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RESUME : 

L 'harmonisation des techniques séro2ogique.s pour la 
rh inotrachéi te  bovine in fec t i euse  f =  RBI = IBR) passe d'abord 
par une comparaison, dans l e s  Laboratoires de r2éférence, des r é i u l -  
t a t s  obtenus avec c e l l e s  q u i  sont l e  plus u t i l i s Z e s ,  savoir l a  
séro-neutral isat ion,  l'hémagglutination passive e t  l e  t e s t  imrnuno- 
enzymatique ELISA : selon q u ' i l  s ' ag i t  de caractér iser  ou de t i t r e r  
les  anticorps e t  seZon la nature des animaux i i n f e c t z s  naturellement 
ou expérimentalement, vaccinés) ,  on doi t  préconiser une technique 
ou une autre. La mise en place de chu.înes d'analgnes auprès des 
Laboratoires Dépnrtemeni:aw des Services Vétdrinaires e t  des Labora- 
t o i r e s  privés a permis de préciser de nombreux points pratiques 
e t  méthodologiques. 

INTRODUCTION : ------------ ------------ 

Depuis une dizaine d'années, la sérologie de la rhinotra- 
chéite bovine infectieuse ( =  RB1 = IBR) est pratiquée par un 
nombre de plus en plus grand de laboratoires, nationaux, départemen- 
taux ou privés : de 3 à 4 au début,. ce nombre est actuellement 
de l'ordre de 30 à 40. La mise en place dans certains départements 
d'un billet de garantie conventionnelle pour cette affection 
lors d'achat de bovins a donné un essor important à cette sérologie. 
C'est pourquoi à la technique initiale de séro-neutralisation 
en culture cellulaire ou SN, toujours considérée comme technique 
de référence mais difficilement décentralisable et peu performante 
pour l'examen de grands nombres de sérums, il a été nécessaire 
d'adjoindre d'autres techniques, non dépourvues, certes, de quelques 
inconvénients mais, par ailleurs, réalisables dans beaucoup de 
laboratoires, savoir l'hémagglutination passive ou HAP et la 
méthode immuno-enzymatique dite ELISA ( =  - enzyme linked immun 
sorbent assay) : dès lors que, même si une seule technique est - 
utilisée P o u r  la sérologie d'une affection, se pose le problème 
de l'harmonisation des éléments de la réaction, a fortiori ce 
problème devient-il d'une particulière complexité lorsque plusieurs. 
techniques sont mises en oeuvre et qu'aucun argument technique, 
scientifique ou économique ne permet d'exclure ou de préconiser 
l'une ou l'autre. 

Néanmoins, un essai d'harmonisation des techniques n 
été tenté en ce domaine par le Laboratoire National de Pathologie 
Bovine ( =  LNPB), à Lyon et la Chaire de Pathologie du Bétail de 
1'Ecole Nationale Vétérinaire d'Alfort, essai Fendu d'autant 



plus nécessaire qu'à la demande de la Direction de la Qualité, 
Services Vétérinaires, une chaîne d'analyses -ou contrôle de 
qualité- a été miseen place auprès des laboratoires départementaux 
et privés pour cette affection, les Laboratoires de référence 
étant justement les deux Laboratoires précités. 

1 LES ETAPES PRELIMINAIRES : ........................... 

1.1 PREAMBULE : 

Il a été mentionné qu'il existe trois techniques 
de détection des anticorps anti-RB1 : en fait, la question est 
beaucoup plus complexe, car : 

- d'une part, d'autres techniques ont été utilisées pour cette 
même recherche ; elles ont noms : immunofluorescence indirecte, 
fixation du complément, immunodiffusion en gélose ; 

- et, d'autre part, pour deux des trois techniques (SN et 
Elisa) retenues, il existe plusieurs modalités, cependant 
que pour la troisième de nombreux petits détails de réalisation 
ont pu être modïfiés : 

- pour la SN, la réaction peut être pratiquée en présence 
ou non de complément ( =  C') et,dans ce dernier cas, peuvent 
varier : 

- la nature des cellules, 
- les temps et température d'incubation, 
- la nature des supports (tubes ou microplaques) ; 

- pour l'ELISA, trois nécessaires ou "kits" sont commercialisés: 
Dynatech, Flow et Mérieux et pour chacun des deux derniers, 
deux modalités de lecture sont possibles : à l'oeil nu 
ou au spectrophotornètre. 

1.2 COMPARAISON DE TECHNIQUES : 

Devant cette multiplicité des techniques ou modalités, 
il s'est vite avéré nécessaire de comparer les résultats obtenus 
d'abord avec deux techniques et ultérieurement de façon globale. 

1.21 COMPARAISON DE TECHNIQUES OU DE MODALITES 2 A 2 : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1.211 SN et HAP : 

De telles comparaisons ont été menées depuis plusieurs 
années par le LNPB ( 1  , 2 ) ,  avec différentes modalités 
de séro-neutralisation : il en ressort que les titres 
sériques sont, selon le cas, plus élevés ou moins élevés 
que ceux obtenus en HAP. Néanmoins, si la comparaison 
porte sur le nombre de concordances (positifs dans les 
deux techniques et négatifs, également dans les deux 
techniques) on arrive au pourcentage fort satisfaisant 
de 95 0.100. 
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Figure 1 : Corrélation entre HAP et SNP24 (Séroneutralisation sur 
microplaques) 

1.212 Comparaison de deux modalités de SN : 

Par ailleurs, une comparaison entre deux modalités 
de séro-neutralisation -avec et sans complément- montre 
que l'adjonction de complément à la réaction a, pour 
effet, d'augmenter la sensibilité de la méthode qui 
détecte plus de positifs que celle sans complément (3). 

1.213 Comparaison ELISA-HAP : 
La technique de 1'HAP a fait figure, a priori, plus 

par sa simplicité que pour des raisons scientifiques 
de technique de référence car elle a été la première à 
être décentralisée. Une modalité de test ELISA a alors 
été comparée à celle-ci ( 41, ce qul a donné les résultats 
suivants (figure 2): 

- comme l'HAP, la technique ELISA est d'exécution rapide 
et permet de traiter un grand nombre de sérums à la 
fois ; 

- la technique ELISA montre une sensibilité supérieure 
à celle de 1'HAP : elle pourrait donc être utilisée 
lorsque llHAP donne des réactions douteuses, sans. pour au- 
tant, résoudre le délicat problème du dépistage des porteurs 
latents. 
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Figure 2 : Corrélation entre les titres obtenus par la méthode 
d'hémagglutination passive (HAP) et la méthode Elisa 

1.214 Comparaison. ELISA sur le sérum et ELISA sur le 
lait (d'un même animal) : 

D'un essai, encore actuellement en cours, peuvent 
se dégager déjà plusieurs conclusions : 

- le lait de vaches à sérologie positive en RB1 contient 
également des anticorps décelables par la méthode 
ELISA : la corrélation est très bonne entre les titres 
sériques et ceux du lait (coefficient de corrélation 
r = 0,94 ** )  ; 

~ ~ 

- la teneur du lait en anticorps est moins élevée que 
la teneur du sérum : à un titre sérique de 32 correspond 
un titre du lait de 4 environ, soit 8 foismoias 
(= 0,9 unité logarithmique) . 

- lorsqu'on opère sur des laits d'e mélange : 

- s'il se trouve parmi les vaches, un animal à sérologie 
fortement positive, on le détecte même si le lait 
est dilué dans 40 à 50 laits d'animaux négatifs ; 

- si, par contre, le titre sérique est faible -cas 
le plus fréquent- on ne détecte les anticorps dans 
le lait que dans la mesure où celui-ci n'est pas 
dilué au-delà de 4 ou 5 fois ( =  lait de petit mélange). 



1.22 COMPARAISON DES DIFFERENTES TECHNIQUES OU MODALITES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ENTRE ELLES : - - - - - -  
Les comparaisons prrcédentes réalisées en plusieurs 

temps ont été établbes, chacune, sur un groupe particulier 
d'animaux : il est donc impossible, à partir de ces essais, 
de vouloir comparer entre eux les résultats' obtenus avec 
des différentes techniques. 

C'est pourquoi deux comparaisons faisant appel aux 
mêmes animaux ont été effectuées : 
- l'une comportant quelque 200 sérums d'animaux appartenant 

à diverses catégories (infectés naturellement ou expérimenta- 
lement, vaccinés) : 8 modalités ou techniques sérologiques 
ont été mises en oeuvre ; 

- l'autre, encore actuellement en cours, qui a permis d e  
suivre l'évolution, dans le temps, des anticorps de diffé- 
rents types sur un groupe d'animaux infectés expérimentale- 
ment (expérimentation "DGRST") . 

1.221 Comparaison de 8 techniques ou modalités sur 
200 sérums : 

Cette comparaison a été faite sur 200 bovins environ 
appartenant à 4 groupes d'animaux : 

- bovins négatifs (pas de signes cliniques, pas d'excré- 
tion de virus, sérologie. négative); 

- veaux soumis à une infection expérimentale(avec symp- 
tômes) ; 

- bovins en contact naturel avec le virus (vaches Holstein): 
pas de signes cliniques; 

- bovins vaccinés avec un vaccin inactivé à adjuvant 
huileux (vaccination effectuée11 mois avant la prise 
de sang ) ; 

l'ensemble des sérums ayant été soumis simultanément 
R 8 techniques ou modalités : .. . . 

- séroneutralisation en microplaques : 
- sans complément, - - avec complément,O 

.a - l'hémagglutination passive @ 
- technique ELISA : 

- avec le nécessaire (=  "Kit") Dynatech, @ 
- avec le nécessaire Flow. ( @  et @ ) .  - - - avec le nécessaire IFFA-Mérieux. ( 6 et @ chacun . - 
de ces "kits" faisant l'objet d'une lecture 

- à l'oeil nu ( @ et @ 1,  
- au spectrophotomètre ( @ et @ 1. 

Deux types de résultats ont été ainsi obtenus : 
- soit un résultat de type "positif" ou "négatif" 
- soit un résultat quantitatif pour les techniques permet- 
tant un titrage sérologique. 

De la comparaison des résultats qualitatifs (t ou -), 
on peut tirer les conclusions suivantes avec leur 

signification statistique : 





- POurcenuigeS de sérms trowds positif* chez les veaux infectes 
expérimentalement : 

Le test Elisa Dynatech coinne précédemment, conduit i des resuluits 
differents de ceux des 7 autres techniques ; celles-ci ne sont 
Pas differentes les unes des autres. 

Tableau III : Class~mient des 8 nodalites de recherche des anticorps 
de la RB1 par ordre decroissant de pourcentage de positivite chez 
les veaux infecte5 experimentilement. 

i i Technique 1 Positifs 1 Négatifs I Pourcentages ' ! positifs I 

- pourcentages de serums trouves positifs chez les bovins adultes 
Holstein infestés. 

Il n'y a aucune difference entre les 8 techniques. 

Tableau IV ; Pourcentages de rdpnses positives cher les bovins 
adultes Holstein infectes. 

I 
/ Technique 

1 I I l 

/ 1 I Pourcentages 1 
I riositifs 1 

I I I 
( SGro-neutralisation 1 1 
I avec complément 1 1 1 

l I l I I 
1 Séro-neutralisation I I 11 1 29 1 2 7 . 5  1 
I avec cornolément 1 

I I I I I 
1 Elira Mérieux 1 1 
I lecture oeil 1 10 30 1 25.0 . 

1 Elisa Flow ' 9 1 31 1 22.5 1 I lecture spectro I I 
I I I I 

l 

1 lecture oeil 1 9 1 31 1 22.5 i I 

I I 
I ~ l i e a  ~ é r i e u x  
1 lecture spectro ' 1 / 3 6  1 1 1 10.0 1 
l I I I 
I I 

1 4 / 36 1 1 0 . 0  
I 

I HAP I 

I I I 
1 Elisa Mérieux 
' lerture oeil 1 O 1 100 i 

I 

i Séro-neutralisation I I 1 g7,8 1 
1 sans complément I l I 

( Elisa Flou 1 
l 44 

i 1 97.8 i 
1 lecture oeil I ! ! 
I l l 
1 Elisa Dynatech 1 44 1 1 1 97.8 1 

I 1 I 

I l I 
1 Elisa Mérieux 
/ lecture spectra 

1 1 1 97.8 i I 
I l 1 I I 
I I 
( Elisa Flou 1 I 1 ' 97.8 I 
1 lecture speetro 1 I I 



- pourcentages de sérums trouvés p o s i t i f s  chez l e s  bovins vaccinés 
depuis 11 mois. 

Les r é s u l t a t s  obtenus par  séro-neut ra l i sa t ion  avec complément sont  
s ignif icat ivement supér ieurs  à ceux que l ' o n  o b t i e n t  par  la technique 
HAP. 

Tableau V : Classement des  8 modalités de recherche des ant icorps  
de l a  RB1 par o rd re  décroissant  de p o s i t i v i t é  chez des bovins, vac- 
c inés  depuis 11 mois. 

I 
Technique 

l 
1 Pourcentages 1 ' P o s i t i f s  I Négatifs 1 I I p o s i t i f s  I 

1 E l i s a  FLow 
1 Lecture o e i l  

I 
! E l i s a  Mérieux 
1 l ec tu re  o e i l  

1 E l i s a  Flow i ' 17 15 i 
1 l e c t u r e  suect ro  

53,l I 
I I I l 

i I i i 
I - 1 
1 E l i s a  Dynatech 1 15 1 17 1 46,9 1 

I 

1 Séro-neutral isat ion 
/ sans complement 

i 17 
l5 1 i 46,3 1 I I I 

I I I I I 
I 
/ E l i s a  Mérieux 

I 

1 l e c t u r e  spect ro  
' 13 ' 19 ' 40,6 1 I I I l 

I 
1- 

I I I I 
I 



Si on fait le bilan global on constate que : 

- 35 sérums ont été trouvés négatifs dans toutes les 
techniques, 

- 67 sérums sont positifs dans toutes les techniques 
- et 86 sont positifs ou négatifs selon la technique 
employée : il s'agit, en général, de sérums faiblement 
positifs, voire à la limite de positivité ; l'analyse 
de variance et le test F effectuéssur ces résultats 
montrent que les variations dues aux sérums sont à 
la limite de la significativité alors que les variations 
dues aux techniques sont plus importantes. 

En appliquant, aux données relatives aux titres sériques 
obtenus avec les 86 sérums trouvés "positifs" ou "négatifs" 
selon la technique, le test de corrélation de rang et 
en calculant le coefficient de corrélation de Kendall 
(rappelons que ce coefficient dont la valeur est comprise 
entre O et 1 permet de mesurer le degré de concordance 
entre plusieurs séries de mesures d'un échantillon, 
sa valeur étant d'autant plus proche de 1 que la concordance 
est grande), on peut noter qu'il existe : 

- une concordance très forte entre les techniques : 
- Elisa Mérieux/Elisa Flow : c = 0,78 
- séro-neutralisation avec complément/Elisa Flow: 
c = 0,74 

- séro-neutralisation avec complément/séro-neutralisation 
sans complément : c = 0.67 

- séro-neutralisation avec complément/Elisa Mérieux: 
c = 0,67 

- une concordance moins parfaite entre : 
- séro-neutralisation sans complément/Elisa Flow: 
c = 0,59 

- Elisa Mérieux/HAP : c = 0,55 
- séro-neutralisation sans complément/Elisa Mérieux 
c = 0,55 

- Elisa Flow/HAP : c = 0,54 
- séro-neutralisation avec complément/HAP : c = 0,52 
- sér-O-neutralisation sans complément/HAP : c = 0,48 

Les conclusions générales de cet essai comparatif 
(200 sérums environ, 8 techniques) peuvent être formulées 
ainsi : 

- il parait judicieux d'éliminer la technique Elisa 
Dynatech car : 

- le nombre de sérums trouvés positifs est anormalement 
élevé ; 

- la technique trouve positifs des sérums qui sont 
négatifs dans toutes les autres techniques ; 

- d'après les utilisateurs les résultats obtenus 
ne sont pas toujours reproductibles ; 



- cette exclusion étant effectuée, toutes les techniques 
donnent des résultats identiques pour caractériser 
les anticorps, sauf s'il s'agit de détecter des anticorps 
chez des animaux vaccinés depuis longtemps : dans 
ce cas,les techniques HAP et SN sans complément 
sont nioins sensibles que les autres : 

- pour le titrage des anticorps, trols éventualités 
se présentent : 

-sérums négatifs ou à la limite de positivité : 
les techniques Elisa sont très bien appropriées ; 

- sérums faiblement positifs : trois techniques sont 
les plus sensibles : Elisa Flow, Elisa Mérieux, 
SN avec complément ; 

- sérums fortement positifs : toutes les techniques 
sont utilisables, 

1.222 Expérimentation DGRST : 

La Délégation. Générale à la Recherche Scientifique 
et Technique (DGRST) a demandé à divers organismes d'étudier 
certaines méthodologies en vue d'harmoniser des techniques 
utilisables en épidémiologie animale : à cet effet, une ex- 
périmentation est actuellement menée conjointement 
par le LNPB, la Chaire de Pathologie du Bétail de 1'Ecole 
Nationale Vétérinaire dtAlfort (Pr ESPINASSE) et 1'IFFA- 
Mérieux. Elle consiste à réaliser un suivi clinique, 
sérologique et virologique de bovins inoculés expérimenta- 
lement et recevant ou non des corticoïdes, ceci afin 
de suivre l'apparition des anticorps selon la technique 
sérologique appliquée et de déterminer, si possible, 
une "unité sérologiq~ie" hémagglutinante, séro-neutralisante, 
ou Elisa. 

2 INFORMATIONS PRATIQUES : ......................... ......................... 

2.1 LES SERUMS : 

Tous les sérums sont obtenus sur bovinç. 
Les sérums positifs proviennent : 

- soit d '  animaux infectés naturellement, 
- soit d ' animaux inoculés expérimentalement, 
- soit d ' bovins vaccinés. 

Quant aux animaux négatifs, ils doivent répondre 
à l'ensemble des critères suivants : 

- ne présenter, au cours d'une période d'observation prolongée 
(plusieurs mois). aucun signe clinique pouvant Ctre rapporté 
à la rhinotrachéite bovine infectieuse, 



- avoir une sérologie négative, quelle que soit la technique 
mise en oeuvre, 

- ne jamais excréter de virus, même après injections répétées 
de corticoïdes. 

2.2 LE TRAITEMENT DES SERUMS : 

Les sérums recueillis après centrifugation sont chauffés 
à 56°C. Ils ne subissent aucune filtration et aucun antiseptique 
ne leur est ajouté. Actuellement, les sérums ne sont pas lyophill- 
sés mais conservés tels quels à -25°C. Pour l'expédition aux 
Laboratoires désirant participer aux chaînes d'analyses, les 
sérums sont maintenus à basse température grâce à de la glace 
carbonique. 

Il est important de noter que les sérums ainsi envoyés 
ont toujours été des sérums non dilués, ceci afin qu'ils ressem- 
blent le plus possible aux sérums obtenus sur le terrain. 

2.3 CODAGE DES SERUMS : 

Il a été procédé, lors de la première chaine d'analyses, 
à un codage des sérums, chaque sérum étant affecté d'un numéro. 

Ultérieurement, il est vraisemblable qu'un même sérum 
sera utilisé plusieurs fois -sous différents numéros- au cours 
d'une même chaine d'analyses et il n'est pas impensable que 
pour ces sérums, il soit demandé un deuxième examen à effectuer 
1 ou 2 semaines après la premier, ceci afin de calculer les 
variations : 

- à l'intérieur d'un même titrage, 
- d'un titrage à l'autre. 

Quant à la question de savoir s'il est nécessaire 
de changer, pour un même sérum, le numéro d'un Laboratoire 
à l'autre. nous estimons que les risques d'erreur d'étiquetage 
sont supérieurs à ceux d'une communication, entre Laboratoires, 
du résultat d'examen : c'est pourquoi nous avons proscrit 
un tel procédé. 

2.4 TECHNIQUES SEROLOGIQUES PROPOSEES : 

Ainsi que cela a été mentionné plus haut, il ne parait 
pas judicieux d'imposer l'utilisation d'une seule technique 
à l'ensemble des Laboratoires pratiquant la sérologie de la 
RBI. 

En pratique, la séro-ne~itralisation reste l'apanage 
de Laboratoires -ils sont très peu nombreux- pratiquant, 
de façon courante, les cultures cellulaires. Le choix entre 
HAP et Elisa se fait sur des crjtères techniques ou économiques. 

En tout état de cause, les deux techniques sont proposées 
aux Directeurs de Laboratoire après des stages organisés au 
LNPR. 



2.5 DIFFICULTES RENCONTREES : 

S'il n'y a aucune difficulté à obtenir des sérums 
fortement positifs, il n'en va pas de même pour les sérums 
faiblement positifs et pour les sérums négatifs : 

- les serums faiblement positifs ne sont pas d6tectés par 
toutes les techniques : le seuil de positivité risque donc 
de varier selon la technique retenue ; 

- quant aux sérums négatifs, ils doivent provenir d'animaux vérifiés 
simultanément sur trois plans, clinique, sérologique et virologique, 
d'où un travail lourd d'investigation. 

2.6 AMELIORATIONS : 

Lors des chaînes ultérieures d'analyses, il est vraisem- 
blable que les résultats des Laboratoires seront plus groupés 
par rapport à la liste-type, car il aura été procédé à un 
choix encore plus rigoureux des sérums soumis à examen. 

Par ailleurs, les modalités pratiques de conditionnement 
et d'expédition des sérums auront été modifiées, compte tenu 
de l'expérience acquise lors d'envoi de sérums en vue d'autres 
chaînes d'analyses. 

3 METHODOLOGIE : --------------- --------------- 

3.1 CHOIX DES SERUMS : 

3.11 NOMBRE DE SERUMS : - - - - - - - - - - -  
Lors de la première chaîne d'analyses, il a été envoyé 

à chaque Laboratoire 20 sérums parmi lesquels se trouvalent : 

- 4 négatifs, 
- 4 faiblement positifs, 
- 4 moyennement positifs, - 8 très positifs. 

Ultérieurement seront joints à chaque envoi, un sérum 
négatif et un sérum faiblement positif : ces deux sérums 
seront marqués spécialement , décodés, et il sera indiqué 
avec quelle technique ce résultat a été obtenu et, pour 
le sérum positif, son titre. 

3.12 VOLUME : - - - - - -  
Chaque flacon de sérum contient 1 ml, quantité convenable 

pour les examens à effectuer. 

3.13 SERUMS PARTICULIERS : - - - - - - - - - - - - -  
Lors de la première chaîne d'analyses, aucun sérum 

de ce type n'avait été introduit intentionnellement parmi 
les sérums à tester : néanmoins, grande fut la surprise, 



au dépouillement des résultats, de constater que pour un 
sérum. la dispersion des titres obtenus par les différents 
Laboratoires couvrait la quasi-totalité de la gamme des 
valeurs : 16 à 1024 ; les sérums étant dilués de 2 en 2, 
c'est, en fait, 7 valeurs possibles qui ont été obtenues 
dans les Laborato.ires, avec, en outre, un histogramme de 
répartition très aplati. Ce phénomène, initialeme& non 
prévisible, n'a reçu, à ce jour, aucune explication. 

3.2 ANALYSE DES RESULTATS : 

Lors de la première chaîne d'analyses mise en place 
en 1981, les Laboratoires qui s'y sont soumis ont utilisé 
l'une des trois techniques suivantes : 
- la séro-neutralisation (SN), 
- l'hémagglutination passive (HAP), 
- l e  test ELISA, 
certains ayant même réalisé les examens avec deux techniques. 

Lors de réception des résultats au LNPB. il a été 
attribué un numéro à chaque Laboratoire, numéro différent 
du numéro minéralogique des départements : il est alors possible 
d'envoyer, à tous les participants à la chaîne d'analyses, 
tous les résultats, chaque Laboratoire ayarit un numéro de 
code connu de lui seul. 

3.21 TRAITEMENT DES RESULTATS : - - - - - - - - - - - - - - -  
Dans un premier temps on a dressé pour chacune des 

techniques employées. un tableau des résultats obtanus 
dans les différents Laboratoires : le tableau 6 est un 
extrait de celui établi pour l'HAP, les numéros 4,  6, 12, 
17... 128 représentant les numéros des sérums, les Labora- 
toires étant codés par les nombres 1 à 14. On a alors : 

1 colone = 1 sérum 
1 ligne = 1 Laboratoire 

I i Numéros des sérums i 
'Laboratoire 1 I I I I 1 - - -  

I 
I I I - 1  I I I 

1 4  1 6  1 1 2 1 1 6 1 1 7 1 2 5 1  I / 95 1 1011 1281 

I I I I I I I ) - - - -  
l 
1 1 1 1 6  1 1 6  1 6 4  1 1 6  1 AC*l  16 1 110241 10241 512 1 
l I I I I 1 1 I - - - - +  I I I 
I 

( O 0 ( 3 2 (  0 ( 1 6 ( 1 6 (  
I 

1 2 (1024(  5121 128)  
I I I I I l I I  - - - +-[ I I I 
I 

I I I I I I I I  I I 1 1  
I 1 - - - -  I I 
1 14  1 3 2  1 8 1  ? I  0 1  8 1  8 1  1 2561 2561 2561 
l 1 l l I 1 1 l _ - _ _ l  l l 

Tableau 6 : Extrait du tableau établi pour les Laboratoires 
I 

pratiquant 1'HAP 
AC* = sérum à pouvoir anticomplémentaire 



La masse des résultats recueillis imuose un recours 

(voir 5 1.22). Dans le cadre de la prochaine chaîne d'analyses. 
u n  tel recours sera d'autant plus nécessaire qu'il est 
prévu que : 

- des sérums figurent sous plusieurs ni~méros dans une même 
chaîne d'analyses, 

- jf solt demandé deux examens à 1-2 sernairies d'iritervalle 
ceci afin de pouvoir calculer les variations : 

- pour le premier cas : au cours d'un même titrage, 
- pour le second cas : d'un titrage à l'autre, 

= variations intra-laboratoire 
cependant que seront établies, avec ces éléments les variations : 

- inter-laboratoires, 
- par rapport à la liste-type (voir 5 3.22) 

3.22 LISTE-TYPE ET LISTE DU LABORATOIRE DE REFERENCE : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Pour chaque sérum -et pour une technique donnée- 

deux valeurs peuvent servir d'éléments de référence : 

- celle obtenue au Laboratoire de référence qui, par principe, 
doit fournir un résultat incontestable, 

- celle de la "moyenne" : les valeurs obtenues par tous 
les Laboratoires ayant participé à la chaîne d'analyses, 
y compris le Laboratoire de référence et ce pour chaque 
sérum ; cette moyenne est obtenue directement à partir 
du tableau précédent. 

Nous estimons que ce deuxième mode d'établissement 
de la valeur du titre à retenir pourun sérum est à préconiser. 
En effet, le Laboratoire de référence peut ne pas être 
infaillible : l'erreur n'est pas toujours du côté des "autres"... 
En outre, si on trace pour un sérum l'histogramme des fréquen- 
ces des valeurs obtenues dans les différents laboratoires 
(figures 3 et 4 , il est aisé de se rendre compte si la 
valeur du Laboratoire de référence (triangle noir arrondi.) 
correspond à la valeur la plus fréquemment donnée par les 
Laboratoires participant à la chaîne d'analyses. Dans la 
totalité des cas, il en est ainsi : c'est une bonne confirma- 
tion du poids des résultats obtenus au Laboratoire de 
référence. 

3.23 CRITERES D'APPRECIATION - - - - - - - - - - - - - - -  DES LABORATOIRES : - - - - - - - - - 
A partir de ces éléments il est possible d'etablir 

une liste-type : pour ce faire, les sérums sont répartis 
en 3 groupes : - 

- les positifs, 
- les négatifs, 
- les valeurs à la limite de positivité. 



Figure 3 : Histogramme des fréquences de titres pour l e  sérum 34 .  

O 16 3 2  64  128 256 512 1024 TITRE 

Figure 4 : Histogramme des fréquences de t itres pour l e  sérum 48. 

0 16 3 2  64 128 256 512 1024 TITRE 



Un sérum sera classé positif, négatif ou limite selon 
le nombre de laboratoires l'ayant trouvé ainsi. On peut 
alors écrire schématiquement, avec P, N et L désignant 
le nombre de laboratoires ayant trouvé ce sérum respectivement 
positif, négatif, à la limite : 

- sérum classé "positif", si P> N + i. 
- sérum classé "négatif", si N 7 P + L 
- sérum classé "limite", si PEN + L 

N = P + L  
N = L  = P  

A partir de la liste-type on peut ranger les Laboratoires 
. . 

en plusieurs catégories : 

1 - les Laboratoires dont les résultats sont conformes, 
ou tout au moins très apparentés, à ceux de la liste- 
type : la tolérance peut être du type suivant: 
- un sErum moyennement positif (liste-type) trouvé 
faiblement positif ; 

- un sérum négatif trouvé faiblement positif ou à la 
limite ; 

- un sérum faiblement positif trouvé négatif ; 

2 - les Laboratoires pour lesquels un résultat nettement 
aberrant a été trouvé, tel que, par exemple, un sérum 
très fortement positif trouvé négatif ou inversement 
un sérum négatif donné comme fortement positif : contact 
est pris entre le Laboratoire de référence et le Labora- 
toire et on s'aperçoit alors qu'il s1agit,le plus souvent, 
d'une .,rreur grossière de manipulation qui n'entache 
en rien la fiabilité qu'on peut accorder à ce Laboratoire ; 

3 - les Laboratoires dont plusieurs résultats diffèrent 
nettement de la liste-type : cela signifie, en général, 
que ces laboratoires n'ont pas une maitrise parfaite 
de la technique et il est important alors que le Labora- 
toire de référence étudie avec chacun d'eux toutes 
les étapes de la réalisation pratique de la réaction 
pour détecter l'origine des anomalies ; 

4 - les Laboratoires qui ont fourni des résultats ininterpréta- 
bles : cela s'est rencontré, en particulier, avec les 
Laboratoires pratiquant la séro-neutralisation ; dans 
un premier temps, ils qe peuvent être ni pénalisés ni 
considérés comme valables et il leur est. proposé une 
seconde série de sérums pour qu'ils effectuent un nouveau 
contrôle : cette proposition est, en général, acceptée 
et aboutit à un résultat correct. 

3.24 SEVIL DE POSITIVITE : - - - - - - - - - - - - -  
La détermination du seuil de positivit: en matière 

de R B 1  pose quelques problèmes liés au fait qu'au moins 
trois techniques sérologiques sont mises en oeuvre, chacune 
ayant sa sensibilité propre. L'étude DGRST mentionnée plus 
haut (voir 9 1.222 ) devrait apporter, en partie du moins, 
des éléments de réponse. 



3.25 SERUM BE REFERENCE : - - - - - - - - - - - -  
Un sérum de référence est en cours d'élaboration 

au LNPB. Son titre devra être situé légèrement au-dessus 
du seuil de positivité. La question de son emploi -pur 
ou dilué dans un sérum certainement négatif- devra Stre 
étudiée en détail. 

3.26 COMMUNICATION DES RESULTATS AUX LABORATOIRES AYANT - - - - - - - - - - - - - - - -  
PARTÏCÏPE A LA-~HAINE Di ANALTsEs-: - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Chaque Laboratoire participant à la chaîne d'analyses 
reçoit : 

1 - le tableau global des résultats (voir tableau fj ) ,  
il lui est indiqué alors son numéro de code, 

2 - de ce tableau est extraite la ligne de resultats le 
concernant auxquels sont ajoutés les résultats de la 
liste-type et un commentaire personnalisé (voir tableaux 
9 et 10), 

3 - une représentation graphique de ces résultats sur laquelle 
les sérums sont rangés en valeur croissante (de négatif 
à 1024, pour l1HAP), selon la liste-type égale à la 
liste de référence : ce sont les carrés noirs ; les 
valeurs trouvées par le Laboratoire sont indiquées 
par des ronds et le trait épais entre le carré et le 
rond matérialise l'intensité de la différence entre 
les deux résultats ; si le résultat du Laboratoire 
est identique à celui du Laboratoire de référence, 
seul figure la carré noir (figure 5 ) 

CONCLUSION : ---------- ---------- 

Le présent travail montre que l'harmonjsation des 
techniques sérologiques en matière de rhinotrachéite bovine infec- 
tieuse fait l'objet de travaux déjà bien avancés. ~éanmoins en 
raison de la multiplicité des techniques et modalités mises en 
oeuvre, de nombreux problèmes restent à résoudre, liés aux sensibili- 
tés différentes de ces techniques, à leur réalisation plus ou 
moins aisée et à leur coût très variable d'exécution. En outre. 
aucune des techniques utilisables ne permet de différencier les 
animaux vaccinés des animaux infectés naturellement et surtout 
de dépister sans erreur des infectés inapparents. La mise en place 
des chaînes d'analyse est actuellement effective. Un nombre impor- 
tant de Laboratoires y participe : si, pour la première de ces 
chaînes, la technique la plus utilisée a été l'hémagglutination 
passive, il n'est pas interdit de penser qu'ultérieurement le 
nombre de Laboratoires ayant recours à la technique immunoenzymati- 
que ELISA aille en augmentant. Si de nombreux problèmes pratiques 
et méthodologiques sont d'ores et déjà résolus, deux éléments 
demandent encore à trouver une solution, la détermination du seuil 
de positivité chez les animaux porteurs latents et inapparents 
et l'élaboration d'un sérum de référence. 
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N = n é g a t i f  
YP = r e i b l e m e n t  p o s i t l f  
MF = moyennement p o s i t i f  
TP - t r e s  p o s i t i f  

IiAP : t r é 5  bons r e s u l t a t s .  notamment p o l i r  1s  d e t e c t i o n  des faiblement p o s i t i f s .  

CONCLUSION :  eut f i g u r e r  sur une l i s t e  de L a b o r s t o i r e s  "agrées" en s 6 r o l o g i e  IBR. 

TABL.EAU 9 : Exemple d'un L a b o r n t o i r e  a y a n t  donne de "bons" r 6 s u l t o t e  

. ~ - - ~ -  ~. ~~ . . ~~ ~ ~ 

LABORATOIRE : - 
I i r  I 1 l I I I I I I I I I I 
I Numéro / 

I 
I I I I I I I l I I I I I I I 

1 des / 33 1 Iti 1 39 1 34 1 6 1 4 1 40 1 25 1 20 1 1 7  1 57 1 12 1 58 1 101 1 45 1 
I ,érums 1 I I I I l I I I I I I I I l l 
I- I I l I I I l I I I I I I l I 
I h é s u l t a t s l  

I - 1  
l l l I I I I I l I l I I 

! de l a  I I 
I I 

1 I i 6 î . e -  1 N I  N I N  N I F P  
I I 

l I PP FP FP ' F P I M P I M P I M P / T P / T P I  I I I 
I I I I I I I l 1 I I I I I 

I TP I 

i I 
I l 

I I I I I I ! 1 I 1 I I I I I 
I 

I Vos I 
lrésultatsl @ () 8 8 10 1 @ 1 (O ' /  Ë-1 a 1 O 1 O 1 o) 1 16 / @ 32 1x024 1 64 / 
1 L - A  I I 1 I I l 1 I I I I l I I 
N - t ~ c g ~ t i r  
1 : r i i ;b:~m~tit .  l > u ~ i ~ i f '  
MI' : inuyci>n<.iiietii 1i<ni11.11' 
'T l '  : 1.?&8 ,#,>,ri L I  1 

+ 
A : u t .  ;i!>:ii.c I L  :1 i t i i~ i i I .L l 'a s u i i t  LrouvCe p o s i t i f s  a t  uucuri f ' t  pos lL I1 '  t i ' c i i ~  i1i~lccl.C. 
(r-.,iii>oioriu i ~ u v  IV 1iLr.c de 8 en IlAl' n ' c ~ t  siau CVIIU~~~PI ïommu p o ~ l t i t l .  

CONCLllSIuN : ne p e u t  pas, pour  l io moment, f i g u r e r  sur une l i s t e  de L a b o r a t o i r e s  "apr66s" en s é r o l o g i e  1BR. 
Voi i lcz-vuuu c e n t e r  un nouvel e s s a i  7 

'I'AU1.EAU I U  : Exriiiplr. d'un L o b o r i i t a i r e  o y a n t  fou r r i i  dea i 6 e u l t e t s  "aber ran te " .  



F i g u r e  5 : R é s u l t a t s  d e  l a  c h a î n e  d ' .analyses  par un l a b o r a t o i r e  
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Question. Cet exposé pose p lus  de ques t ions  q u ' i l  n 'apporte de réponses ! Quel 
genre de sérum de référence envisagez-vous de d é f i n i r  ? Comment 
c h o i s i r  l a  meil leure technique ? 

Réponse. I L  faudra un sérum fa ib lenen t  p o s i t i f  pour chacune d e s  grandes 
techniques. 

Q. Est-ce poss ib le  ? 

R .  Quand une technique aura  é t é  chois ie ,  c e  problème sera  résolu.  
Parmi l e s  t r o i s  techniques (SN, HAF', ELISA) il semble que l ' o n  
s ' o r i e n t e  vers  l e  choix de l a  méthode E l i sa .  Ce choix él imine l e s  
a u t r e s  méthodes. Le c r i t è r e  de sé lec t ion  e s t  c e l u i  d e  l a  s p é c i f i c i t é .  

Q. En Bretagne, tous ces problèmes sont  bien connus car  l a  sérologie 
IBR s e  f a i t  depuis p lus ieurs 'années ,  dans l e  F i n i s t è r e .  Nous avons 
eu des  r é s u l t a t s  d i f f é r e n t s  su r  un même sérum, à quelques jours 
d ' i n t e r v a l l e .  Nous avons envisagé l a  méthode E l i s a  grâce  à un 
financement du G.D.S. qui  a permis d'engager une laborant ine .  Nous 
avons t e s t é  500 sérums, en dehors du contrôle de q u a l i t é  q u i  e s t  
venu p l u s  ta rd .  L e s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  publiés  dans l e  b u l l e t i n  de 
l a  Socié té  Vé té r ina i re  Prat ique.  Les méthodes u t i l i s é e s  o n t  é t é  m P ,  
~ N / c ' ,  E l i s a  ~ ï o w  e t  E l i s a  Mérieux (El isa  Dynatech e s t  vraiment t rop  
mauvais). HAP l a i s s e  passer  15 à 20 % des  sérums p o s i t i f s  ! par 
cont re ,  SNC' e t  E l i sa  concordent à 99 % .  Depuis janvier  1982, nous 
effectuons E l i sa  en rou t ine  (30.000 sérums) n a i s  tous  les problèmes 
ne Sont  pas résolus .  Les l o t s  de plaques sont  de q u a l i t é  var iable  
(ce que l e s  cons t ructeurs  f i n i s s e n t  par admettre de temps en temps). 
L ' u t i l i s a t i o n  systématique d 'un  témoin faiblement p o s i t i f  permet 
d ' é v i t e r  c e t  écue i l  en remmmançant l e s  s é r i e s  r a t é e s .  Une précaution 
de c e  genre u t i l i s é e  pur HAP a u r a i t  certainement permis d ' é v i t e r  
beaucoup d ' e r r e u r s  car  l a  méthode n ' e s t  pas mauvaise en s o i  e t  
r e s t e  simple. Enfin, E l i s a  pose d e s  problèmes d'équipement : s i  le  
l e c t e u r  automatique, bien que cher,  e s t  indispensable, l ' a c h a t  des 
laveurs  automatiques actuel lement su r  l e  marché ne s'impose abso- 
lument pas. I l s  coutent  cher e t  son t  peu e f f i caces .  Il e x i s t e  des 
méthodes simples, économiques e t  meil leures.  

L 'avenir  e s t  certainement v e r s  E l i s a ,  mais il faudra p lus  d'expé- 
r i ence  pour mieux contrô ler  ces  paramètres. 

p. Diluez-vous l e s  sérums ? 

R. Non, jamais, p u r  nous rapprocher l e  plus des condit ions de t e r ra in .  
Les sérums néga t i f s  sont  ceux r é c o l t é s ' s a n s  manipulation. 

Q. I l  faudra bien ven i r  à l a  recherche d'un s e u i l  de p s i t i v i t é  en 
d i l u a n t  un sérum p o s i t i f .  Dans no t re  Service, ce f u t  not re  point  de 
dépar t  : obteni r  une l o i  dose-effet  en d i luan t  un sérum p o s i t i f  
dans un sérum négatif e t  en répé tan t  p lus ieurs  f o i s  l 'expérience.  
C ' e s t  fondamental. On ne peut  r i e n  f a i r e  sans. 



R. Bien sûr .  C ' e s t  l a  prochaine étape.  

Q. La s i t u a t i o n  e s t  moins confuse que M r  FEDIDA ne l ' a  exposée. Dans 
l e  Morbihan, nous t r a i t o n s  30.000 sérums par  an depuis 4 ans. En 
HAP l e  taux de p o s i t i v i t é  e s t  passé de 4 % à 0,2 % pendant ce 
d é l a i .  La méthode e s t  peu coûteuse. En f a i t ,  v o i c i  comment nous 
procédons : tous  l e s  sérums son t  passés en HAP. Ceux q u i  son t  
p o s i t i f s  son t  f a i t s  en E l i s a  e t  ceux qui  r e s t e n t  douteux sont  
r e f a i t s  en SNC'. 

Q. J e  confirme c e  que v i e n t  de d i r e  ROSE. Dans l ' I l l e - e t Y i l a i n e ,  
nous u t i l i s o n s  HAP depuis  p lus ieu r s  années e t  l e s  c a s  c l i n i q u e s  
sont  beaucoup p l u s  r a r e s  q u ' i l  y a 4 ans. Cette  technique a 
certainement contr ibué à aba i s se r  l e  taux de c e t t e  maladie. 

Q. Bien sûr ,  l a  p lupar t  des sérums son t  néga t i f s  ou de réponse a i sée .  
Mais il r e s t e  toujours  quelques c a s  l i t i g i e u x .  Cornent l e s  t r a i t e r  ? 
E t  comment expliquer c e s  v a r i a t i o n s  de réponses e n t r e  deux labora- 
t o i r e s  su r  un même sérum ? il y a a u s s i  l e  problème d ' inves t i s se -  
ment. F a i r e  de l ' E l i s a  j u s t e  pour contr8 ler  des  s6rums p o s i t i f s  
en HAP, c e  n ' e s t  pas rentable .  

Q. A Saint-Brieuc, su r  1.000 sérums (génisses p le ines  commercialisées) 
t r a i t é s  en p a r a l l è l e  par  E l i s a  e t  HAP, HRP a donné 3 % d e  sérums 
p o s i t i f s ,  E l i sa ,  23 % 1 

Q. Aucune méthode n ' e s t  f i a b l e  à 100 $. Rappelons-nous que nous avons 
débuté l e s  prophylaxies avec des  méthodes encore moins f i a b l e s  
( tubercul ine  1 .  Il  f a u t  d é f i n i r  une méthode pour 1'IBR e t  s ' y  
t e n i r .  

Q. Il f a u t  une méthode qui  permette d é j à  de séparer  ].es sérums p o s i t i f s  
des négat i fs .  En c a s  de sérums douteux, on u t i l i s e  une deuxième 
méthode pour répondre. S i  l e  c r i t è r e  l e  p lus  important e s t  l a  
s e n s i b i l i t é ,  il f a u t  commencer par un "screening" avec E l i s a  Ou SN, 

Q. Que c h o i s i r  ? C ' e s t  d i f f i c i l e .  J e  n ' a i  pas de réponse. Nous u t i l i s o n s  
l a  S.N. à Rennes. C e t t e  méthode n ' e s t  pas décen t ra l i sab le  facilement. 

Q. N'oublions pas que l e s  G.D.S. son t  l e s  payeurs. Le pouvoir d e  déci- 
s ion  l e u r  appar t ient .  

Q. Quelle e s t . v o t r e  prochaine é tape  ? 

R. F a i r e  un sérum étalon.  


