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0 Cet artZcZe présente la méthodotogie u t i l i sée  au cours des 5 études ' en comrm entreJ.abomtoires frangiis ou de p y s  européens ayant 
participé de 1979 d 1982 à ta mise au point d 'un  s d m  de référence 
pour l e  diugno~+Zc de ta matadie drAujeszky par sémneutmlisation. 
Ce s é m  de référence préparé en France vient dldtre adopté corne 
s é m  de référence par h C.E.E. 

O 

Par ailteurs, différentes réflexions sur la méthodotogie e t  les  
perspectives dans ce domaine sont évoquées. 

Le point  de déÿar t  d e s é t u d e s  d'harmonisation de l a  sérologie de 
l a  maladie dlAujeszky (M.A.)  en France a été cons t i tué  par  des  
c r i t i q u e s  fai tc-s  au cours  d'une réunion d e l a  Socié té  de Médecine 
v é t e r i n a i r e  porcine (30 janvier  1979) consacrée à 'une  présentat ion 
générale du d iagnost ic  sérologique des maladies du porc ' (4). Ces 
c r i t i q u e s  p o r t a i e n t  su r  l e s  divergences de r é s u l t a t s  fournis  par  
d i f f é r e n t s  la*ratoires recevant l e s  m e e s  sérums. 11 a é t é  a l o r s  
décidé, s o u s ' l ' a u t o r i t é  a e  l l I n s p e c t i o n  ~ g n é r a l e  des  l abora to i res  
des  Services vé tér ina i res ,de  commencer des  études en commun de 
sérunis, à l ' aveuçle ,  par  l e s  1aboratoj.res efreccuant  l e  diagnost ic  
sérologique de 3 maladies porcines : l a  maladie d'Aujeszky, l a  
gas t ro -en té r i t e  t ransmiss ib le  e t  l a  peste porcine classique.  

L 'organisat ion de l ' é t u d e  de l a  première,a Bté confiée au Labora- 
t o i r e  des maladies contagieuses de L'Ecole v é t é r i n a i r e  d 'Alfor t .  
de l a  deuxième, à l a  S ta t ion  de pathologie porcine de Ploufragan e t  
de l a  troisième au  Laboratoire cen t ra l  de recherches d lAl fo r t .  

La Chaire des  maladies contagieuses de 1'Ecole v é t é r i n a i r e  d l A l f o r t  
d i sposa i t  dé jà  d 'une ce r t a ine  expérience dans un tel domaine 



pu i squ ' e l l e  a v a i t  i n i t i é ,  quelques années auparavant (2) ( 3 ) ,  une 
étude en commun analogue, au plan europgen, p u r  l e  d iagnost ic  
sérologique de l 'anémie in fec t i euse  des Equidés par  imunodiffu-  
s ion en gélose e t  é tai t  parvenue, avec deux a u t r e s  cent res  in- 
ternationaux de référence  (Ames, Etats-Unis e t  Tokyo, Japon) à - d é f i n i r  un s e u i l  de p o s i t i v i t é  pour c e t t e  technique et  à préparer  
puis  d i f f u s e r  un sérum de référence in te rna t iona l ,  l yoph i l i sé ,  d'un 
t i t r e  en an t i co rps  p r é c i p i t a n t s  a j u s t é  à c e  s e u i l  ( 1 ) .  

Dans l e s  l i q n e s  qui  su ivent  seront  exposées l e s  modalités de 
r é a l i s a t i o n  de l 'harmonisat ion du d iagnost ic  sérologique de l a  
M.R. a i n s i  que des  r é f l ex ions  su r  l a  méthodologie e t  l e s  pers- 
pect ives dans c e  domaine. 

1 - METHOWLOGIE UTILISEE ET RESULTATS OBTEZS ======================================__-- 

De 1979 à 1982, c inq  études en commun o n t  été r éa l i sées ,  e n t r e  
l a t o r a t o i r e s  f r a n ç a i s  d'abord, pu i s  avec l a  pa r t i c ipa t ion  de 
l abora to i res  de d ive r s  pays européens. 

La méthodologie retenue a é t é  totalement i n t u i t i v e  e t  subjec t ive  ; 
e l l e  e s t  en passe d e  devenir objec t ive  e t  s tat is t iquement 
confortée. 

L 'object if  de dépar t  é t a i t  double : 

. t e n t e r  d'harmoniser l a  technique de séroneutra l i sa t ion  de l a  M.A. ; 
pour ce f a n e ,  ap rès  un recensement des d ive r ses  techniques 
u t i l i s é e s ,  il convenait de proposer d'en r e t e n i r  une, l e  choix 
devant prendre en  considérat ion à l a  f o i s  l a  commodité (en élimi- 
nant l e s  techniques t rop  compliquées. t r o p  sophist iquées,se p rê tan t  
mal à un diagnost ic  de rou t ine  dans un l a b o r a t o i r e  non hautement 
spéc ia l i sé )  e t  l a  s e n s i b i l i t é  ( su f f i san te  pour l i m i t e r  l e s  e r r e u r s  
par  défaut ,  mais t e l l e  que permettant d ' exc lu re  les e r reurs  par 
excès) ; 

puis , f ixer  un s e u i l  "raisonnable" de p o s i t i v i t é  devant S t r e  a t t e i n t  
par  les l abora to i res  dés i ran t  e f fec tuer  c e  d iagnost ic ,  e t  l e  
concré t i ser  par  l a  préparat ion d'un sérum de référence a j u s t é  à 
c e  seu i l .  

La f igure  1 i n d i q ~ e  l a  na ture  des r é a c t i f s  u t i l i s é s  au cours des 
5 études de 1979 à 1982 : 4 sérums ou types de sérums ont  é t é  
retenus.  

Un premier sérum p o s i t i f  é t a i t  largement'disponible puisque com- 
mercial isé sous forme de sérum hyperimnun (sérum Phylaxia) ; il 
a é t é  u t i l i s é  sous forme de s é r i e s  de d i l u ~ i o n s  en 1979 e t  1980. 

Un deuxième sérum p o s i t i f  a p r i s  l e  r e l a i s  du premier après  que 
l e  niveau du s e u i l  de p o s i t i v i t é  a i t  é t é  apprécié à l ' a i d e  du 
sérum Phylaxia au cours des deux études de 1979 ; ce deuxième 
sérum e s t  monospécifique puisque produit  s u r  porc S.P.F. à l a  
S ta t ion  de pathologie porcine de Ploufragan, e t  en quan t i t é  plus 
l imi tée .  



Figure 1 : Nature des sdmuns utitisés au cours des 5 études 
a conenun. 

Sérum pos i t i ?  
N*1 (PHYLAX~A) 

Le protocole  d'hyperimmunisation a é t é  l e  su ivant  : vaccina t ion  
à l ' a i d e  de 2 m l  de  vaccin Geskyvac à J O  e t  J15,puis i n j e c t i o n  
de 4 m l  de suspension de  l a  souche v i r a l e  Kojnok avec adjuvant 
de Freund complet à J30, J37 e t  J52. Le porc a é t é  saigné à 565. 

Des sérums dépourvus d ' an t i co rps  de  l a  M.A. ("sérum néga t i f s " )  
o n t  été systématiquement in t rodui tsdans  l e s  s é r i e s  de sérums. 

Enfin, des sérums prélevés à d j f f é r e n t e s  da te s  ap rès  l a  vacci- 
nat ion ou l ' i n f e c t i o n  de porcs o n t  é t é  p a r f o i s  u t i l i s é s .  

1.  Première étude 

E l l e  a é t é  r é a l i s é e  en 1879 e t  a cons i s t é  en l ' e n v o i  de 20 
échant i l lons  à 9 l a b o r a t o i r e s  f r ança i s  ( 5 ) .  

Ces 20 échan t i l lons  comprenaient : 2 f o i s  chaque d i l u t i o n  du 
1/100ème au 1/700ème du sérum p o s i t i f  Phylaxia, 2 sérums 
néga t i f s  (sérum d e  veau) ,  4 sérums d'une c iné t ique  de réponse 
en ant icorps  chez des porcs vaccinés. 

Un l abora to i r e  a fourn i  une réponse erronnée pour l e s  2 sérums 
néga t i f s .  La correspondance e n t r e  l e s  r é s u l t a t s  q u a l i t a t i f s  
fournis  par  l e s  l a b o r a t o i r e s  ( m i s  à p a r t  c e l u i  évoqué ci-dessus) 
e t  l e s  d i l u t i o n s  du sérum p o s i t i f  peut  ê t r e  i l l u s t r é e  pa r  un 
graphique ( f igu re  2 )  : B l a  d i l u t i o n  du 1/100ème tous l e s  
l a b o r a t o i r e s  i d e n t i f i e n t  l e  serum ~ h y l a x i a  comme p o s i t i f ,  a l o r s  
qu 'à  l a  d i l u t i o n  du 1/200èmer 50 p. cent  seulement des  labora- 
t o i r e s  l e  fon t .  

Ce t t e  première ét'ide a v a i t  p e m l s  de commencer à préc i se r  l a  zone 
de l i m i t e  de s e n s i b i l i t é  des l a b o r a t o i r e s  f rançais .  La deuxième 
étude a eu pour bu t  de v é r i f i e r  ces  premiers r é s u l t a t s .  



F i g u r e  2 : Graphique représentant l e  pou~en tage  de réponses 
posztzves obtemes par t e s  t a b m t o i r e s  en fonction de Za 
di lut ion du séruni posi t i f  PhylaxZa fprmière  é tude) .  

2 .  Deuxième étude 

E l l e  s ' e s t  déroulée également en 1979 e t  a  conduit à soumettre 30 
échan t i l lons  de ssrums à 9 l a h o r a t o i r e s  f r a n ç a i s  e t  à 6 l abora to i r e s  
de pays européens. 

Les 30 échan t i l lons  p o r t a i e n t  su r  une gamme de d i l u t i o n s  du sérum 
p o s i t i f  Phylaxia un peu p l u s  étendue que l a  f o i s  précédente (1/100ème 
à 1/2000ème) e t  l e  nombre d'exemplaires de chaque d i l u t i o n  é t a i t  
v a r i a b l e  : 

d i l u t i o n  au 1/100ème : 2 échant i l lons  
1/200eme : 4 échant i l lons  
1/30Oème : 4 échant i l lons  
1/400ème : 3 échant i l lons  

1/600ème, 1/800ème, 
1/1000ème, 1/1500ème, 

1/2000ème : 2 échant i l lons  

Par  a i l l e u r s ,  ava ient  été i n t r o d u i t s  : 4 sérums n é g a t i f s ,  3 sérums 
d 'une c iné t ique  de  réponse en ant icorps .  

Les l a b o r a t o i r e s  devaient  f o u r n i r  une réponse q u a n t i t a t i v e ,  ce  
q u i  a permis d ' é t a b l i r  pour chaque l abora to i r e  l a  d r o i t e  de régres- 
s ion  e n t r e  l e s  t i t r e s  obtenus e t  l e s  d i l u t i o n s  du sérum p o s i t i f  
Phylaxia. Les sérums n é g a t i f s  o n t  é t é  i d e n t i f i é s  comme t e l s  par 
tous  l e s  l a b o r a t o ~ r e s .  



La f i g u r e  3 montre l a  correspondance obtenue pour l 'ensemble des 
l abora to i res  (sauf un ayant  fourn i  des r é s u l t a t s  révélant  une 
absence de r e l a t i o n  en t re  l e s  t i t r e s  t rouvés e t  l e s  d i l u t i o n s  
du sérum p o s i t i f )  e n t r e  l e s  pourcentages de réponses pos i t ives  
e t  l e s  d i l u t i o n s  du sérum p o s i t i f .  

Figure 3 : Graphique reprisentant l e  pourcentage de 
réponses positives obtenues par l e s  Laboratoires a 
fonction de ia dilution du sérum positi f  PhyZaxia 
(deuxième étude). 

Comme dans l a  premiere étude, 100 p. cent  des  l abora to i res  o n t  
i d e n t i f i é  l e  sérum p o s i t i f  d i l u é  au 1/100ëme, mais un p lus  
grand nombre de l abora to i res  l ' o n t  également repéré à l a  
d i l u t i o n  du 1/200ème (86 p. cent  contre 50 p. cent  dans l a  
première é tude) .  

Au cours d'une réunion de t r a v a i l  des t inée  à é tud ie r  l e s  résul-  
tats obtenus, il a é t é  proposé de r e t e n i r  l e  niveau d 'ant icorps  
reconnu par  86 p.micent des l abora to i res  comme s e u i l  de p o s i t i v i t é  
à a t t e i n d r e  par  tous  l e s  l abora to i res .  Ceci revenai t  à demander 
aux 14 p. cen t  de labora to i res  n'ayant pas  i d e n t i f i é  l e  sérum 
p o s i t i f  à l a  d i l u t i o n  du 1/200ëme de f a i r e  l ' e f f o r t  d'améliorer 
un peu l a  s e n s i b i l i t é  de l e u r  technique. 



La décis ion  a é t é  p r i s e  également de préparer  un sérum de  référence  
monospécifique, d e  t i t r e  en an t i co rps  n e u t r a l i s a n t s  a j u s t é  ce  
s e u i l  de  p o s i t i v i t é  e t  c e  f u t  l ' o b j e c t i f  de l a  t ro is ième étude que 
d ' é t a b l i r  l e  l i e n  e n t r e  ces  deux sérums. 

Enfin, à p a r t i r  de  l ' i n v e n t a i r e  des techniques u t i l i s é e s  par  l e s  
d ~ f f é r e n t s  l a b o r a t o i r e s  e t  de l e u r  comparaison en r e t enan t  l e s  
c r i t è r e s  de  commoditi! e t  de s e n s i b i l i t é ,  il a é t é  proposé une 
technique de  séroneutra1isat io. i  u t i l i s a b l e  en rout ine  en micro- 
plaques e t  comportant : 

. un volume de sérum de  50 m i c r o l i t r e s  e t  un volume ident ique  de  
suspension v i r a l e ,  

. un nombre de 100 DECPSO de  v i r u s  pa r  cupule, 

. une incubation du mélange virus-sérum pendant 1 heure a 37O, 

. l ' a d d i t i o n  de 173 m i c r o l i t r e s  de suspension c e l l u l a i r e  ap rès  
c e t t e  incubation, 

. l 'emploi de sérum pur ; en cas  de  d i l u t i o n ,  l e s  r é s u l t a t s  sont  
exprimés par  l e  dénominateur de l a  d i l u t i o n  i n i t i a l e  du sérum. 

3.  Troisième étude 

E l l e  a po r t é  su r  30 échan t i l lons  soumis à 11 l a b o r a t o i r e s  f r a n ç a i s  
e t  9 l a b o r a t o i r e s  européens en 1980. 

E l l e  comportait  : 

des d i l u t i o n s  du sérum p o s i t i f  Phylaxia : 2 échan t i l lons  pour 
l e s  d i l u t i o n s  1/100ème, 1/200ème, 1/300ème, 1/500ème, 1/1000èine, 
1/2000ëme, 1/5000ème e t  un échant i l lon  pour 1/20.000Sme e t  
l/SO.OOOème, 

. des d i l u t i o n s  du sérum p o s i t i f  monospécifique : 2 échant i l lons  
pour l e s  d i l u t i o n s  1/180ème, 1/360ème, 1/720ème, 1/1440ème, 
1/2880ème e t  1/5960ème, 

. 2 sérums néga t i f s .  

Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e  sérum Phylaxia é t a i e n t  vo i s ins  de 
ceux a t t e i n t s  précédemment : pour l a  d i l u t i o n  du 1/100ème, 94 
p. cen t  des  réponses d e s  l a b o r a t o i r e s  f r a n ç a i s  e t  100 p. c e n t  de 
c e l l e s  des l a b o r a t o i r e s  é t rangers  é t a i e n t  pos i t ives ,  pour l a  
d i l u t i o n  du 1/200ème l e s  pourcentages é t a i e n t  respectivement 
de 72 e t  69. 

Pour l e  sérum p o s i t i f  monospécifique,les pourcentages é t a i e n t  
respectivement : 

à l a  d i l u t i o n  du 1/180ème : 89 e t  87 
du 1/360ème : 78 e t  75 



Par analogie avec l a  proposi t ion émise au cours de l a  deuxième 
étude, il a é t é  conclu que l a  d i l u t i o n  du 1/180ème du sérum 
p o s i t i f  monospécifique, reconnue par  87 à 89 p. cent des  
l abora to i res  d e v r a i t  l ' ê t r e  par  100 p. c e n t  e t  c o n s t i t u e r a i t  
l e  s e u i l  d e  p o s i t i v i t é  pour l a  séroneutra l i sa t ion  du v i r u s  de 
l a  M.A. 

Ce sérum à l a  d i l u t i o n  du 1/180ème a a l o r s  é t é  lyophi l i sé  
e t  envoyé aux l a b o r a t o i r e s  f r ança i s  comme sérum de référence 
f rançais  ( s e u i l  d e  p o s i t i v i t é )  pour l a  M.A.  

Les deux études su ivantes  o n t  é t é  des t inées  à v é r i f i e r , a u  s e i n  
de l a  C . E . E . , s i  c e  niveau d 'ant icorps  neu t ra l i san t s ,  in i t ia lement  
d é f i n i  pour l e s  l a b o r a t o i r e s  f rançais ,  pouvait Gtre admis pour 
l a  C.E.E. 

4 .  Quatrième étude 

E l l e  a eu l i e u  en 1981 e t  a cons is té  en l ' e n v o i  de 6 échant i l lons  
seulement,a 12 l a b o r a t o i r e s  f r ança i s  e t  à 15 l abora to i res  de l a  
C.E.E. : il s ' a g i s s a i t  du sérum p o s i t i f  monospécifique d i l u é  
au 1/180 (ce qui  correspond au sérum de référence) e t  4 a u t r e s  
d i lu t ions  de ra i son  2 a i n s i  que l e  sérum négatif  d i luan t .  

Parmi l e s  12 l abora to i res  f r ança i s  : 3 o n t  répondu au delà  de 
30 jours après  l a  réception des  sérums, c e  q u i  e s t  incompatible 
avec une a c t i v i t é  de d iagnost ic  de rout ine ,  2 o n t  fourni  une 
réponse douteuse pour l e  sérum négatif d i l u a n t  c e  qui  t r a d u i t  
un défaut  de s p é c i f i c i t é  e t  un n ' a  pas reconnv l e  sérum p o s i t i f  
de référence c e  q u i  indique un défaut  de s e n s i b i l i t é .  Les s i x  
a u t r e s  l a b o r a t o i r e s  f r ança i s  o n t  eu des r é s u l t a t s  cohérents,  en 
moins de 30 jours.  

Les l a b o r a t o i r ~ s  européens ont  eu recours à des techniques 
d i f fé ren tes  : sé roneu t ra l i sa t ion  avec jncubation de 1 à 2 heures 
à 37"C, vo i re  'le 18 à 24 heures à 37'C; addi t ion  de complément; 
réduction des  ~ l a g e s .  Tous ont  reconiiu l e  sémm correspondant 
au sérum de référence  f rança i s  e t  c e r t a i n s  o n t  f a i t  preuve d 'un 
niveau de s e n s i b i l i t é  supérieur,  notamment ceux u t i l i s a n t  un temps 
prolongé d ' incubat ion  à 37'C e t  qui  ont  pu reconnaitre  l e  sérum 
de référence f r a n ç a i s  jusqu'à  l a  d i l u t i o n  du 1/8ème,voire du 
1/16ème. Cependant, 4 des  l abora to i res  européen? n 'ont  reconnu 
l e  sérum de référence  que non d i l u é  (réponse négative à la  d i l u t i o n  
1/2) ,ce qui  confirme l e  bien fondé du niveau d 'ant icorps  retenu 
pour l e  sérum de référence  comme s e u i l  de p o s i t i v i t é .  

5. Cinquième étude 

La dernière étude a é t é  r é a l i s é e  en 1982 e n t r e  11 l abora to i res  
f r ança i s  e t  13 l abora to i res  de l a  C.E.E. qui  ont  reçu 26 échanti l -  
lons. 



Ceux-ci comprenaient : 

. 2 échant i l lons  du s é r m  de référence f rança i s  non d i l u é  Ou d i lué  
au 1/2, 1/4 e t  1/8. 

2 é c h a i i t ~ l l o n s  du mélange de sérumspréLevés su r  des  porcs 
vaccinés J O  e t  sa ignés  à J O ,  J3 ,  J5 ,  56, 57, J 8 ,  J10,  J I 2  e t  
517. 

Pour l a  s é r i e  de sérums de porcs vaccinés, des  r é s u l t a t s  p o s i t i f s  
o n t  é t é  e n r e g i s t r é s  p l u s  ou moins précocement en fonction des  
l abora to i res .  

La f igure  4 présente  l a  r é w ' r t i t i o n  du pourcentage de l abora to i res  
en fonction du jour d e  c iné t ique  à p a r t i r  duquel ils o n t  donné 
une réponse pos i t ive .  Les réponses fournies par  l e s  l abora to i res  
couvrent une l a r g e  période de l a  c iné t ique  : 1 l a b o r a t o i r e  a 
dé tec té  des  an t i co rps  dès l e  sème jour, t and i s  qu'un a u t r e  n 'a  
décelé que l e  sirum du 17ème jour. Il f a u t  s u r t o u t  cons ta ter  
l 'accroissement t r è s  rapide  du nombre de l abora to i res  pour l a  
période du 10ème au 12ème jour : respectivement 25 p. cent  e t  
95 p. cen t  ; l e  manque de s e n s i b i l i t é  de ce procédé d 'est imation 
des r é s u l t a t s  des l abora to i res  découle de l ' i m p o s s i b i l i t é  d ' a f f i n e r  
davantage l ' o b t e n t i o n  du sérum . il f a u d r a i t  e f fec tue r  p lus ieurs  
prélèvements par  jour à des  heures d i f f é r e n t e s ,  c e  q u i  n ' e s t  pas 
r é a l i s t e .  

En revanche, l a  d i l u t i o n  d 'un sérum éta lon e s t  beaucoup p lus  
commode e t  permet de fourn i r  l e  sérum au t i t r e  exac t  souhaité .  
C ' e s t  l a  so lu t ion  q u i  a é t é  retenue. 

Figure 4 : Pourcentage du nombre de Laboratoires ayant fourni 
une réponse posi t ive  en fonction du jour de préZèvement du 
s é r m  (porc inoculé à JO). Représentation l inéa ire  : y = 1,21 x 
dans une écheZZe arithnétique ; r = 0,95 7 0,87 pow d, = 0,01 
e t  ddZ = 5 . 



Pour l e  sérum de référence  f rança i s ,  l e s  pourcentages de réponses 
pos i t ives  obtenues en fonct ion  des d i l u t i o n s  sont  indiqués sur  
l a  f igure  5. On y cons ta te  que l e  sérum de référence  f rança i s  
a é t é  reconnu dans 100 p. cen t  des cas  pour l e s  l abora to i res  de 
l a  C.E.E. mais pas  pa r  l e s  l abora to i res  f r ança i s .  

Figure 5 : Graphique représentant Ze pourcentage de rdponses 
posztzves obtenues par Zes Zaboratoires en fonction de 
Za d i lu t ion  du sérum de r é f é r a c e  français (cinquième étude). 

Compte tenu de c e s  r é s u l t a t s ,  l e  sérum de référence f rança i s  a é t é  
retenu par  un groupe de t r a v a i l  de l a  C.E.E. comme sérun de réfé-  
rence C.E.E. repr6sentant  l e  s e u i l  de p o s i t i v i t é  pour l a  séro- 
neu t ra l i sa t ion  du v i r u s  de l a  M.A. Provisoirement, c e  meme sérum 
va s e r v i r  de s e u i l  pour l a  technique ELISA e t  des  études en cours 
permettront de p r é c i s e r  si l e  seu i l  de p s i t i v i t é  pour l e  t e s t  
ELISA d o i t  ê t r e  d i f f é r e n t  de c e l u i  de l a  séroneil t ral isat ion.  

Un c e r t a i n  nombre de points  correspondant à des  aspects  pra t iques  
de l a  r é a l i s a t i o n  de ces  études peuvent ê t r e  évoqués. 

X Comme cela  a é t é  s igna lé  p lus  haut,  l e  nombre d 'échant i l lons  
u t i l i s é s  p u r  chaque étude a é t é  en général compris e n t r e  20 e t  
30, avec une seule  exception pour l ' é t u d e  de 1981 qui  ne comprenait 
que 6 échant i l lons .  



Le choix de ce nombre correspond à un compromis en t re  un nombre 
é levé ,  en t ra inan t  un t r a v a i l  important pour l e s  l abora to i res  
p a r t i c i p a n t  à l ' é t u d e ,  e t  un nombre t rop  f a i b l e ,  i n s u f f i s a n t  pour 
juger, notamment, l a  r e p r o d u c t i b i l i t é  des r é s u l t a t s  grace à 
l ' i n t r o d u c t i o n  du même sérum sous p lus ieurs  numéros. 

Lors de l ' é t u d e  des  d i l u t i o n s  des  sérums p o s i t i f s ,  chaque d i l u t i o n  
a  é t é  u t i l i s é e  systématiquement sous forme de deux échant i l lons  
(é tudes  no 1 ,  2 ,  3 e t  51 ,parfo is  davantage (étude no 2 ) .  

S i  l ' o n  admet l ' i n t é r ê t  de l ' i n t r o d u c t i o n  en double ou, mieux, en 
t r i p l e ,  de ciinque sérum, l a  nécess i t é  de 6 ou 7 d i l u t i o n s  pour 
couvr i r  l ' é v e n t a i l  poss ib le  de s e n s i b i l i t é  des d i f f é r e n t s  labora- 
t o i r e s  e t  de quelques échant i l lons  néga t i f s  pour v é r i f i e r  l a  
s p é c i f i c i t é  des réponses, on parvient  à l a  conclusion que l e  
nombre d'une t r e n t a i n e  d ' échan t i l lons  paral't optimal pour résoudre 
ce type  de problème, à savoir  l a  d é f i n i t i o n  d'un s e u i l  de p o s i t i v i t é .  

* La na tu re  du sérum p o s i t i f  à u t i l i s e r  e s t  importante à considérer .  
11 p a r a i t  souhaitable,  t o u t  d'abord, de pouvoir disposer  d 'un  t e l  
sérum en grande quan t i t é  a f i n  de l 'employer au cours  d 'é tudes  
successives e t  d ' é v i t e r  l e s  d i f f i c u l t é s  l i é e s  à l ' a jus tement  du 
t i t re  d'un sérum par rapport  à c e l u i  d'un précédent,  à chaque 
étude. 

Par a i l l e u r s ,  il e s t  préférable  d ' u t i l i s e r  un sérum r i che  en IgG 
p l u t ô t  que r i che  en  IgM, p lus  l a b i l e s ,  e t  par  conséquent d ' u t i l i s e r  
un sérum " t a r d i f "  ou r é s u l t a n t  d'une h y p e r i m n i s a t i o n  p l u t ô t  
qu 'un sérum "précoce'! 

Enfin,  il p o u r r a i t  ê t r e  i n t é r e s s a n t  de disposer d'emblée d 'un  sérum 
monovalent, produi t  su r  aiiimaux "protégés" lorsque l ' o n  s 'adresse  
à des  espèces animales pour l e s q u e l l e s  l e s  techniques d 'élevage 
dans c e s  condit ions sont  bien mal t r i sées .  

L'emploi d ' échan t i l lons  pré levés  de manière séquent ie l le  au cours 
de l a  réponse immunitaire d'animaux vaccinés ou i n f e c t é s  ne p a r a r t  
pas opportun dans c e  type d 'étude,  pour t r o i s  r a i sons  : une raison 
pra t ique ,  c a r  il est d i f f i c i l e  de r e c u e i l l i r  suffisamment de sérum 
(qui  ne sera  pas d i lué ,à  l ' i n v e r s e  de ce q u i  s e  passe avec un 
sérum fortement p o s i t i f ) , à  chaque f o i s , s u r  des  espèces de moyenne 
ou de p e t i t e  t a i l l e ,pour  préparer  une étude des t inée  à une cinquan- 
t a i n e  de l abora to i res  ; par a i l l e u r s ,  on ne connaît pas l e  t i t r e  
exact  en ant icorps  de chaque prélèvement e t  l 'augmentation du 
t i t r e  n ' e s t p a s  forcément proport ionnelle  de manière simple (du 
type y  = ax) au temps, mais p l u t ô t  de maniêre exponentiel le  ; 

enf in ,  e t  compte tenu du po in t  précédent,  il e s t  p l u s  d i f f i c i l e  
( e t  p l u s  a l é a t o i r e )  de cerner  l e  niveau souhaitable d ' an t i co rps  
qu'avec une s é r i e  de d i l u t i o n s  dont l a  raison peut  ê t r e  f ixée  à 
volonté e t  qui  permet d ' é t a b l i r  une r e l a t i o n  dose-effet.  

X Les sérums u t i l i s é s  o n t  é t é  s t é r i l i s é s  pa r  f i l t r a t i o n  p u i s  envoyés 
à l ' é t a t  l iquide .  L'envoi de r é a c t i f s  s t é r i l e s  e s t  indispensable 
à l a  f o i s  lorsque l a  technique u t i l i s é e  f a i t  appel à des  cu l tu res  



c e l l u l a i r e s  e t  parce que des  d é l a i s  anormalement prolongés d'ache- 
minement des c o l i s  (notamment pour un trqnsport  in t e rna t iona l )  
peuvent f avor i se r  une mul t ip l i ca t ion  bactérienne dans des échan- 
t i l l o n s  sept iques ,  donc une a l t é r a t i o n  des  ant icorps  de ces  
échant i l lons .  

L'emploi d ' échan t i l lons  lyoph i l i sés ,  ou t re  l e  s u r c r o i t  important 
de t r a v a i l  q u ' i l  en t ra fne  pour l e  l abora to i re  q u i  organise l ' é t u d e ,  
a  l ' inconvénient  de s ' é lo igner  des  conditions de l a  pra t ique  
puisque l e s  sérums reçus  en rout ine  l e  sont  à l ' é t a t  l iquide .  En 
revanche, bien siIr, l e  sérum é ta lon  qui  d o i t  pouvoir ê t r e  conservé 
sans a l t é r a t i o n  pendant des années, ne peut ê t r e  présenté que sous 
forme lyophi l i sée .  

* Dans c e t t e  étude, les sérums o n t  é t é  codés mais l e s  mêmes numéros - 
o n t  é t é  u t i l i s é s  pour l e s  groupes de sérums envoyés aux d i f f é r e n t s  
l abora to i res .  

Les chaines d 'analyse  organisées par  l e  l abora to i re  de référence 
américain (Ames) auxquelles nous par t ic ipons  (anémie in fec t i euse  
des Equidés e t  maladie dlAujeszky) comprennent des  groupes de 
30 sérums dont l e s  numéros changent pour chaque l abora to i re  
d e s t i n a t a i r e  a f i n  de prévenir l a  r e c t i f i c a t i o n  "téléphonique" des  
r é s u l t a t s .  

Ce t r a v a i l  de codage spécif ique des sérums de chaque groupe e s t  
lourd à assurer  mais p a r a i t  opportun comme gage d ' o b j e c t i v i t é  
complète e t  nous l ' avons  dé là  r é a l i s é  récemment pour l ' é t u d e  en 
commun (1982) du diagnost ic  sérologique de l a  paratuberculose. I l  
sera  appliqué dorénavant de façon systématique. 

X Le volume de chaque échant i l lon  e s t  également mpor tant  à déf in i r .  
Dans nos études, in i t i a l ement  c e  volume é t a i t  de l ' o r d r e  de 1 m l  
ce q u i  a  l ' avantage  d e  permettre l a  r é p é t i t i o n  du t e s t .  Mais, 
l ' inconvénient  c o r o l l a i r e  e s t  que c e t t e  r é p é t i t i o n  i n t r o d u i t  un 
b i a i s  en éloignant  des  condit ions hab i tue l l e s  d-J diagnost ic  de 
rout ine  e t  conduit à des réponses t r è s  tardives,dépassant pa r fo i s  
nettement un mois. O r ,  il e s t  primordial que ces études en commun 
de sérums,et t o u t  part icul ièrement c e l l e s  dest inées à f i x e r  un 
s e u i l  de p o s i t i v i t é  à a t t e i n d r e  systématiquement en rout ine ,  s e  
déroulent  exactement dans l e s  condit ions hab i tue l l e s ,  sans précau- 
t ion  spéciale,sans a t t e n t i o n  p a r t i c u l i è r e  e t  donc sans r é p é t i t i o n  
au t re  que c e l l e  p a r f o i s  r é a l i s é e  dans l a  prat ique en c a s  de doute. 

Pour c e t t e  ra ison,  l e  volume de sérum fourni  pour l a  cinquième 
étude n ' a  é t é  que de 300 mic ro l i t r e s  par  échanti l lon.  A l ' aven i r ,  
l e s  volumes de sérum seront  ca lcu lés  de t e l l e  manière que, compte 
tenu des  pe r t e s  éventuel les  l i é e s  à l a  manipulation, il ne s o i t  
poss ib le  que de recommencer une seule  f o i s  l a  réact ion.  

* Le point  l e  p lus  d é l i c a t  e s t  sans doute c e l u i  de l ' ana lyse  des 
r é s u l t a t s .  



Pour l a  d i s t i n c t i o n  e n t r e  l abora to i res  jugés s a t i s f a i s a n t s  e t  
l abora to i res  jugés non s a t i s f a i s a n t s ,  il p a r a i t  nécessaire qu'une 
méthodologie commune s o i t  adoptée par  l e s  l abora to i res  chargés de 
conduire ces  études,  après  analyse du problème e n  col labora t ion  
avec des  s t a t i s t i c i e n s .  

Pour l a  f i x a t i o n  du s e u i l  de p s i t i v i t é ,  l 'approche e s t  un peu 
d i f f é r e n t e  encore q u ' e l l e  puisse certainement bénéf ic ier  d'une 
méthodologie s t a t i s t i q u e .  

En ce qili nous concerne, l a  méthode retenue a é t é  l a  suivante : 
dans un premier temps, nous avons é c a r t é  l e s  l abora to i res  qui ,  
à l ' év idence ,  fourn i s sa ien t  des  r é s u l t a t s  c r i t i q u a b l e s  (manque 
de s p é c i f i c i t é  é t a n t  donné l a  réponse p o s i t i v e  pour des  sérums 
néga t i f s ,  absence t o t a l e  de l o i  dose -e f fe t  su r  l a  s é r i e  de d i l u t i o n s  
du sérum p s i t i f  ... ) ; ensui te ,  nous avons préparé l e  graphique 
t r adu i san t  l a  r e l a t i o n  e n t r e  pourcentage d e  réponses trouvées 
pos i t ives  e t  d i l u t i o n s  du sérum p o s i t i f .  Le raisonnement appliqué 
a l o r s  a  é t é  de demander à une minori té  de l abora to i res  (15 â 25 % )  

ayant une s e n s i b i l i t é  f a i b l e  de f a i r e  l ' e f f o r t  de ré jo indre  l e  
niveau minimal d e  s e n s i b i l i t é  de l a  major i té  des  l abora to i res  
(75 à 85 % ) .  I l  s ' a g i t  donc d e  l a  détermination d 'un niveau m i -  
nimal commun de s e n s i b i l i t é ,  é t a n t  entendu que c e r t a i n s  l abora to i res  
peuvent continuer à avo i r  un s e u i l  de s e n s i b i l i t é  supérieur (voi re  
nettement supérieur,  en fonction de modalités techniques) .  

.r Le but  f i n a l  de c e  type d 'étude e s t  de met t re  â l a  d ispos i t ion  de 
tous l e s  l a b o r a t o i r e s  un r é a c t i f  s tandardisé permettant une auto- 
v é r i f i c a t i o n  régu l i è re  du bon niveau de s e n s i b i l i t é  de l a  technique 
employée. Il peut s ' a g i r  d'un sérum de référence ,  lyoph i l i sé  bien 
+ 

sur ,  qui  après  remise en suspension correspond directement au s e u i l  
de p o s i t i v i t é  ou qui  nécess i te  une ce r t a ine  d i l u t i o n  pour a t t e i n d r e  
ce s e u i l .  Pour notre p a r t ,  a f i n  d ' é v i t e r  d ' éven tue l l e s  d i f férences  
l i é e s  aux d i l u t i o n s ,  nous avons préféré  c h o i s i r  un sérum de réfé-  
rence qui,après r e p r i s e  par  1 m l  d 'eau d i s t i l l é e , c o n s t i t u e  direc-  
tement l e  s e u i l  de p o s i t i v i t é .  

De t e l s  sérums de référence devraient  ê t r e  disponibles,  dans 
l ' a v e n i r ,  p u r  f a c i l i t e r  l e  diagnost ic  sérologique de tou tes  l e s  
maladies animales importantes, permettre l a  comparaison des  résul -  
tats obtenus dans d i f f é r e n t s  l abora to i res  ou d i f f é r e n t s  pays, 
augmenter l a  f i a b i l i t é  des  r é s u l t a t s  e t  f avor i se r  l a  r é a l i s a t i o n  
des  examens sérologiques t a n t  p u r  l e s  t r anspor t s  internationaux 
d'animaux que pour les enquêtes épidémiologiques. 
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Question 

Just.e une remarque technique. Pour ce cont ro le  d e  q u a l i t é ,  l e s  
sérums é t a i e n t  dans de t o u t  p e t i t s  tubes. Nous n'avons pas de 
p o r t o i r s  adaptés, e t  ce la  a  posé des  problèm-s d e  manipulation, 
en t re  a u t r e s  pour les  décomplémenter. 

D'autre p a r t ,  a l o r s  que pour,  chaque sémm nous u t i l i s o n s  toujours  . 
2 cupules + 1 témoin en SN,il  y  a v a i t  des  problèmes de l ec tu re .  
Le sérum éta lon pur é t a i t  toujours  p o s i t i f  dans l e s  2 cupules. 
Mais d i l u é  au demi e t  au quar t  il donnait i rrégulièrement une 
cupule su r  deux pos i t ives .  Comment i n t e r p r é t e r  un sérum d 'o r ig ine  
inconnue q u i  donne une cupule pos i t ive  su r  deur et  qui  peut  devenir 
complètement néqatif  l o r s  d 'un deuxième e s s a i  7 



Réponse : 

I l  f a u t  s i t u e r  c e  problème dans l e  cadre du d iagnost ic  habi tue l  
q u i  por t e  su r  un l o t  de sérums : dans un l o t  où tous  l e s  sérums 
son t  néga t i f s ,  un sérum fourn i s san t  une t e l l e  réponse peut  ê t r e  
considéré comme "non s i g n i f i c a t i f "  ; si ,  au con t ra i r e ,  p lus ieu r s  
sérums son t  p o s i t i f s  c e l u i  q u i  f o u r n i t  c e  type de réponse peut  
ê t r e  considéré comme faiblement p o s i t i f .  


