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COMPARAISON DES RESULTATS D'UNE TECHNIQUE ELISA
REALISEE SUR DES SERUMS, DES LAITS INDIVIDUELS

ET DES LAITS INDIVIDUELS ADDITIONNES DE CONSERVATEUR,

EN VUE DE LA MISE EN EVIDENCE D'ANTICORPS DIRIGES CONTRE
L'ARTHRITE ENCEPHALITE CAPRINE VIRALE

Utilisation pour le dépistage des troupeaux infectés *
C. Benoit !, G. Perrin 1 et C. Baudry 1

RESUME : Les auteurs comparent les résultats d'une technique ELISA visant & mettre en évidence fes anticorps dirigés contre fe virus
ds larthrite encéphalite caprine virale (AECV), & partir de prélévements individuels de sérum, de fait et de lait additionné de
conservataur. Far rapport aux résuftats obtenus sur les sérums, la spécificité des techniques réalisées sur les faits reste supérieure &
98 p. cent, mais la sensibilité diminue en ne dépassant pas 88,4 p. cent pour les laits et 87,0 p. cent pour les laits additionnés de
conservateur. Cet Inconvénient est toutefois fargement compensé par les avantages liés a la diminution des coits due, notamment,
a lutilisation de prélévements destinés, dans de nombreux élevages, au contréle de performances.

SUMMARY . Individual mitks without and with preservative were found to be suifable-for serofogical diagnosis of caprine arthritis
encephalitis virus. As compared o individual sera, the relative specificity was over 98 p. cent, but the sensitivity decreases fo 88,4 p.
cent and 87,0 p. cent respectively. Nevertheless, such disadvamtage is corrected according to the advantages of use samp!es

collected for other uses as animal recording.

| - INTRODUCTION

1987 ; Rowe ef al. 1992 ; Arrétés ministériels des 6, 7 et 8

Le virus de l'arthrite encéphalite caprine virale (AECV) est un
juillet 1994]. Toutefois, fefficacité de tels programmes

lentivirus qui provoque une maladie chronique caractérisée

principalement par des |ésions d'évolution lente d'arthrite, de
pneumonie, de marmile et pius rarement d'encéphalite
[Adams ef af, 1884; Dawson, 1987]. Lincidence
économigue de cette maladie peut &tre sévére en raison des
réformes prématurées qu'elle provoque et des baisses de
production laitidre consécutives aux mammites chroniques.

Pour prevenir de felles conséquences, des programmes de
confr8le et d'éradication ont éte développés dans différents
pays, et depuis juillet 1994 en France, qui reposent tous sur
la détection sérologique ef, dans certaines conditions, sur
I'abattage des animaux infectés [Ellis ef al.,, 1983 ; East et al.,

*  Texteregu le 25.09.97, accepté le 15.03.98

dépend en parfie de la sensibilité et de la spécificité des
techniques sérologiques ulilisées pour la détection des
animaux infectés.

Différentes techniques ELISA développées a partir
d'antigénes constitués soit de virus totaux purifiés soit & partir
de protéines recombinantes [Archambault ef al, 1988 :
Zanoni ef &l., 1994] sont aujourd'hui utiisées pour la mise en
évidence des anticorps dirigés contre le virus de 'AECV dans
le sérum. Ces techniques ELISA sont aujourd*hui utilisées sur
le lait pour la mise en évidence d'anticorps dirigés contre
d'autres agents infectieux tels que 'hempeés virus de fype |

1 Station régionale de pathologie caprine de Niort ; Laboratoire associé au CNEVA, Laboratoire national de référence pour Parthriie encéphalite

caprine virale, B.P. 3081 79012 Niort France

119



Epidémiol. et santé anirn., 1998, 33, 119-123

Comparaison des résultats d'une technique ELISA réalisée sur des sérums, des laifs individuels ef das lalls individuels
addiionnés de conservateur, mmdebnﬁgeenévidgmd'anﬁmrpsdﬁigésmn#ekrﬁnbmcéphaﬂacephﬁmk

[Perrin et af., 1984}, la leucose enzoolique bovine [Perrin ef
al., 1986 ; Florent ef af., 1988 ; Kerkhofs ef al., 1991], ceci en
raison des avantages en terme de facilité de prélavement et
de colt Les prélévements de lait qui demandent une
moindre technicité que les prélévements sanguins sont en
effet plus faciles & pratiquer ; par ailleurs et suriout, dans la
plupart des élevages caprins laitiers, ils sont réalisés sur
chaque animal mensuellement tout au long de la lactation
dans le cadre des opéraions de confréle laitier de
performances. I est ainsi possible & parfir de ces
prélévements existants, de réaliser des investigations
compiémentaires au méme fitre que celles faites pour la
leucose ou la bruceliose bovines. Dans ce contexte, il nous
st paru opportun de comparer les résultats obtenus & laide

dune technique ELISA a partir d'une part, de sérums et,
d'aufre part, de laits sans conservateur et de laits additionnés
de conservateur, ceci afin de respecter les modalités
cormrespondant au traitement des prélévements mis en ceuvre
dans le cadre du contrdle laitier des performances.

A partir des résultats obtenus, nous avons tenté d'évaluer les
conditons dans lesquelles ces prélévements de lait
pouvaient étre utilisés en sondages pour identifier les
élevages susceplibles de répondre aux exigences du
contrdle sanitaire officiel et en particulier ceux dont le niveau
de prévalence n'excédait pas 15 p. cent et qui pouvaient par
conséquent bénéficier d'aides publigues en vue de leur
assainissement.

Il - MATERIEL ET METHODES

A, LESELEVAGES ET LES ANIMAUX

Trois cent soixante huit chéwres laitidres ont été
sélectionnées dans huit froupeaux. Un d'entre eux (n°3) était
qualifié indemne au regard du confrdle sanitaire officiel, un
autre (n°4} était en cours d'assainissement, alors que les six
autres étaient fortement infectés.

B. LES PRELEVEMENTS DE SANG ET DE LAIT

Sur chacune des 368 chévres, un prélévement de sang a été
réalisé par ponction a la veine jugulaire et deux prélévements
de lait ont &t réalisés et répartis dans deux flacons de 50 mi,
fun ne contenant pas de conservateur, I'autre contenant un
conservateur utilisé par les faboratoires interprofessionnels
lzitiers : le bromopol (2-bromo-2-nitro1,3- propanediot ;
Bromopol® Aldrich Co., Riedstrasse 2, 89555 Steinheim,
Germany) & la dilution de 1/200. Aprés 24 heures au
réfrigérateur & 4°C, et coagulation, les prélévements de sang
ont été centrifugés et le sérum a été récolté. Les sérums
ainsi récoltés et les laits sans conservateur ont été fraités
dans les 24 heures alors que les laits additionnés de
conservateur lont été aprés 8 jours de stockage au
réfrigérateur & 4°C, ceci pour simuler au mieux les conditions
observées couramment sur le temrain,

C. LA METHODE ELISA

La mise en évidence des anticorps ant-AECV a éié réalisée
4 laide dune lechnique ELISA (Chekit CAEV/IMVV ® Dr
Bommeli AG, Bem, Suisse ; Hoecht Roussel Vétérinaire),

L'antigéne est un virus total hautement purifié, préparé a
partir d'une culture de virus maédi-visna (souche ovine
Suisse). Deux cent microlitres de sérum préalablement dilué
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au 1/10 et 200 pl de lait préalablement dilué au % sont
déposés dans chaque puits et incubés 90 minutes &
température ambiante. Aprés lavage de la microplaque, 100 -
I de conjugué margué & la peroxydase, dilué préalablement
au 1/200, sont ajoutés au sérum.

Aprés une seconde incubation de 90 minutes & température
ambiante, l'excés de conjugué est éliminé par un nouveau
lavage de la microplaque et 100 pi de chromogéne sont
déposés sur le complexe antigéne-anficorps. Les densités
optiques (DO} sont {ues sur un lecteur ELISA automatique
(Labsystems ; EMS Reader MF) 4 405 nm. Les résultats sont
exprimés en pourcentage (p. cent ech} et calculés selon Ja
formule suivante en prenant en compte la DO d'un sérum
témoin positf (DO pos) et celle d'un sérum témoin négaif

(DO neg).

8o échanilon - 0O Emoin négatf N

100
DO moinposit - P emoinnégatic

% échantillon

Dans I'étude, le seuil de positivité a été fixé a 10 p. cent, ceci
pour tenir compte des conclusions des études de validation
réalisées dans le cadre de I'évaluation officielle des tests
{Saunders ef al., 1996).

D. ANALYSE STATISTIQUE

Les tests de concordance ont été réalisés a I'aide du logiciel
Episcope software fonctionnant sur IBM PC [Frankena ef &/,
1930). Les valeurs du Kappa supérieures & 0,8 ont été
considérées comme hautement significatives [Landis et af,,
1977]. La méthode d'échantillonnage permettant d'estimer
les effectifs nécessaires pour déterminer le statut sanitaire
des troupeaux est celle décrite par Toma ef a/. [1996],
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I - RESULTATS

A, ANALYSE GLOBALE DES RESULTATS

Les résultats obtenus & partir des différents échantitions
analysés figurent dans le fableau I.

Les résultats bruts enregistrés sur les laits et sur les laits
avec conservateur permettent de metire en évidence une
diminution progressive des pourcentages de prélévements
détectas positifs.

B. CONCORDANCE, SENSIBILITE ET SPECIFICITE DU
TEST ELISA

Les résultats figurent dans le tableau I1.

La valeur du Kappa concemant les résultats obtenus & partir
des sérums el des laits d'une part et celle des résultats
obtenus & partir des sérums et des laits avec conservateur
d'autre part sont respectivement de 0,86 et 0,84.

La concordance globale entre ces tests apparait hautement
significative avec des valeurs de Kappa supérieures 4 0,80 (p
< 0,05). Les résuliats de cette étude montrent que la
technique ELISA réalisée & partir des sérums s'avére plus
sensible qu'a partir des laits et des laits avec conservateur.
La sensibilité du test est respectivement de 88,4 p. cent pour
les laits sans conservateur et de 87,0 p. cent pour les laits
avec conservateur. Pour ce qui conceme la spécificité, elle
est respectivement de 99,3 p. cent et 38,7 p. cent.

TABLEAU |

Comparaison des résultats sur les différents échantillons

NOMBRE DE SERUMS  NOMBRE DE LATS NOMBRE DE LAITS AVEC
ELEVAGES  ECHANTILLONS POSITIFS POSITIFS CONSERVATELR POSITIFS
N N % N % N %
1 36 30 83,3 28 778 27 75,0
2 56 56 100 54 964 53 946
3 46 0 0,0 0 0,0 0 0.0
4 45 4 8,7 0 0,0 0 0,0
5 - - 46 43 93,5 36 78,3 38 84,8
6 48 43 93,5 44 85,7 44 95,7
7 46 11 23.8 4 8,7 4 87
8 46 - 29 £3.0 26 56,5 23 50,0
Total 368 216 58,7 192 52,2 190 516
TaBLEAU I
Sensibilité et spécificité comparées
SERUMS Lans LAITS AVEC CONSERVATEUR
Négatifs Positifs Total Negatifs Positifs Total
Négatifs 151 " 162 150 2 152
Positifs 25 191 216 28 188 216
Total 176 192 368 178 190 368
Concordance 92,9 % Concordance 91.8%
Sensibilite 884 % Sensibilité 87.0%
Spécificité 99,3% Spécificité 98,7 %
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C. UTILISATION DES TESTS ELISA A PARTIR DE
SERUMS ET DE LAITS AVEC CONSERVATEUR

Considérant qu'au terme de cette élude, la sensibilite
optimale des tests ELISA réalisés & partir de laits avec
conservateur est de 87 p. cent par rapport au méme test
effectué sur le sérum, nous avons calculé le nombre
d'échantilions qu'il était nécessaire d'analyser pour mettre en

évidence avec un niveau de certiude de 95 p. cent la
maladie dans un troupeau dont la proportion d'atteinte des
animaux &tail au plus égale & 15 p. cent. Si sur un tel
échantiflon, tous les résultats sont négalifs, on peut ainsi
affirmer que la proportion d'animaux infectés est inférieure 2
15 p. cent. En fonction de l'effectif du troupsau, le nombre
d'échantilions & analyser figure dans le tableau 1ll,

TaBLEAU Il
* Nombre de prélévements & examiner pour détecter la maladie au sein d'un élevage dont la prévalence s'éléve 315 %

NOMBRE D'ECHANTILLONS A ANALYSER

Effectif de I'dlevage Sérums Laits avec conservateur
10 8 10
20 12 14
30 14 16
40 15 17
50 15 18
60 16 18

70-80 16 19

90-100 17 19

130-150 17 20

180-250 18 20

270-500 18 21
IV - DISCUSSION

Différentes lechniques ELISA ont été utilisées sur le lait pour
la mise en évidence d'anticorps dirigés contre certains virus
tels que I'nerpés virus de type | [Perrin ef al,, 1984] ou la
leucose enzoofique bovine [Perrin ef al., 1986 ; Florent ef al.,
1988 ; Kerkhofs ef af., 1991), ceci en raison de la plus grande
faciitt a pratiqguer les prélévements de lait que les
prélévements de sang et, par ailleurs, en raison du fait que
dans la piupart des élevages laitiers, ils sont réalisés
mensuellement dans le cadre des opérations de contrdle de
performances. La présente étude fait apparaitre que la
sensibilité de la technique réafisée a partir des laits est plus
faible que celle réalisée a partir des sérums et que cette
sensibilitt diminue encore légérement avec les laits
addiionnés de conservateur. Si lintérét prafique de
Futifisation des laits reste limité, en revanche celui des laits
additionnés de conservateur est important et tient au fait que
dans les conditions courantes, ces analyses peuvent étre
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réalisées sur des échantilions existants, destinés au contrile
laitier. Cet intérét compense largement, en terme de coit, le
déficit de sensibilité. Les résulfats démontrent que cefte
technique mise en ceuvre sous forme de sondage, peut éfre
avantageusement utilisée pour des opérations d'enquétes ou
de dépistage du stafut sanitaire des élevages. Des
dépistages systématiques réalisés a parlir des prélévements
destinés au confrole laitier permetiraient & moindre co(t de
repérer des froupeaux dont le niveau de prévalence n'excéde
pas 15 p. cent lIs pourraient ensuite étre intégrés aprés
confrdle sérologique sur la totalité de l'effectif, dans la
catégorie de ceux qui peuvent bénéficier des aides publigues
prévues dans le cadre du contrdle sanitaire officiel. Ceci
permelirait vraisemblablement d’augmenter le nombre de ces
froupeaux qui aujourd'hui sont exclus essentiellement en
raison des cofits financiers nécessaires a la connaissance
précise de leur statut sanitaire.
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