échantillon a
teneur élevée (dont la valeur a été mesurée par un autre
laboratoire) que nous avons dilué. Il a été obtenu dans le
cadre d'une expérimentation antérieure sur I'étude du cy-
cle de reproduction de vaches avec un régime alimentaire
restreint. Des prélévements sériés ont été réalisés pour cela
et cet échantillon a été sélectionné pour notre étude car son
taux de P4 était élevé et son volume suffisant pour réaliser
nos essais. Cette approche permet de créer des niveaux de
concentration, dont les intervalles représentent des repéres
fiables que I'on peut utiliser pour estimer la sensibilité de la
méthode d'analyse (VIM 2012, §4.12). Nous avons réalisé
les dilutions suivantes, 100 %, 75 %, 50 %, 25 %, 10 % avec
de I'eau ultra pure pour obtenir un gradient de concentra-
tion décroissant. Chaque dilution a été réalisée indépen-
damment a partir d'un volume de plasma correspondant
prélevé dans le pool de référence. Ainsi, ont été élaborées
les concentrations nominales suivantes : 10.68,8.01,5.34,
2.67,1.06 ng.ml". Cela a permis de couvrir la plage des va-
leurs physiologiques susceptibles d'étre rencontrées chez
la vache laitiére et de collecter 45 données pour établir le
profil d'exactitude (3 répétitions * 3 séries * 5 niveaux = 45
valeurs mesurées).

Profil d'exactitude et modélisation
de l'incertitude de mesure

Cette premiére étape métrologique qui consiste a valider la
méthode d'analyse d'aprés les exigences de la FDA a été réa-
lisée aprés une phase de mise au point. Elle a consisté a iden-
tifier et @ maitriser les sources de variabilité liées aux étapes
nécessaires a la mise en ceuvre de la méthode danalyse, de
facon a disposer d'un mode opératoire optimisé et stabilisé.
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Un premier profil d'exactitude a montré que la méthode
d'analyse présente un biais négatif davantage exprimé pour
les valeurs faibles (Figure 4). Pour que cette méthode soit
rendue valide, il a fallu apporter un facteur de correction
(comme décrit précédemment) qui est représenté dans
la Figure 5. Lanalyse de la modélisation de la sensibilité
obtenue (Figure 5) a été réalisée comme décrit dans
Andanson et al. (2018). Dans la fonction affine (Figure
5), qui représente le biais de mesure, la composante
proportionnelle, dont la valeur est 1.038, soit trés proche
de 1, démontre que la méthode d'analyse ne présente pas
de défaut de sensibilité sur tout le domaine de validation,
ce qui pourrait avoir un impact au regard de l'objectif de
notre étude. Cest en effet cette composante du biais de
mesure, qui d'apres la loi de propagation de l'erreur (GUM,
2008), influence la taille de I'lM et définit directement la
capacité de la méthode d'analyse a discriminer, cest-a-dire
dans notre situation, a détecter un changement du taux
de progestérone. Il est également estimé une composante
constante dans le biais de mesure, dont la valeur est
-0.3992 ng.ml", son expression est davantage rendue
visible sur le profil d'exactitude au niveau des faibles teneurs
car I'exactitude est représentée en pourcentage. Nous avons
choisi de la corriger de facon a ce que l'exactitude de nos
valeurs soit conforme aux exigences de la FDA. Elle est
sans effet sur l'objectif de I'étude, car elle n'intervient pas
dans la capacité a discriminer des valeurs mesurées par la
méthode d'analyse. Elle induit uniquement un décalage
systématique des valeurs mesurées que nous compensons
avec un facteur de correction, cest-a-dire I'ajout de 0.4
ng.ml™ a ces valeurs. En chimie analytique, elle est définie
par le terme de « blanc » et son origine comme proposé
dans Andanson et al. (2018) est souvent multiple : blanc
réactif, concentration endogeéne, interférence, etc. Ainsi un

nouveau profil d'exactitude a été recalculé (Figure 6) ce qui
permet de rendre la méthode valide. Désormais, toutes les
mesures obtenues par cette méthode seront corrigées par ce
facteur, c'est-a-dire que leur valeur sera systématiquement
augmentée de 0.4 ng.ml" afin d'obtenir une détermination
plus exacte de la concentration de progestérone dans le
plasma. Pour notre méthode, le domaine de validité de la
concentration plasmatique de progestérone chez la vache
laitiere est compris entre 1.11 ng.ml" et 11.1 ng.ml".
La fonction d'incertitude élargie a été obtenue a partir des
résultats du profil d'exactitude corrigé (Figure 6). Cette
fonction relie l'incertitude de mesure et la concentration en
progestérone, et permet de déterminer le SD (Figures 6 et
7). Selon la notation proposée, Y représente la concentra-
tion de progestérone plasmatique mesurée en ng.ml" et
U(Y) son incertitude élargie :

U(Y) = 0.2004 Y°-¢84 (2)
Lestimation de I'lM pourrait cependant étre améliorée a
I'avenir, d'une part en ajoutant au profil d'exactitude des
échantillons de validation ayant des concentrations supé-
rieures au dernier point proposé de 11.1 ng.ml", afin d'élar-
gir le domaine de validation. En effet, apres les essais de
validation de la méthode, des échantillons de plasma avec
des concentrations en progestérone supérieures a 11.1 ng.
ml"ont été analysés, ce qui nécessite de mieux estimer
I'IM. D'autre part, d'autres sources d'incertitude pourraient
étre intégrées a son estimation telles que I'lM de I'échantil-
lon de référence, celles liées aux échantillons de validation
dont les étapes de dilution nécessaires a leur préparation
sont des sources de variabilité et I'TM du facteur de correc-
tion.
Cette premiére étape a montré que la méthode d'analyse
est validée d'apres les exigences de la FDA. Il a été néces-
saire pour cela de réaliser deux profils d'exactitude.

Figure 4. Profil d'exactitude de la méthode d'analyse ELISA de la progestérone bovine plasmatique en ng.ml-1 avant correction.

i NOV'AE Numéro Régulier #1. Avril 2025




Figure 5. Droite de justesse et fonction affine d'ajustement lineaire de la progestérone plasmatique en ng.ml-1, dont la composante constante
(biais systématique) correspond au facteur de correction.

Figure 6. Profil d'exactitude de la méthode d'analyse ELISA de la progestérone plasmatique apres correction (dans notre cas seule la compo-
sante constante ou biais systématique est utiliseée pour corriger les valeurs mesurees).

Figure 7. Incertitude élargie en fonction du niveau de progestérone dans le plasma bovin en ngml*
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Seconde étape : validation de la
méthode de dosage en tant que
méthode de référence pour étalonner
le biocapteur

Il s'agissait d'évaluer la capacité de la méthode d'analyse
a décrire fidelement 'évolution du taux de progestérone
plasmatique afin que les valeurs mesurées puissent servir
de référence pour I'étalonnage du biocapteur. Pour cela le
seuil de discrimination de la méthode d'analyse a été esti-
mé a partir de 'analyse d'échantillons de plasma obtenus
lors des phases lutéale et folliculaire du cycle ovarien (cf. pa-
ragraphe : Origine et traitement des échantillons de plasma
bovin). Ce critere permet d'évaluer la fiabilité de la méthode
danalyse a détecter cette transition entre phases du cycle
ovarien et de la valider en qualité de méthode de référence.

Seuil de discrimination (SD) de la méthode
d'analyse

Le SD est défini comme « la plus grande variation d'une
valeur mesurée d'une grandeur qui n'entraine aucun chan-
gement détectable de l'indication correspondante » (VIM
2012, §4.16). 1l correspond a la plus grande variation de
cette grandeur non détectable par une méthode d'analyse.
Il est utilisé dans I'étude pour valider la méthode d'analyse
de la progestérone dans le plasma pour estimer sa capacité
a détecter les changements naturels des taux de progesté-
rone lors d'un cycle ovarien.
Afin de l'estimer, nous avons utilisé la formule de calcul pro-
posée par Andanson et al. (2019).
SD = 2xuc(C, )=U(C,) (3)
C, correspond au changement du taux de progestérone
entre Y, lateneurinitiale, et Y, lateneurfinale. Noté :
CY=Yﬁn'Yinit (4)

U(C,) représente l'incertitude élargie a 95 % de I'M de
la valeur de ce changement de concentration, obtenue
dapres:

U(C,) = 2x\[uc (Y,

in

)+ uc? (Y, )(5)
Les valeurs des incertitudes types composées uc(Y, ) et
uc(Y, ) sontobtenuesa partir des feuilles de calcul de 'ou-
til Excel® du profil d'exactitude® a l'onglet bilan a partir de
leur incertitude élargie.
La méthode d'analyse de la progestérone dans le plasma
détectera un changement de concentration entre Y, et
Y, lorsque:

SD<C,(6)

Origine et traitement des échantillons
de plasma bovin

De facon a disposer d'échantillons plasmatiques permettant
de décrire I'évolution de la progestérone pendant les phases
lutéale et folliculaire du cycle ovarien, des prélevements
sanguins sériés ont été réalisés sur 10 vaches multipares
de race Holstein. Lensemble des procédures expérimen-
tales a été réalisé en accord avec la directive européenne
2010/63/EU sur la protection d'animaux utilisés a des fins
scientifiques et approuvé par le ministére frangais de I'En-
seignement supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation
apres avis favorable du comité d'éthique en expérimenta-
tion animale local (protocole référencé sous le numéro APA-
FIS #15401-2017062616304407 v5). Quarante-huit jours
apres vélage, un traitement hormonal d'induction de I'ovu-
lation a été appliqué afin de controler le début des cycles
ovariens (protocole PRID® Delta + PMSG (Med'Vet, 2021) :
pose du PRID® Delta 1,55 g Systeme de diffusion vaginal
pour bovins (Ceva Santé animale, France) a J-7, injection de
prostaglandines (PGF2a) a J-1 SYNCROPROST 0,250 mg/
ml solution injectable pour bovins, chevaux, porcins et
chévres (Ceva Santé animale, France, retrait du PRID® Delta
aJ0, injection de PMSG & JO SYNCRO-PART® PMSG 500 UI
Vaches laitieres (Ceva Santé animale, France)). Des préléve-
ments de sang sériés ont été réalisés toutes les 4 a 6 heures
pendant 10 jours entre 7h30 et 21h00. Ils ont commencé
2 jours avant le retrait du PRID® DELTA (J-2) a 7h30 (T0). Le
sang a été prélevé par ponction a la veine caudale avec des
tubes de 9 ml contenant de I'héparine de sodium (Greiner
Vacutest VK109SH 9ml (Labelians, France)).

Le plasma a été séparé par centrifugation a 3000 g pendant
20 min a +4°C, et a ensuite été distribué dans des micro-
tubes de 500 ml qui ont été congelés a-20°C.

Les échantillons de sang d'une vache ayant bien répondu
au traitement hormonal ont été sélectionnés pour valider la
méthode de dosage.

Utilisation de I'incertitude de mesure (IM) et
du seuil de discrimination (SD) de la méthode
d'analyse pour valider sa capacité

a décrire I'évolution du taux de progestérone
plasmatique

La seconde étape métrologique démontre I'adéquation des
performances de la méthode de dosage de la progestérone
au besoin de I'étude. Pour la vache étudiée, les IM des va-
leurs de concentration en progestérone mesurées au cours
du cycle ovarien (en fin de phase lutéale puis en phase folli-
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culaire) ont été estimées d'apres la formule (2) et sont repor-
tées sur la Figure 8 afin de matérialiser l'incertitude élargie
al'intérieur de laquelle se trouvent les valeurs mesurées de
progestérone avec une probabilité associée de 95 %. Cette
représentation démontre visuellement que la méthode de
dosage permet de suivre objectivement les changements
du taux de progestérone plasmatique pour un individu
donné. Le profil de progestérone plasmatique décrit par
notre méthode en fin de phase lutéale et en phase follicu-
laire est cohérent, tant du point de vue des concentrations
mesurées que de l'amplitude de leurs variations, avec ceux
décrits dans la littérature (Martin et al., 2013).

Enoutre, le SD calculé d'aprés I'!M (Tableau 1), apporte une

validation statistique a la capacité de la méthode a décrire
précisément le phénomene étudié, en démontrant sa capa-
cité a détecter significativement de faibles changements du
taux de progestérone. Cet exemple montre que le SD est in-
férieur dans de nombreux cas a la valeur des changements
observés, ce qui permet un suivi pertinent de I'évolution du
taux de progestérone (derniere colonne du Tableau 1). Ceci
peut se traduire en situation réelle par le fait qu'il suffit de
trés peu de temps dans I'avancement du cycle ovarien pour
percevoir un changement du taux de progestérone. Cette
capacité fait de la méthode de dosage validée un outil ef-
ficace pour détecter précocement un changement dans le
profil hormonal.

Figure 8. Profil de progestérone plasmatique, en ng.ml* d'une vache laitiere, déterminé par la méthode de dosage ELISA développée dans
l'etude, et matérialisation de lincertitude élargie (courbes hachurees) obtenue avec l'IM de la méthode, contenant les valeurs réelles avec une
probabilité de 95 %. La période de temps représente les 5 premiers jours sur les 10 jours de prelevements realises, c'est-a-dire a partir de J-2

jusqu'a J3.
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Tableau 1. Evaluation de la discrimination entre les valeurs successives de progestérone plasmatique pendant les
phases lutéale et folliculaire, d'aprés le SD calculé suivant la formule (3), uc(y) obtenue a partir de la formule (2) et un
coefficient d'élargissement k égal a 2. Les valeurs utilisées sont issues des 5 premiers jours des 10 jours de préléve-
ment, de J-2 (7h30 =T0) a J3.

Chronologie des pré- . Différence absolue en C .
s Progestérone _ 5 Discrimination possible ?
levements (heures) lasmatique  uc(y) ) ng.mi"(par rapporta (Par rapport alavaleurdela
de J-2(7h30=T0) P (1] y la valeur de la ligne ‘pp .

513 ng.ml Diecadents) ligne précédente)

T0=7h30=J-2 12.70 0.59 . . .

T1=11h 11.15 0.52 1.57 1.56 non

12 =16h 11.68 0.54 1.50 0.53 non

13=21h 10.50 0.49 1.46 1.18 non

T4 =7h30 = J-1 13.06 0.60 1.55 2.56 oui

15=11h 8.56 0.40 1.45 4.50 oui

T6 = 16h 6.96 0.33 1.04 1.60 oui

T7=21h 4.87 0.23 0.80 2.09 oui

18 =7h30=J0 3.99 0.19 0.60 0.88 oui

19=11h 1.83 0.09 0.42 2.16 oui

710 = 16h 1.56 0.08 0.24 0.27 oui

T11=21h 0.84 0.04 0.18 0.73 oui

T12=7h30=J1 1.00 0.05 0.13 0.17 oui

T13="11h 1.44 0.07 0.17 0.44 oui

T14 =16h 1.53 0.08 0.21 0.09 non

T15=21h 1.07 0.05 0.19 0.46 oui

T16=7h30=J2 1.29 0.06 0.17 0.22 oui

T7=11h 0.84 0.04 0.15 0.45 oui

T18 =16h 0.88 0.04 0.12 0.04 non

T19=21h 0.67 0.03 0.11 0.27 oui
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Conclusion

Lobjectif de cette étude était de valider notre méthode de
dosage ELISA de la progestérone plasmatique bovine en
qualité de méthode de référence dans notre laboratoire
pour étalonner un biocapteur électronique embarqué qui
devrait permettre de quantifier la progestérone en continu
chez lavache.

Dans notre démarche de validation, la premiére étape mé-
trologique a eu une double utilité. Elle a permis de démon-
trer que notre méthode de dosage est conforme sur le plan
de son erreur de mesure aux exigences de la FDA. Puiselle a
permis de modéliser son IM qui est utilisée pour la seconde
étape métrologique. Pour cela, la réalisation d'un profil
d'exactitude a permis de visualiser graphiquement que les
performances de la méthode de dosage sont conformes
a celles qui font consensus sur le plan international pour
cette famille de méthodes biochimiques. C'est une vérifi-
cation de conformité. Elle correspond a un raccordement
métrologique qui garantit que le laboratoire dispose d'un
systtme de mesure fonctionnel, dont les performances
sont équivalentes aux systémes de mesure similaires uti-
lisés dans d'autres laboratoires. La modélisation de I'lM est
réalisée automatiquement lors de I'élaboration du profil
d'exactitude avec l'outil Excel mis a disposition a INRAE.

Nous avons également comparé les performances de notre
méthode, sur le plan de l'incertitude de mesure, avec deux
méthodes d'analyse ELISA développées a INRAE (Canepa et
al, 2008 ; Laclie et al., 2022). Pour réaliser cette compa-
raison, nous avons estimé I'incertitude de mesure élargie
de ces deux méthodes a partir des informations publiées.
Dans le premier article, la méthode d'analyse est validée de
0.4 ng.ml"a 10 ng.ml™ et la dispersion des valeurs est ex-
primée en CV % dans des conditions de répétabilité. Elle est
observée a 10 % sur le domaine de validité, ce qui corres-
pond, exprimée en valeur d'incertitude élargie, a 20 % avec
un coefficient d'élargissement k=2. Dans le second article,
la dispersion dans des conditions de reproductibilité est es-
timée sous la forme de SEM (standard error of the mean)
qui daprés les données disponibles permet de revenir a
uneincertitude élargie de 46 % pour une valeur de contréle
a 1.3 ng.ml". D'aprés l'estimation de l'incertitude élargie
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de notre méthode d‘analyse, pour cette méme valeur de
contréle il est obtenu 9,2 %. Cette comparaison nous per-
met également de vérifier que la performance de notre
méthode d'analyse en matiére de dispersion estacceptable.

La seconde étape métrologique a permis de valider la
méthode de dosages en qualité de méthode de référence
dans notre laboratoire pour étalonner le futur biocapteur.
Le SD estimé dans |'étude, pendant la fin de phase lutéale
et la phase folliculaire d'une vache laitiere, a démontré la
capacité de la méthode a décrire fidelement Iévolution du
taux de progestérone plasmatique. Cette méthode d'ana-
lyse permet une description suffisamment fiable du profil
de progestérone plasmatique pendant le cycle ovarien, ce
qui permet de répondre a l'objectif scientifique du projet
SmartRepro : valider le futur biocapteur par comparaison a
notre méthode d'analyse de référence.

Perspectives pour de futurs projets
de recherche

Cette méthode d'analyse de la progestérone, dont le colit
de mise en ceuvre est trés faible, permettra de disposer
dans notre laboratoire d'un outil analytique supplémen-
taire pour les projets de recherche futurs. Au-dela de cette
étude, la validation par le profil d'exactitude permettra d'ex-
primer les futures valeurs mesurées sous la forme de résul-
tats de mesure (VIM 2012, §2.9), c'est-a-dire en y associant
I'information concernant le biais de mesure etles IM corres-
pondantes qui sont les composantes de |'erreur de mesure.
Ces informations permettront de prendre des décisions des
la conception des expérimentations. Il sera possible de faire
appel ou non a la méthode d'analyse d'apres son adéqua-
tion aux objectifs analytiques des études, notamment en
calculant rapidement les IM des valeurs de progestérone
qui seront potentiellement obtenues et le SD correspon-
dant dans le cas ot des changements de valeurs seraient a
observer. Le calcul du SD permettra également d'optimiser
les schémas expérimentaux en calculant avant les expéri-
mentations I'effectif minimal « n » d'animaux a utiliser pour
annuler l'effet de I'erreur de mesure de la méthode d‘ana-
lyse (Andanson et al,, 2018, Andanson et al., 2019, Alvarez
etal,2021).
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