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La réaction bnmuno-enzymatique (ELISA) peut être employée dans le 
diagnostic de la brucellose pour la recherche rapide de Bruceh dans 
les excrétions post-abortives mais surtout pour la recherche d’anti- 
corps spécifiques. 

Cette méthode sérologique indirecte peut mettre en évidence des 
classes particulières d’anticorps ou la totalité des anticorps. Elle est 
très sensible, spéciique et rapide. Elle peut remplacer valablement la 
méthode d’hnmunotluorescence indirecte dans le diagnostic sérologi- 
que de la brucellose humaine. Elle pourrait même être utilisée pour la 
recherche de la brucellose animale dans des troupeaux où seule la 
prophylaxie sanitaire est employée sans aucune intervention vaccinale. 
Maii son manque actuel de standardisation rend impossible la mesure 
en unités de référence et la comparaison d’un niveau d’anticorps avec 
celui obtenu par les méthodes usuelles : ceci rend son emploi délicat 
dans les zones où il convient de mesurer un taux d’anticorps post- 
vaccinal résiduel. L’utilisation d’antigènes solubles ou particulaires a 
été comparée et un début de standardisation est envisageable. Mots 
clés : Brucellose - Diagnostic - Technique immunologiquc - Test 
ELISA - Anticorps. 

INTRODUCTION 

La possibilité de détecter de très faibles quantités 
d’enzymes a orienté depuis 20 ans les biologistes à 
l’utilisation de ce marquage pour la détection des 
antigènes ou des anticorps. Le marquage enzymatique 
des protéines (3) s’est prolongé dans la pratique par la 
méthode ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent 
Assay). Son application à la détection et au titrage 
d’anticorps ou d’antigènes de Brucella a déjà fait 
l’objet de nombreux travaux : c’est une synthèse qui 
en est présentée ici. 

RAPPEL DU PRINCIPE DE LA 
METHODE 

La méthode consiste à utiliser un marqueur enzymati- 
que qui sera fixé sur un anticorps et sera révélé par 
l’adjonction d’un substrat, qui, après action de 

l’enzyme, se transformera en substrat coloré (Fig. 1). 
De nombreuses variantes de cette technique permet- 
tent de rechercher soit un anticorps soit un antigène, 
de doser ceux-ci soit directement par mesure d’une 
densité optique soit par compétition. Les anticorps 
peuvent être fixés sur une plaque (méthodes en phase 
hétérogène) soit rester en milieu liquide (phase homo- 
gène) pour doser des haptènes (3, 21). 

Les immunoglobulines spécifiques peuvent être détec- 
tées avec cette méthode indirecte en utilisant des 
anticorps spécifiques de chaque classe d’immunoglo- 
bulines, ou des anticorps polyvalents détectant toutes 
les immunoglobulines d’une espèce (Fig. 1) (12). 

Fixation de l’anti- Addition de la SO~U- Addition de l’anti- Addition du substrat. 
coi-p* S”i le SYp- tien test& contenant coq38 marquk = 
port. l’antig&ne. conjugub. 
Lavage Lavage Lavage 

Fig. 1 : Représentation schématique de la méthode ELISA. 

RECHERCHE D’ANTIGENES 
DE BRUCELLA 

II est possible d’utiliser la méthode ELISA pour la 
recherche de Brucella dans les sécrétions d’animaux 
suspects afin de déceler d’éventuels porteurs de 
l’infection dépourvus d’anticorps. L’une des méthodes 
(20) consiste à fixer des anticorps bovins avec la 
glutaraldéhyde sur des billes de nylon et à les incuber 
avec des fluides suspects. Après fixation du complexe 
antigène anticorps, on ajoute du sérum de lapin anti- 
Brucella puis un conjugué permet de visualiser la 
réaction. On pourrait détecter ainsi 10 corps bacté- 
riens dans 1 ml de prélèvement. Une autre méthode 
(9) permet de rechercher des Brucella sur des écouvil- 
lons et de détecter rapidement lors de la mise bas 
l’excrétion de Brucella. 
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RECHERCHE ET TITRAGE 
DES ANTICORPS 

C’est pour la recherche d’anticorps que la technique 
ELISA a surtout été utilisée. En médecine humaine, la 
recherche seule en l’absence même de standardisa- 
tion en unités internationales peut se concevoir (17, 
18, 19). La grande sensibilité de la réaction permet de 
l’utiliser en remplacement des autres techniques indi- 
rectes courantes (immunofluorescence) et de séparer 
les infections chroniques (igG) des infections récentes 
(igM). En médecine animale, le diagnostic sérologique 
doit être plus quantitatif et standardisé afin de tenir 
compte des anticorps post-vaccinaux et des échanges 
internationaux. Comme de nombreux textes existent 
avec des unités de mesure, toute nouvelle réaction 
doit comparée aux réactions déjà codifiées. 

Dosage des anticorps 

La technique la plus courante consiste à fixer I’anti- 
gène sur des plaques, à faire agir des dilutions de 
sérum, puis, après lavage, à révéler les anticorps fixés 
sur les plaques, par sérum anti-immunoglobulines 
bovines conjugué à un enzyme (péroxydase) qui va 
hydrolyser un substrat. La modification de couleur 
d’un accepteur d’oxygène permettra de mesurer par 
densité optique la présence d’anticorps et d’en appré- 
cier la quantité en utilisant une gamme de témoin (13). 
La sensibilité de la méthode est excellente (23) 
supérieure même à I’hémagglutination indirecte (Tabl. 
1). 

Réalisation de la réaction 

La réaction se réalise fréquemment sur plaque dans la 
journée ; elle nécessite de nombreux barrages (Tabl. 
II) et est facilement mécanisable. II s’agit de micromé- 
thode utilisant de faibles quantités de réactifs (volume 
d’un cupule 400 ml) (28). 

De nombreux antigènes ont été utilisés : corps bacté- 
riens inactivés, lipopolysaccharides, fraction protéi- 
que... La fraction phénolo-soluble utilisée dans plu- 
sieurs essais (4, 7, 15) s’est montrée très stable et a 
permis une excellente reproductibilité de la réaction 
de titrage des sérums bovins. 

II est essentiel de choisir dans un temps préalable 
quelle est la dilution optimale d’antigène à utiliser en 
faisant varier dilutions de sérum de référence face à 
des dilutions de l’antigène (technique de l’échiquier) 
afin de voir quelle quantité d’antigène permet de 
détecter le minimum d’anticorps. 

TABLEAU I Sensibilité comparée de 3 méthodes de détec- 
tion dans le sérum bovin des anticorps antibrucelliques 
(d’après Nielsen) (Antigènes : LPS, anticorps : en ng). 

lg M kl 1 1 lg ~32 1 IgA 1 
ELISA 155 ng 190 220 700 

Hémolyse en gel 5 500 60 4 850 no 

1 !-$??tfLutination( no 1 3 750 1 625 1 4250 1 

TABLEAU II Exemples de réalisation de la réaction ELISA. 

1. Adsorbtion de l’antigène sur une plaque 
2. Incubation 16 heures à + 4” 
3. Lavage en PBS plus tween 0,05 p. 100 
4. Saturation des sites par albumine bovine 50 gll 

(1 heure à + 20 “C) 
5. Lavage en PBS plus tween 
6. Répartition des dilutions des sérums dans les 

cupules (1 heure à + 20 “C) 
7. Lavage en PBS plus tween 
8. Répartition des dilutions du sérum de lapin anti 

lg G bovines, marqué à peroxydase (1 heure à 
+ 20 “C) 

9. Lavage ’ 
10. Adjonction du substrat (orthophénylène-diamine) 
11. Arrêt de la réaction après 10 minutes, par adjonc- 

tion H2S04-2,5 M 
12. Lecture de la réaction 

Applications au dépistage de la 
brucellose 

Cette réaction ELISA a pu être appliquée avec succès 
au dépistage de la brucellose bovine (8, 14) et permet 
même de détecter les anticorps lactés avec une 
sensibilité supérieure à celle du Ring Test (11). 

Plusieurs auteurs ont utilisé également cette techni- 
que pour le dépistage des anticorps chez les moutons 
infectés par Brucella ovis (9, 16, 22, 24). Ce test, en 
utilisant soit des corps bactériens soit des antigènes 
solubles, s’est montré plus sensible que la réaction de 
fixation du complément. 

Une réaction en « double sandwich » de type ELISA 
(6, 27) a pu être utilisée aussi pour le dépistage de la 
brucellose porcine. Les résultats ont été trouvés très 
proches de ceux obtenus avec la réaction de Coombs. 
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LIMITE DE LA METHODE 

Cette nouvelle méthode indirecte de mise en évidence 
des anticorps anti-brucelliques est extrêmement sensi- 
ble. Mais tout parallélisme avec les examens sérologi- 
ques classiques (séro-agglutination, fixation du 
complément, Ring Test, Rose Bengale) est très difficile 
puisque ces méthodes usuelles sont des réactions 
directes. II est de ce fait difficile de comparer les 
résultats obtenus (28). On ne peut donc utiliser cette 
méthode que dans les régions presque totalement 
assainies ou toute positivité est suspecte : dans ce cas 
la grande sensibilité et la possibilité d’automatiser la 
réaction sont deux avantages certains (Tabl. Ill). 

Un des désavantages majeurs du test ELISA est la 

TABLEAU III Avantages de la méthode ELISA. 

- Sensibilité 
- Spécificité 
- Rapidité 
- Possibilité d’automatisation 

VALETTE (L.). ELISA reaction for the diagnosis of brucellosis. Rev. 
Eh. Méd. vét. Pays trop., 1987, 40 (4) : 341-345. 

The immuno-enzymatic reaction ELISA cari be used in the diagnosis of 
brucellosis for rapid searches for Brucella in the post-abortive 
secretions, but it is mainly used to search for specitïc antibodies. Thii 
indirect serological method cari reveal the presence of certain classes of 
antibodies or even the totality of the antibodies present. It is very 
sensitive, specific and fast. It is a valid replacement for the indirect 
immunofluorescence method in the serological diagnosis of human 
brucellosis. It could also be used to search for animal brucellosis in 
herds where the only prophylactic mesures are sanitary, and where 
no vaccination is carried out. But the present lack of standardization 
makes it impossible to take measurements in units of reference or to 
compare a level of antibodies with another obtained by habitua1 
methods. Thi makes it diicult to use U; zones where a residual post- 
vaccinal level of antibodies is to be compared and it shouki be possible 
to begin standardization. Key words : Brucellosis - Diagnosis - Immu- 
nological test - ELISA test - Antibody. 
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grande variété des réactifs utilisés actuellement datis 
les différents laboratoires, ce qui rend presque impos- 
sible toute comparaison des rés,uItats (Tabl. IV). 

TABLEAU IV Inconvénients de la méthode ELISA. 

Dans le cas du diagnostic sérologique 
de la brucellose animale 

- Problème de.la standardisation des résultats 
- Standardisation des réactifs 

CONCLUSION 

La méthode ELISA apporte incontestablement des 
éléments nouveaux dans les tests sérologiques appli- 
cables au diagnostic de la brucellose et la spécificité 
d’une réaction indirecte, comme I’immunofluores- 
cence, avec la rapidité d’une réaction directe. Une 
meilleure définition des réactifs utilisés et une standar- 
disation des techniques sont cependant indispensa- 
bles avant de généraliser son emploi. 
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Se puede utilizar la reacci6n inmuno-enzimatica (ELISA) en el 
diagnOstico de la brucelosis para la b&squeda tipida de Brucella en las 
excrecionq post aborto pero sobre todo para la btisqueda de anticuer- 
pas espeedïcos. 
Este método serol6gico indirecto puede evidenciar tipos especiales de 
anticuerpos o la totaiklad de las anticuerpos. Es muy sensible, 
especdïca y tipido. Puede reemplazar validamente el método de 
imnunofluorescencia indirecta para el diagn&ico serologico de la 
brucelosis humana. Aun podr@ ser utiliida para la btisqueda de la 
brucelosis animai en ganaderms donde se emplea soia la protïlaxia 
sanitaria sin ninguna vacunacion. Pero su falta actual de estandardiza- 
cion hace imposible la medida con unidades de referencia y la 
comparaci& de un nivel de anticuerpos con el obtenido por métodos 
usuales : lo que hace su empleo dificil en las zonas donde se necesita 
medir una tasa de anticuerpos post vacuna residual. Se compara la 
utiliicibn de antigenos solubles o particulares y se considera un 
principio de estandardizaci6n. Palabras claves : Brucclosis - Diagnos- 
tico - Tfcnica inmunologica - Prueba ELISA Anticuerpo. 
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