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Rappels sur l’allergie et la dermatite atopique

Allergie environnementale - quelles techniques pour
vous aider dans le diagnostic

Allergie alimentaire — quelles techniques pour vous aider
dans le diagnostic



Définition (ICADA 2006) :

La dermatite atopique chez le chien est une maladie chronique, caractérisée par une

prédisposition a développer un prurit allergique associé a des signes cliniques

caractéristiques. Elle est associée le plus souvent a des anticorps IgE dirigés contre

Average results ,

des allergenes (environnementaux ou alimentaires).

Fréquence:
10%-15% des cas en consultation (chien)

Hillier 2001 ; Halliwel 2009 ; Olivry 2017

©bio'sat - Multi sponsor research - Dermatological products for pets report - October 2017

Questions:

Out of 100 dogs in your client base, how many suffer from dermatological problems? whole sample

Among the dogs you see for dermatological problems, what proportion do the following diseases account for? whole sample

Q

Allergic dermatological
diseases

Otitis
Infectious dermatological
diseases

Inflammatory
dermatological diseases

Seborrheic dermatological
diseases

other

40%
28%
20%
14%

B 11%

6%




Principaux allergenes en cause

Dr T.Olivry (2003-2004 83 chiens)
Présentation interne 2015 et 2018

(52%)

25%
Aliments

46%
Environnement

(71%)

® : S
\ew¢” " Université



Principaux allergenes environnementaux en cause (aéroalergenes)

Non saisonniers :
Acariens de maison
- Dermatophagoides farinae

Haute-Garonne (31)

Cyprés
Saule
Fréne

Peuplier
e

- Dermatophagoides pteronissynus -
Saisonniers : fonction de ’habitat : -
Pollens de graminées

Pollens d’arbres
Pollens d’herbacées

https://www.pollens.fr/



Principaux allergenes alimentaires en cause (trophallergenes)

222 10 et 50% des chiens avec une dermatite atopigue ont une composante
alimentaire (T.Olivry, BMC Vet Research 2017)

Allergenes glycoprotéiques (10-70KDa) issus des : Pt 2 st cman ot shrens o and s

M Dogs (297)
Cats (78)

Aliments ménagers

Aliments industriels (croquettes, patées ...)
N | I. jl | l

airy Lamb  Pork Fish cChicken Egg Soy Comn What Rice

@ T.Olivry 2017 78
a0
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Les IgE
Taux IgE du chien atopique équivalent au chien sain

Chez le chieniil a également été montré I’existence d’IgE non pathogenes (contre
Toxocara p a r exe m p le) Vet Dermatol. 2018 Jun;28(3):222-e80. doi: 10.1111/vde. 12527. Epub 2018 Feb 8.

Total and Toxocara canis larval excretory/secretory antigen- and allergen-specific IgE in atopic
and non-atopic dogs.

Zwickl LLMNT, Joekel DEZ, Fischer MM, Rostaher A", Thamsbaorg K2, Deplazes P2, Favrot 7.

> Le dosage des IgE totales n’apporte donc rien dans 'atopie

Le dosage des IgE spécifiques est donc le seul pertinent

P
O 8% ceva



Allergie environnementale

Sérologie ELISA : C’est quoi ?

Dosage par immuno-absorption par enzyme liée (Enzyme-Linked Immuno Assay)
Dans l'allergie environnementale on recherche les IgE spécifiques d’allergenes grace

a ’ELISA (Ac secondaires monoclonaux, FceRla recepteur)

“2  |es tests ELISA ne permettent pas de poser le diagnostic

(2) Détection des

(1) Détection des

S




Allergie environnementale

/
U et le centrifuger a température ambiante
afin d'isoler le sérum/plasma

: : M 9 3 56 [plas si obtenu
- Simple et rapide ! prise de sang RN Pevrtestrmplama o obeny
- Sérum ou plasma mini 0,5 ml
- Envoi par la poste

- Stabilité des IgE dans le temps et a la chaleur

4 ° : i E ang dans
Serolo gie ELISA: Comment ? \_{.)“ T o e set 60 haparmeleOTh n

Evolution dosage IgE SpéCifiqueS D farinae L] Remplir la feuille de demande d‘analyse

— + Coordonnées de la clinique

(EAU/m | Mac ELISA) 2018 e » Noms et coordonnées du

5000 propriétaire et du chien
« Type d'analyse

« Nom, e-mail, n® d'ordre et signature

4000 — : :
du prescripteur obligatoires
3000
2000
Envoyer le prélévement
1000 et le reglement & Ceva Biovac
(a affranchir selon poids et tarifs en vigueurs)
0 .
JO J3 J6 J9 J12

Les résultats sont envoyés sous 7 a 10 jours
m2-8°C m35-40°C

aprés réception

ii ‘cevo
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Allergie environnementale

Sérologie ELISA : En pratique quand faire ce test ?

Chez le chien ou le chat pour confirmer la sensibilité aux allergenes en cause,
mettre en place une éviction lorsque cela est possible, informer le propriétaire,
choisir les allergenes a inclure dans un traitement de désensibilisation, moduler un
traitement si les allergenes retrouvés sont principalement saisonniers...

ELISA (ASIS) considérée équivalente aux IDR (Popiel 2015, ICADA 2013, ICADA 2015)
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Allergie environnementale

Sérologie ELISA : En pratique quand faire ce test ?

Aucune interférence avec les antihistaminiques, la ciclosporine, les corticoides,
I’oclacitinib, le lokivetmab ...

Le test peut donc étre fait a tout moment, contrairement aux IDR (nécessité
d’arréter tout traitement antihistaminique ou glucocorticoide 1 a 2 semaines avant)

Pour les allergies saisonnieres : privilégier la saison de pollinisation

et e
e
1 L ."
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Allergie environnementale

ACARIENS DOMESTIQUES

Sérologie ELISA : Quels allergenes ?

« DERMATOPHAGOIDES farinae
- DERMATOPHAGOIDES pteronyssinus

ACARIENS DE STOCKAGE

En général des panels acariens et pollens

« ACARUS siro
« TYROPHAGUS putrescentiae
« LEPIDOGLYPHUS destructor

~D A MINECC
GRAMINEES

Ceva propose un panel standard

: *DACTYLE "1 meqance

31 allergénes (24 groupes) NRAE | S
- MAIS | merance

.BLE GRAMINEES

.AVOINE _| CEREALIERES

Panel incluant les allergenes
les plus communs (France)

« PLATANE
« CYPRES
+ NOISETIER

- BOULEAU |
- SAULE \ :
- OLIVIER Ol

:

ARBRES ‘
- CHENE .

ICDDACEDCC
HERBACEES

+ ARMOISE

+ PLANTAIN

- CHENOPODE
« AMBROISIE

« ORTIE

« OSEILLE

MOISISSURES

« ALTERNARIA alternata

« ASPERGILLUS fumigatus
« CLADOSPORIUM herbaru

« PENICILLIUM notatum
LEVURES

« MALASSEZIA

EPITHELIUM

« SQUAMES ET POILS DE CHAT

INSECTE

« PUCE

:' ceva
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Sérologie ELISA : Le principe ?

Allergen Coated Well “ Allergen Specific IgE “ Blotll;y:ftel Monoclonal Anti-IgE -» Avl:Ll:‘A::Ilne Phosphatase ‘»
7 w7k
0 "&\.V/ } \\,%%—
11 IgE 11 7 1gE 11 7 19E
Allergen il il il
Al il il il
Antigen—» [ rosgen —- () [ P | - — | ~ —
Ceva : “ Dectection of Allergen Specific IgE “

300 ech./Semaine

31 ] /Jj She

»

oLz
PNPP ll / - PNPP
HH e
. Solid Phase e | ‘ Solid Phase

MacElisa
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Allergie environnementale

Sérologie ELISA : les standards ?
Les ELISA ne sont pas standardisées
Ceva est le seul en France a participer a

des tests intra et inter laboratoires (6) dont
la majorité sont publiés (répétabilité ; repro)

NF U 47-019 Technique ELISA

NF U 47-020 Gestion des prélevements

DOI: 10.1111/.1365-3164.2009.00740.x

Performance characteristics of a monoclonal antibody
cocktail-based ELISA for detection of allergen-specific
IgE in dogs and comparison with a high affinity IgE
receptor-based ELISA

Kenneth W. Lee*, Karen D. Blankenship*, The epidemiclogy, pathogenesis, clinical signs, diagnosis
Zachary M. McCurry*, Robert E. Esch*, and treatment of canine atopic dermatitis (AD) have been
Douglas J. DeBoert and Rosanna Marsellat reviewed by the American College of Veterinary Dermatology

Research paper

Intra and inter-laboratory reproducibility of a monoclonal antibody
cocktail based ELISA for detection of allergen specific IgE in dogs:
Proficiency monitoring of macELISA in six laboratories

Kenneth W. Lee®*, Karen D. Blankenship?, Zachary M. McCurry?, Brennan McKinney?,
Rick Ruffner?, Robert E. Esch?, Cecilia Tambone®, Rebecca Faas®, Darren Hermes®,
Pilar Brazis®, Laurent Drouet'

3 Greer Laboratories Inc., 639 Nuway Circle, Lenoir, NC 28645, USA

® AGROLABO S.p.A.Via Masero, 59,10010 Scarmagno, TO, Italy

© Artu Biologicals, 1320 WB Almere, Netherlands

4 Axiom Veterinary Laboratories, The Manor House, Brunel Road, Newton Abbot, Devon, TQ12 4PB, UK

© Univet Diagnostic Services, Avda Cerdanyola, 92, 08172 SAnt Cugat, Barcelona, Spain

¥ Biovac, 4 rue Olivier de Serres BP 10061 Angers Technopole 49071 Beaucouzé Cedex, France

Integrative Journal of Veterinary Biosciences

Re’enrch open Volume 1 Issue 1
|

Continued Proficiency Monitoring Of Monoclonal Antibody
Cocktail-Based Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for
Detection of Allergen Specific Immunoglobulin E in Dogs - 2016

Kenneth Lee?*, Karen Blankenship?, Brennan McKinney?, Gerhard Kemn?, Elizabeth Roth?, Janice Greenwood?, Pilar Brazis®,
Laurent Drouet?, Cecilia Tambone”, Dirk Tielenburg®




Allergie environnementale

Sérologie ELISA : Les résultats ?

Lecture simple
Positif > 150 EAU

v

Seuil de détection bas de 10 pg IgE spécifiques
et établit sur 99% de confiance vs FceRla receptor
; Lee 2009 ; Halliwell 2017

Résultats sous 7 a 10 jours

v

Validés par un vétérinaire

& rue CUVIER DF S6RRE

CEABIONC
SUTUSemcom e R4AIARN  Fao0e
Espéce - Chien
Race  Non communiquée
Monsieur
21RUED
86190 VOUILLE
Allergénes
farinae
Acarien comesoque
Dermatophagoides pteronyssinus
Acarten gomestque
Acarus siro
Acarien ge stockage
Tyrophagus putrescentiae
Acaren oe stockage
Lepidoglyphus destructor
Acarten e stockage
Blatte

Eiatess germanica

Puce

Moisissures n*1

Aemara, Aspergiius, CO00SponUM, Peniciium
Malassezna

Levure MaRsITa pachydemans

Armorse

Plantain

Chénopode

Commentaires du_Dr A SCHRUMPF :

1483454

Nom
Age

FALCO
dans
E.AU
sP)
781 (150
03 (159
I8 %0
484 (150
21 (139
3 (150
8 1%
57 (150
78 (150
25 (1%0
26 (150
20 (150

Numéro de dossier : 93235

Date de récepton échantillon

Date d'analyse échantiion

Fax vétérnaire

CLINIQUE VETERINAIRE

86130 VOUILLE
Allergénes EAU. -
P
Ambroisie 16 (150
Ortie i
Oseille

Graminées fourragéres

Dactyle, Fetuque, hraie, Frcie a0,
Graminées cerealieres 14 (15
Mais, Bie, Avone =
Chéne
150)

Fagacées :
Bouleau a
Bensacees ~
Saule 3 (150
Salcacees
Oivier 16 (150
Ontaces
Platane

o (150
Pracanacees ¢
Cyprés gt
Cupressacees s
Solastias 0 (150
Coryloiates

La présence d'IgE spécfiques radut une réponse immuntare de anmal vs 3 vis des allergénes testés. Elle dait étre commélée 3 anamnése et 3
a clinique pour signer [a maladie allerpque. Les resutats positfs (taux signficatifs) onentent sur les allergénes 3 ncorporer dans le ratement de

désensbiisation

La méthode ELIS/
dallergénes ou sérum oe [an
conformes 3 ta norme AFNOR NF-47-019
Leterrars
Or A SCHRUMPF

Tecrnicen
MHUGEL

(Vg

Edité le Mardi 20 Février 2018

Cava 2arts anmaw

Tyme Linked Immunosorbent Assay ) présente une haute spécficté et une haute sensbilité Les IgE specfiques
mal sont mesurees en utiisant un antcorps monoclonal 3 forte affnité pour les IgE. Les analyses reaksées sont

(") EAU=ELISA Allergy Units
(") S.P. = Seuil de Positivité

Tableau d'interprétation des résultats enEA U
EAU <SP
U >=5P

Négat cu non signficatt
Taux significatif
X 5P Taux fortement significatif

EAU>=2

Version N* 0317

Ensemble, au-deld de la santé animale @)
-

&5sr ceva
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Sérologie ELISA
Quand lutiliser ?

Possibilité de tester
la « gale » pour
exclure le diagnostic
si forte suspicion
clinique, ou pour
exclure la possibilité
de faux positifs aux

Bivbaix [N uuuuuu de dossier : 168586
Lcesioee Ceva Bove: e de récepton échantilon
& e CUVER 08 e § analyse échanti
570 Beacns 1345
ax vétérnare

Espéce : Chien Nom: LENON mail

Golden Retriever Age: 2ams

™. CLINIQUE VETERINAIR

Docteur

O C. TREMELAY

e

Acariens (Hensel al 2015) =z~

IR

Microtitre plate Serum sample
(Sarcoptes-  (anti-Sarcoptes-
antigen) 1gG-antibody)

Enzymﬂ conjugate  Colour reaction
(enzyme-linked (enzymatic sub-
anti-dog I1gG- strate turnover)

antibody)

Sarcoptes scabiei var canis
IgG determination
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Allergie alimentaire g

Le diagnostic &2

L’éviction doit étre mise en place pendant 8 a 12 semaines et suivie de la
provocation par réintroduction: ceci reste le seul moyen de diagnostic

Cependant pas simple en routine:

risque de sélectionner un aliment qui ne convient pas

risque de sélectionner un aliment peu appétant

risque de sélectionner un aliment avec lequel les animaux ont faim (cas des
aliments tres hydrolysés)

risque de perte de motivation du propriétaire si ’aliment sélectionné n’a pas

convenu "- ceva



Allergie alimentaire

Les tests DIAL : le positionnement
Les tests DIAL n’ont pas de valeur diagnostic !

lls sont utiles comme aide au choix des aliments a inclure dans le régime d’éviction
ou du régime a long terme pour les animaux allergiques a composante alimentaire

Test unique!




®

Allergie alimentaire

Les tests DIAL : la technologie Western Blot (ou Immunoblot)

Il s’agit de la détection d’IgE spécifiques de trophallergenes contenus dans les
aliments ménagers ou transformés (industriels) apres séparation des protéines

C’est donc tres différent des techniques ELISA proposées qui sont basées sur
I’analyse des protéines d’aliments :
« matieres premieres », crus, non forcément consommeés par I’animal
et qui ne constituent pas généralement la nourriture habituelle/quotidienne
ne prend pas en compte les facteurs d’appétence ou produit de charge



Les tests DIAL : la technologie Western Blot (ou Immunoblot)
Etape 1: préparation des antigenes alimentaires

Grinding

i
Stirring

¢ B Protein
e & ==
e e s - & P extract
X 3 v p £ g
. N w / / /'/
= /" collect ¢ Protein
’ Centrifuge ‘ supernatant quantification

A, qﬂ" g
e
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Les tests DIAL : la technologie Western Blot (ou Immunoblot)
Etape 2 : La séparation protéique

Separation of proteins by
electrophoresis

Immunoblotting

fhg

'1711113
£

u?’/ iversite
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Allergie alimentaire

Les tests DIAL : la technologie Western Blot (ou Immunoblot)

Etape 3: L’immunoblotting
L

Immunoblotting
I Sérum de 'animal

Incubation with
dog serum

AT Specific Ab to
proteins

ge! membrane Incubation with anti-dog IgE
labelled with an enzyme

ar

Revelation with substrat




Les tests DIAL : la technologie Western Blot (ou Immunoblot)

Etape 4: La révélation par chemi-luminéscence

Revelation - Analysis

Conclusion

sigE : Presence (sensitized) or
Absence (Not sensitized)




Les tests DIAL : dans la pratique ?

(- Prélever environ 3 a 4 ml de sang dans
\_' ﬁ un tube sec ou héparine/EDTA
l) et le centrifuger a température ambiante

afin d'isoler le sérum/plasma

/%x Prélever le sérum/plasma ainsi obtenu

dans un tube sec (1 mi)

Simple ! prise de sang (sérum ou plasma)
Peut étre le méme que pour le bilan environnemental
Pas de saisonnalité a respecter, pas d’arrét de traitement

. s Remplir la feuille de demande d’analyse

E nVOI pa r la poste — » Coordonnées de la clinique
—_— » Noms et coordonnées du

propriétaire et du chien

Minimum 0,4 ml de sérum (a conserver au frais avant envoi) o, e ot s
Résultatsen 7 a 10 jours

Envoyer le prélévement

g et le reaglement & Ceva Biovac
(a affranchir selon poids et tarifs en vigueurs)

Les résultats sont envoyés sous 7 a 10 jours

aprés réception

) 3 ceva
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Allergie alimentaire

Les tests DIAL : dans la pratique, quand les effectuer?

Dr T.Olivry, « tout chien atopique devrait passer par un diagnostic d’allergie
alimentaire » > cela fait partie de la démarche diagnostique conseillée par les
experts (exclusion ou confirmation)

Chez le chat cela dépend du mode de vie du chat :

Vie intérieure
Vie extérieure avec nourriture ailleurs et/ou chasse



Les tests DIAL : La fiabilite

CynoDial est jugé utile comme aide a la sélection des aliments a inclure dans un
régime d’éviction (Favrot et al, 2017)

Vat Darmatol 2017 DOl 10,111 vde. 12412

Western blot analysis of sera from dogs with suspected
food allergy

Claude Favrot*, Monika Linekt, Jacques Fontaine}, Luc Beco§, Ana Rostaher®, Nina Fischer®, Nicolas
Couturiery, Sandrine Jacquenety and Bernard E. Bihain¥

*Clinic for Smaall Animal Internal Medicine, University of Zurich, Winterthurerstrasse 204, CH-BOS7 Zirich, Switzerland

1Tieraerztliche Spezalisten, Rodigallee 85, D-22043 Hamburg, Germany

{Clinique Vatérinaire, 425 Brugmann Avenue, B-1180 Bruxelles, Balgium

§Cabinet Vetarinare, 104 Raine Astrid Avenue, B-4800 Spa, Balgium

4Genclis SA, 15 rua du Bois de la Champelle, 54500 Vandoeuvre-|&s-Mancy, France

Carrespondence: Sandrine Jacquenet, Genclis SA, 15 rue du Bois de la Champelle, 54500 Vandmeuvre-lés-Mancy, France. E-mail: s poquenet@

genclis.com
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Les tests DIAL : Quels aliments peut-on tester?

Tout type d’aliment consommeé::
Croquettes

Patée @ &

Friandises AW
Compléments alimentaires

Aliments ménagers crus ou cuits ‘

()




Allergie alimentaire

Les tests DIAL : Combien d’aliments peut-on tester?

- DIAL 5 (standard) : I'aliment habituel ou suspecté
et des alternatives possibles

- DIAL 1: uniguement si tout positif sur le DIAL 5

Ne pas oublier les friandises qui peuvent également
étre mises en cause

Merdi de

éciser la désignation exa
nce telles quindiquée:

ment et sa

I 1 SEUL ALIMENT PAR LIGNE

MOTIF DE L'ANALYSE
REFERENCE:

Mise en place d'un régime d'éviction
(choisir 5 alternatives industricllas REFERENCE:
ou ménagéras’ envisagdas)

Sulvi de I'animal allergique (diagnostic

REFERENCE:
confirmé par unrégime d'éviction positif)
(choisir 5 aliments industrials ou ménagers*
envisagés pour une alimentation quotidienne )

REFERENCE:
* Pour s afiments menagers, mercl de préckerec» ou « cults

REFERENCE:

INFORMATION IMPORTANTE

Si I'aliment que vous souhaitez tester me se trouve pas sur |a liste des aliments disponibles iwww.ceva-santeanimalefriiste-ali-
ments), mercl de nous faire parvenir un échantillon (15g). Pour la nowrriture humide, merdi de nous faire parvenir une boite/
sachet non déconditionné. Devront figurer sur l'échantillon le nom de I'animal, du propriétaire et du vétérinaire

Veuillez noter qu'une demande de test pour un aliment ménager (non absentdelall a un surcoOtde
5€TTC. Merci de blen vouloir additionner ce surcoQt 4 votre réglement.

Ne seront testés que les aliments spécifiés clalirement au recto de cette présente fiche d'analyse. En casde de réaction 3 tous
les aliments proposés, une analyse complémentaire avec le mame prélévement pourra étre réalisée.

Prélever environ 3 & 4ml de sang dans un tube sec Prélever le sérum/plasma ainsi obtenu dans un tube sec (1 mi)

ou héparine/EDTA _ Remplir |2 présente feuille de demande d'analyse
c;mdr!fulunjle’;ube a!telm pératura ambiante Expédier |c tube de prélévement
afn disolerle sérum/plasma avec 12 demande d'analyse ot le réglement parla poste

o

Ceva Santé Animale deld de la santé animah
www.ceva-santeanimateSt

[
H
§
B

ceva
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Les tests DIAL : Les résultats ?

Lecture simple

Tableau de résultat et image du blot

Résultats positif si apparition d’une bande foncée

Non-reactive ' IgE reactive E

serum serum

v

@ biovac campus Cyno_DlAL@)

PRESCRIPTEUR : Dr DOL

b

COORDONNEES : 003 553 02 80 / clinique @orange.fr f allées d'Albret 600

ANIMAL : 0ibi G Dog-271589
PRELEVEMENT DU - n

PISTE TYPES D'ALIMENT RESULTATS
1 Royal Canin i Breed Golden i Junior aliment déconseillé
2 Royal Canin Veterinary Diet Gastro Intestinal Junior aliment déconseillé
3 Hill's Science Plan VetEssentials Puppy aliment conseillé
4 Purina Pro Plan Puppy OptiDigest Sensitive Digestion - Medium - Riche en & aliment conseillé
5 Purina Pro Plan inary Diets EN | aliment conseillé

IMMUNOBLOT

Visualisation des résultats

La lecture se fait piste par piste. Les bandes [de gris 3

noir) montrent la réactivité. L'intensité des bandes n'est
e 3 aras inicaie do Ponizol

Validé par un vétérinaire

v

Résultats rendus sur controles de qualité val'ldés@

ali
Pour toute question ou demande de précision nous sommes J
votre disposition au

+33(0)2 41 48 30 30

Fait & Beaucouzé, le 09/01/2019

;;

Ensemble, - del e o sané animale @

cevaQ
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Le service de support technique Ceva

Conclusion:

Diagnostic est donc clinique

La démarche recommandée amene a explorer les composantes alimentaires et
environnementales

Les technologies ASIS (ELISA) et DIAL (IMMUNOBLOT) sont la pour vous
aider/compléter dans cette démarche

9
N
=
(0}
=
[0}

i
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Le service de support technique Ceva

Interprétation des résultats d’analyses, explication des résultats, choix des
allergenes a inclure dans un traitement de désensibilisation,
mise en place et suivi d’un traitement, questions techniques sur le diagnostic ou le

De®N

..notre service clients est la pour répondre a toutes vos questions ...

> Niveau 1: Service Relation Clients
02.41.48.30.30

ordersbiovac@ceva.com ou biovaccampus@ceva.com
> Niveau 2 : Département Scientifique Animaux de Compagnie Ceva (Dr Silvia Bonati)

/"
T L

£33 ceva
e e “Université

traitement...

‘- /



Merci pour votre attention!
Vos questions ?




