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Service Veterinaire Cantonal et Institut Galli-Valerio, Lausanne

Recherche d'anticorps IBR/IPV dans le lait

par P. -A. de Meuron1

Introduction

Ce travail base sur Particle de G. Stuker et al. (1980) eut pour but de rechercher
les anticorps IBR/IPV dans le lait au moyen du test ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) ä l'echelle d'un canton (Vaud) comprenant en 1981 un effectif
d'environ 60000 tetes de betail laitier pour 4500 producteurs. Les analyses ont ete
faites de janvier ä septembre 1981 et ont porte sur un total de 2595 laits de melange
representant le meme nombre d'exploitations.

Pour juger la valeur d'un tel depistage, il fut necessaire de verifier les points
suivants: 1) Contröle serologique sanguin en parallele (ELISA et seroneutralisation)
avec des laits individuels. 2) Qualite, duree et valeur de la conservation des echantil-
lons de lait pour un tel test. 3) Dilution et titration du lait pour une estimation lors
d'un depistage de masse. 4) Recherche des anticorps IBR/IPV dans le lait par quartier

afin de verifier l'identite des resultats chez la meme bete dans le cas d'un preleve-
ment incomplet du lait.

Durant la meme periode, notre laboratoire a effectue 18 525 analyses serologi-
ques sanguines de routine par la methode ELISA et les contröles en parallele par
seroneutralisation sur culture cellulaire pour certains cas douteux ou positifs effectues
par la section de Virologie de 1'Institut d'Hygiene de Geneve. Ces analyses, continuation

des analyses entreprises en 1980, ont permis de contröler 1'evolution dans des
exploitations revelees positives ä 1'analyse du lait ou dejä connues par les analyses
serologiques sanguines.

Materiel et mdthode

^
Micromethode ELISA sur plaques dejä fixees (fournisseur: Dr.W. Bommeli, Diagnostische

a ratorien, Länggassstrasse 7, 3012 Berne) et methode decrite dite «Trachitest» par l'Institut
^accinal (OVF) ä Bäle (Dr.W. Bommeli). Serums sanguins dilues ä 1/40. Lait centrifuge ä ~1500

urs (elimination partielle de la creme) et non dilue. Lecture optique sans photometre. Les echan-
ons de laits de melange ont ete fournis par les laboratoires de controle laitier de Moudon, de

s

® ve et d'Orbe. Ces echantillons correspondaient ä ceux utilises pour le test ABR. Les serums
laitsWnS °nt öro preleves en routine ou sur demande par des veterinaires praticiens avec parfois des

s individuels. Les serums preleves ä l'arrivee et les laits entiers ont ete utilises immediatement ou
erves ^ ~ 18°C jusqu'ä l'analyse et recongeles apres emploi.

Adresse: Dr.P.-A. de Meuron, rue Cesar Roux 37, CH-1005 Lausanne
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Resultats

1) Contrdles paralleles sang-lait individuels

Des prelevements de sang et lait ont ete pris simultanement dans cinq exploitations

(A — E) connues anterieurement pour leur positivite au test ELISA des serums

sanguins.

Tab. 1

Exploitation Nombre de prelevements ELISA sang ELISA lait
sang + lait + d _ + d

A R.M.ä S. 11 6 1 4 5 2 4

B E.R. äP. 45 0 1 44 0 1 44

C S.C. äE. 21 13 1 7 13 0 8

D A.C. k P. 12 11 0 1 10 1 1

E J.S. AO. 17 14 0 3 14 0 3

+ positif d douteux — negatif

Exploitation A: Le sang douteux k l'ELISA s'est revele positif au test de seroneutralisation. Les

deux laits douteux correspondaient ä un sang negatif et au sang douteux alors

qu'un lait negatif a correspondu k un sang positif.
Exploitation B: L'analyse de troupeau avait revele des animaux positifs en 1980 et les 45 animaus

representaient un contröle d'une etable de vaches negatives lors d'un essai d'assai-

nissement. Le sang douteux s'est revele negatif au test de neutralisation et le lait

douteux correspondait au sang.
Exploitation C: Le sang douteux fut positif au test de seroneutralisation alors que le lait de la

meme bete fut negatif.
Exploitation D: Le lait douteux provenait de la meme vache qu'un sang positif et le lait negatif a

correspondu au sang negatif de la mSme paire.
Exploitation E: Les trois laits negatifs ont correspondu aux trois sangs ndgatifs.

2) Qualite, duree et valeur de la conservation des echantillons de lait

Un certain nombre de serums sanguins et de laits entiers individuels ont ete

conserves au congelateur ä —18 °C, puis testes ä nouveau par la suite.

Tab. 2

Exploi- Nombre de ELISA sang ELISA sang ELISA lait ELISA
tation prelevements

sang + lait d — -t-d — + d— + d

2.7.1981 8.9.1981 2.7.1981 8A1981^

C 21 13 1 7 12 0 9 13 0 8 13 _0_J,

24.6.1981 23.9.1981 24.6.1981 23.9.

D 11 10 0 1 9 11 10 1 1 10 1 L

8.7.1981

11 — — 10 0 1

29;9J981____,

7 3 '
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Exploitation C: Le serum sanguin douteux k l'ELISA et positif au test de neutralisation s'est
negativise ä l'ELISA. Un s<Srum positif est devenu nbgatif. Le resultat des laits n'a
pas change.

Exploitation D: Un serum positif est devenu douteux. Les laits n'ont pas ete modifies.
Exploitation E: Les sangs n'ont pas ete testes une seconde fois. Les trois laits douteux lors du

second examen ont correspondu k des laits trouves positifs lors de la premiere
analyse.

3) Dilution et titration des laits positifs

Pour estimer la valeur quantitative de dilution des laits de melange et evaluer un
nombre moyen admissible de vaches pour le prelevement («auto-dilution»), on a pro-
c6d6 ä une titration de laits positifs individuels avec du lait «ELISA-negatif». Les
titrations allant de '/i-Vio, le dernier titre nettement positif a ete retenu.

Tab. 3

Laits positifs 1/2 1/3 1/4 1/5 1/6 1/7 1/8 1/9 1/10 1/11 1/20

9 2 3 2 1 1 1 3 1 1 7

Les reactions nettement douteuses ont 6t6 de 1 k 3 dilutions suivantes, mis k part les dilutions au-
delä de 1/20 non testees.

4) Recherche d'anticorps IBR/IPV dans le lait par quartier
Tab. 4

Exploitation Nombre de vaches Resultat par quartier

a.g. a.d. P-g- p.d.

1/M.M. 4P. 7 + + + +
1 + d + d
1 d d d d

2/ H.B. äC. 16 + + + +
6 d d d d
1

2
(d) (d) (d) (d)

3/LS. io. 2 + + + +
1 + + + d
1 + + d d
1 d d d d
2 (d) d (d) d
1 (d) d (d) -
1

3
d

—

(d)

4/ S.C. iE. 10 + + + +
—_____ 6 - - — —

Positif d douteux (d) legerement douteux — negatif
ateriel. 62 vaches 248 echantillons fraichement preleves en novembre 1981) provenant de

4 exploitations positives connues.
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5) Resultats de depistage obtenus avec des laits de melange

Tab. 5

Laits de melange ELISA ELISA ELISA ELISA

+ d (d) -
2595 15 7 14 2559

Les 15 prelevements positifs ont correspondu ä des exploitations positives au sang et dejä connues

comme telles avant 1'analyse du lait; ces resultats ont dte obtenus au hasard des livraisons avec des

echantillons dont l'origine n'etait pas connue du laboratoire.
Des 7 prelevements douteux, l'examen serologique sanguin a permis de depister des animaux sero-

logiquement positifs (ELISA + neutralisation) dans 2 exploitations. Les 5 autres troupeaux se soul

revelds negatifs k la Serologie sanguine.
Les 14 laits de melange «legerement douteux» n'ont pas reveld d'exploitation ayant des animaux

rdagissant positivement k la Serologie sanguine.

Discussion et conclusion

Cette recherche systematique d'anticorps IBR/IPV dans des laits de melange de

2595 exploitations dont la provenance n'etait pas connue du laboratoire au moment

de l'analyse permet de faire un certain nombre de remarques:
1) La concordance sang et lait individuels a ete bonne. II faut remarquer que sur

106 prelevements individuels paralleles 2 laits negatifs ont correspondu ä 2 sangs

positifs.
2) La conservation du lait entier par congelation ä —18 °C n'a pas modified

resultat serologique au test d'ELISA apres 3 mois de conservation.
3) Une dilution par du lait negatif de 31 laits individuels positifs a permis de rele-

ver que 17 laits etaient positifs ä un titre > Vs et que 14 laits devenaient douteux ä la

dilution de Vs. Ces resultats montrent que le lait d'au moins 1 vache sur 4 ou 5 est®

mesure de reveler une lecture positive ou fortement douteuse ä l'IBR au test ELISA

dans un lait de melange. Cette constatation est positivee par le fait que toutes to

exploitations analysees ont revele plusieurs animaux, voire meme une majorited£

vaches reagissant positivement.
4) La recherche des anticorps par quartier a ete testee afin de savoir s'il etait pos'

sible de simplifier le travail des prelevements dans les exploitations ne livrant pas 1®'

lait aupres d'un centre de ramassage et de ce fait ne permettant pas une analyse

lait de melange. Les resultats ont montre un parallelisme pour les laits des quarti®

d'une meme böte. Une legere divergence dans l'intensite de la reaction est apparii;

dans quelques cas (11,2%), mais ne devrait pas porter ä consequence sur le resul®

d'un lait de melange de quartiers pris individuellement pour un nombre defim

vaches.

5) Pendant la periode de l'essai, les 9 premiers mois de l'annee 1981, les

echantillons de lait de melange ont permis de confirmer la positivite de 15 expl"1'1

tions dejä connues ä la fin de 1980 et de depister 2 nouveaux troupeaux positifs- -

faut toutefois relever qu'un grand nombre d'echantillons de lait requs reprfeentai®
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un melange d'une exploitation entiere, ce qui permet de deduire qu'une «boille»
contenant en moyenne le lait de 4 ä 5 vaches et qu'une exploitation comptant en

moyenne 15 ä 20 vaches, l'echantillon d'une seule bete positive pouvait de ce fait etre
dilue theoriquement au depart ä un taux non revele par le test ELISA. A titre de
comparaison et sans tenir compte des animaux qui se sont reveles positifs individuel-
lement (commerce), les 18525 serums sanguins analyses en routine durant cette
meme periode ont permis de deceler 4 nouvelles exploitations positives.

En conclusion, les remarques suivantes peuvent etre faites concernant la technique

et la fiabilite du test ELISA pour le depistage des anticorps IBR/IPV dans le lait:
a) Le test est simple ä executer et ä la portee de chaque laboratoire de diagnostic.
b) Une titration du lait pour 1'analyse n'est pas necessaire, mais en revanche une

centrifugation pour eliminer une partie de la creme est indispensable. La conservation

des echantillons par congelation est possible et meme une alteration macroscopi-
que partielle du lait (caille par ex.) n'a pas eu d'incidence marquee sur le deroulement
de l'analyse.

c) La lecture optique evite un appareillage photometrique relativement coüteux et
permet de retenir les reactions nettement positives ou douteuses. Les reactions faible-
ment douteuses rencontrees dans les analyses sont apparemment non specifiques et
ne devraient pas etre retenues.

d) Le test ELISA pour la detection des anticorps IBR/IPV dans le lait est une
analyse de depistage et de surveillance pour le troupeau laitier. A notre avis, il ne
devrait pas etre utilise pour l'analyse individuelle (sur 106 analyses individuelles de
lait, 2 resultats negatifs se sont r6v616s positifs au sang) et necessite une analyse de
confirmation par serologic sanguine individuelle (ELISA, sero-neutralisation) dans
les cas positifs et douteux. Un prelevement du lait de melange de 5 ä 10 vaches
devrait etre fiable dans un tel but.

Resume

On a recherche les anticorps IBR/IPV au moyen du test ELISA dans des laits de melange. Les
liferents contröles paralleles (ELISA et sero-neutralisation des serums sanguins) ont permis de

confirmer la fiabilite de la mdthode. Le test ELISA pour la detection des anticorps IBR/IPV dans
je lait est une analyse de depistage et de surveillance pour le troupeau laitier et un prelevement du
art de melange de 5 ä 10 vaches devrait etre fiable dans un tel but.

Zusammenfassung
Mit Hilfe des ELISA wurden Antikörper gegen IBR/IPV in Mischmilchen nachgewiesen. Die

Parallel laufenden Kontrollen (ELISA und Neutralisationstest mit Blutserum) zeigten die Zuverlässigkeit

der Methode. Der ELISA zum Nachweis von IBR/IPV-Antikörpern in Milch eignet sich als

1(1 jj^ch^gsniethode für Milchviehbestände. Dabei erweist sich eine Mischmilchprobe von 5 bis
Kühen als genügend empfindlich.

Riassunto

mezzo dell'ELISA sono stati evidenziati anticorpi contro IBR/IPV in latte misto. I
trat i

eseguiti in parallelo (ELISA e test di neutralizzazione con siero di sangue) hanno dimos-
0 a affidabilitä del metodo. L'ELISA per l'evidenziazione di anticorpi-IBR/IPV e un metodo
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di controllo adatto alle aziende da latte. Inoltre un campione di latte misto proveniente da 5-10

vacche si dimostra sufficiente.

Summary

Antibodies against IBR/IPV were detected in pooled milk by means of an ELISA. Parallel

controls (ELISA and serum-neutralization in blood serum) showed a satisfactory reliability of the

method. It can be used as a screening method for the detection of IBR/IPV-antibodies in milk and

as a control for dairy herds. It is sufficiently sensitive to detect antibodies in milk pools of 5 to 10

cows.
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Sammlung fleischbeschaurechtlicher Vorschriften. E. Raschke. Loseblattsammlung. 25. Ergänzungs-

lieferung. Preis des Gesamtwerkes: DM 56.50. Verlag R.S. Schulz, Berger Strasse 8-10, D-8136

Percha am Starnbergersee
Die Loseblattsammlung wird mit dieser Neuerscheinung auf den Stand vom November 198'

gebracht. Die 25. Ergänzungslieferung enthält die Neufassung des deutschen Fleischbeschaugesej-

zes und die Änderung der Geflügelfleischuntersuchungs-Verordnung. Die Änderung der Drittland-

Richtlinie Trichinen und der Drittland-Richtlinie frisches Fleisch sind für unser Land insofern von

Bedeutung, als das Fleisch, das in die EG geliefert wird, diesen Anforderungen genügen muss, B

sind darin ebenfalls die Vorschriften für frisches Fleisch, das zerlegt werden soll, aufgeführt.
Ferner werden die Änderungen der Einfuhruntersuchungsstellen für Fleisch und der

Eingangsstellen für Geflügelfleisch in die BRD und die Änderung der Tarifverträge bekannt gegeben.

M. Lauffer, Bei«

Sammlung tierseuchenrechtlicher Vorschriften, von Geissler/Rojahn/Stein: 29. und 30. Ergänzung5

lieferung. Verlag R.S. Schulz, D-8136 Percha.
.j

Die 29. und 30. Ergänzungslieferung bringen dieses Werk auf den Stand vom 1. August I? •

Sie beinhalten insbesondere Änderungen der Schweinepestverordnung, der Klauentiere-Einl

Verordnung, der Einhufer-Einfuhrverordnung, der Geflügel-Einfuhrverordnung, der Hasen-

fuhrverordnung, der Einfuhrverordnung für Futtermittel tierischer Herkunft und der Tierseuc j

erreger-Einfuhrverordnung. Neu eingefügt wurden die Einfuhrbedingungen für frisches Fleisc
„£[Ii

EG-Drittländern (u. a. Schweiz, Österreich und Jugoslawien). J- Schluep,
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