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L'envoi, en même temps que les sérums faisant l'objet de 
1 'essai, d'un protocole détaille et d'une fiche réponse où 
seront précisés les réactifs employés et les conditions exac- 
tes de réalisation de l'épreuve est indispensable. 

Il y a intérêt à répéter l'épreuve trois ou quatre jours 
de suite et à Ileffectuer simultanément sur un sPrum d c  rdfé- 
rence. 

Cet exposé repose sur les observations effectuées à 
l'occasion de trois essais comparatifs sur le diasnostic sé- 
rologique de la Brucellose, organisés par le Laboratoire Cen- 
tral de Recherches Vétérinaires et realisés avec la coopération 
des Directeurs des Laboratoires Départementaux d'Analyses 
Vétérinaires. 

Ces observations sont, les unes d'ordre pratique, les 
autres d'ordre méthodologique. 

1 - OBSERVATIONS D'ORDRE PEATIQliF: ............................. ............................. 
- Origine des sérums : ils provenaient de hovins naturel- 

lement infectés. L'emploi de sérums d'animaux vaccinés ou 
récemment infectés a été évité de peur qu'ils ne soient riches 
en IgM moins stables que les IgG. 

- Traitement des sérums : ils avaient été stérilisés par 
filtration. Lors des deux premiers essais, ils avaient été 
ultérieurement lyophilisés ; certaines différences dans les 
résultats observées d'un laboratoire à l'autre ayant été im- 
putées au fait qu'ils n'avaient pas été repris exactement dans 
les mêmes conditions, ils ne l'ont pas été dans le troisième. 

- Codage des sérums : lors du rlernier essai, 4 sérums ont 
été adressés à 88 Laboratoires ; 352 étiquettes ont été numérotées 



de 1 à 352 puis tirées au sort pour être collées sur chaqiie 
ampoule. 

- Délai maximal de réponse : lors du dernier essai il a 
été demandé que les résultats parviennent au Laboratoire Cen- 
tral de Recherches Vétérinaires dans le mois suivant l'envoi 
des sérums. 

Modes de conditionnement et d'envoi des s6rurns : ils ont 
été répartis dans des flacons à pénicilline (Sml). Ceux-ci 
ont été expediés dans de simples enveloppes matelassées lorsque 
les sérums étaient lyophilisés et dans des boîtes métalliques 
lorsqu'ils ne l'étaient pas. Les envois ont été effectués en 
dehors des périodes de vacances et de travail intense, prophy- 
laxie de la brucellose en zone charolaise par exemple. 

Envoi d'un protocole détaillé et de recommandations par- 
ticulières concernant l'épreuve : d'une fac;on eénérale, il est 
jndispensable. En ce qui concerne la séro-agglutination QrFcel- 
lique et le diagnostic sérologique de la Brucellose en general, 
cette question ne devrait toutefois pas se poser, les techniques 
à employer ayant été décritesdans l'annexe de l'arrêté ministé- 
riel du 3 juin 1,966 relative b l'utilisation des anti~ènes ùru- 
celliques. 

Il est necessaire , en revanche, d'envoyer un niodsle de fiche 
réponse indiquant : 

- la date d'envoi et la date de réception des sérums, 
- les réactifs employés, en particulier l'antigène (nom di1 fa- 
bricant, numéro du lot, date de péremption), 
- les conditions de réalisation de l'épreuve (température et 
temps d'incubation). 

Des recommandations particulières peuvent Gtre effectuées 
pour la séro-agglutination brucellique au sujet du réglage des 
machines. 

Analyse des résultats obtenus : lorsque plusieurs antigènes 
ont été utilisés lors des essais, il y a interêt à effectuer 
cette analyse antigène par antigène. 

. 
Lorsque l'on utilise les machines, les dilutions sériques 

finales vont de 1/10 à 11160. Il est alors souhaitable que le 
titre en Unités Internationales ( U . I . )  des sérums soumis à l'es- 
sai soit tel que, compte tenu des différences ohservées d'un 
laboratoire à llautre,les taux d'agglutinatjon obtenus soient 
compris entre + à 1/10 ( 1 3  O.I.) et +++ R 1 / 1 F O  (280 U.1. )  ce 
qui permet de calculer la moyenne géométrique des titres et de 
déterminer les limites de confiance des réponses pour un sérum 
et un antigPne donnés,comme il est indiqué dans le tableau sui- 
vant. 



Tableau 1 : Résul ta ts  obtenus par  l e s  d i f f é r e n t s  l abora to i res  en séro-agglut inat ion 
avec un sérum e t  4 ant igenes : t i t r e s  en u n i t é s  in ternat ionales ,  moyennes géomé- 
triques d e  c e s  t i t res  e t  l i m i t e s  de confiance. 
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11 e s t  poss ib le  d e  donner une représenta t ion  graphique des  r é s u l t a t s  en 
indiquant pour chaque sérum e t  éventuellement pour chaque antigene en 
absc i s se  les logarithmes des  t i t r e s  U.I. e t  en ordonnées, l e  nombre 
d'épreuves ayant  donné un t i tre déterminé. La d i s t r i b u t i o n  s ' e f fec tue  
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par  des  f lsches.  
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- Difficultés recentrées lors des essais : elles concernent 
essentiellement la stabilité du titre des sérums. 

- Améliorations obtenues : elles résultent surtout de l'en- 
voi d'une fiche réponse précisant les réactifs employés et les 
conditions dans lesquelles l'épreuve a réellement été effectuée. 

11 - OBSERVATIONS D 1 0 R D R ~ - ~ E T H ~ ~ ~ ~ ~ J Q ~ ~  
~ ~ ~~~~- - -- ~ ................................... 

Choix des sérums et constitution du lot: 

Il serait possible de n'envoyer qu'un se111 sérum de titre 
moyen mais il est préférable d'envoyer plusieurs échantillons : 

- un sérum négatif, 
- un sérum de titre limite (30 1 J . I .  environ) 
- un ou mieux deux sérums netternent positiîs. 

Le volume des échantillons à envoyer dépend du nombre 
d'épreuves que l'on souhaite réaliser avec chacun d'eux., L'ex- 
périence prouve que, lorsque l'on répète l'épreuve le même jour 
sur un échantillon déterminé, en opérant correctement on obtient 
toii.joiirs le même résult:~t.. Cettc rÊpGtition cfre~tiiCc le même 
jour ne présente donc pas beaucoup d'intérêt. En revanche,il est 
intéressant de la répéter trois ou quatre jours de suite afin de 
déterminer l'influence éventuelle du facteur temps sur le titre du 
sérum unefois le flacon ouvert.11 est alors utile dfemp16yer si- 
multanément un sérum de référence pour comparer l'évolution des 
titres. 

Critères de jugement des résultats. 
Les titres compris entre les limites de confiance pour 95 % 

des réponses peuvent être considérés comme "normaux" ; ceux qui 
sont en dehors de ces limites de confiance doivent être considérés 
comme "anormaux" et par conséquent non satisfaisants. 

Détermination du seuil de positivité à retenir 
Il faut disposer de sérums provenant : 

- les uns d'animaux indemnes appartenant à des cheptels indemnes, 

- les autres d'animaux à différents stades de ,,'infection et 
d 'znimaux vaccinés. 

On effectue alors deux histogrammesà partir des résultats 
. 

obtenus avec ces deux séries de sérums, les titres étant portés 
en abscisse et le nombre de sérums ayant foiirni ce titre en 
ordonnée. 

Le seuil de positivité est déterminé en superposant les 
deux histogrammes : il correspond au titre pour lequel le che- 
vauchement est le plus faible. Si on l'abaisse, on augmente la 
sensibilité ; si on l'élève on augmente la spécificité. 9 n  peut 
également définir une zone de suspicion correspondant aux titres 
pour lesquels on observe un chevauchement. 



Pri.l>aration d'iin sériim de r6l'ércnce : ci,tiime i l ;i 6 t h  pi'6ce- 
demment indiqué, pour obtenir un séruiii de-t.i t1.r sl.~il~lt?, i 1 coirv icnt 
de s'adresser des animaux présentant Urie i.ril'<!cl.ioii ~:liri~ilique C L  
non à des animaux récemment infectes oit vaccinés. 

Si le titre du sérum est assez éleve ( + b  i 1 /RO i~li pliiy), il 
se maintient généralement bien après lyopliit i s~ i t  iori. I4:n r~~va~ic:lic, 
si on dilue un tel sérum pour obtenir uri s6ïiirri ilc tilt-<? lirnitc 
( + +  A 1/20 soit 30 [J. 1. avec l'antigène qiie nous utilisons). ce 
qui est pratique pour l'emploi, l'expérience pïouvc que sua t i t r e  
peut baisser assez rapidement. 
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DISCUSSION ---- ---- 

Question. Les antigènes u t i l i s é s  son t - i l s  s tandardisés  ? 

Réponse. O u i ,  mais chaque aqtigène e s t  s tandardisé  par  rappor t  à un sérum 
p i r t i c u l i e r  ; comme l e s  p r o p r t l o n s  r e l a t i v e s  des 
d iverses  c l a s s e s  d ' an t i co rps  v a r i e n t  d'un sérum à l ' a u t r e ,  il e s t  
normal que l e s  ant igènes  r éag i s sen t  différemnent avec des sérums a u t r e s  
que l e  sérum é ta lon  spécif ique de l ' an t igène ,  sérum dont l a  composition 
propre est unique. 

Q. Y-a-t-il un cont rô le  de l a  q u a l i t é  des  antigènes produi ts  dans l e  
commerce ? Peut-on proposer des  modificat ions aux producteurs pour 
q u ' i l s  homogénéisent l e u r s  produi ts  ? 

R. I l  e x i s t e  une méthode o f f i c i e l l e  de préparat ion des antigènes. Mais 
on ne peut  cont r8 ler  que l e  produit  f i n i  qui ,  en général ,  e s t  s a t l s f a i -  
sant .  Cependant, l e s  phénomènes de zone observés avec c e r t a i n s  l o t s ,  
l a i s s e n t  à penser que dans ce cas l ' an t igène  ne s e r a i t  pas formolé comme 
l e  p révo i t  l a  règlementation, mais phénolé, c e  qui  e s t  i n t e r d i t .  Encore 
f a u t - i l  pouvoir l e  prouver, ce qui  n ' e s t  pas a i s é .  

Q. S i  l ' o n  veut  s tandardiser  l a  méthode, il f a u t  absolument des  o u t i l s  
identiques. In i t ia lement ,  il a v a i t  é t é  envisagé de n ' u t i l i s e r  qu'un 
seul  ant igène fabriqué pour un seul  fournisseur.  Mais c e c i  n 'a  pas été 
retenu pour 6 v i t e r  t o u t  monopole, e t  l a i s s e r  l a  l i b r e  concurrence 
s ' exe rce r .  



Maintenant, il f a u t  que chacun respecte  l a  règlementation, emploie du 
formol, pas du phénol. D 'aut re  p a r t ,  il s a b l e  paradoxal de f a i r e  c e s  
contrbles en dehors de l a  saison de prophylaxie. C ' e s t  justement si les 
chaines d 'analyse  son t  t r a i t é e s  en rout ine ,  normalement, sans précaution 
p a r t i c u l i è r e ,  que l ' o n  pourra juger l a  valeur des  l abora to i res  dépar- 
tementaux. 

Q. Que f a i r e  puisque l e s  sérums d i t s  de référence ne t i t r e n t  p lus  l a  
valeur prévue ? 

R. En f a i t ,  l a  ba i s se  du taux d ' an t i co rps  a é t é  progressive,  su r  4 mois 
environ. I l  f a u t  reprendre l e  sérum lyoph i l i sé  non plus  dans 1 m l  d'eau 
d i s t i l l é e  mais dans 0.8 m l .  Une l e t t r e  c i r c u l a i r e  adressée aux d i rec-  
t e u r s  des l a b o r a t o i r e s  va b ien t6 t  donner c e t t e  information à tous. 

Q. La fabr i ca t ion  du sérum de référence a dii couter  f o r t  cher .  Les cont rb les  
por tent  essent ie l lement  su r  l e  s e u i l  d e  s e n s i b i l i t é  de la méthode telle 
q u ' e l l e  appara i t  dans l e s  d ive r s  labora to i res .  Pourquoi ne pas u t i l i s e r  
deux sérums de référence  : un f a i b l e ,  un f o r t  ? 

A propos de 1 ' I . B . R .  : pourquoi, en rout ine ,  un sérum fortement p o s i t i f  
l o r s  d 'un premier examen peut - i l  devenir  négatif  2 ou 3 jours p lus  t a r d ,  
l o r s  d'un deuxième examen (dans l e  même labora to i re ,  avec l e  même person- 
ne l ,  l e  même maté r i e l ,  l a  même technique) ? E t  on accuse toujours l e  
l abora to i re  de s e  tromper ! 

R. Le sérum de référence  a é t é  payé par  l e s  c a i s s e s  de l ' E t a t . . .  

Q. L ' u t i l i s a t i o n  d 'un  sérum de référence de t i t r e  f a i b l e  s 'avère  d i f f i c i l e .  
Pourrait-on s e  s e r v i r  de deux sérums p o s i t i f s  en p lus  du sérum négatif  
témoin à chaque examen ? 

R. Diluer un sérum p o s i t i f  avec un sérum négatif  peut en t ra lne r  des  
inh ib i t ions  d ' an t i co rps  qui  f o n t  chuter  l e  t i tre prévu du sérum d i lué .  

Q. A propos de l 'époque de l ' année  où s e  fon t  l e s  cont rb les  de qua l i t é .  S i  
l e  t r a v a i l  e s t  e f fec tué  dans l e  calme, il se ra  certainement mieux f a i t .  
Peut-être vaut - i l  mieux s e  "hater  lentement" que r é a l i s e r  ces  examens 
dans l * a f f o l e n e n t  généra l i sé  de l a  période des  prophylaxies. 


