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Contexte

L'EEHV est une maladie hémorragique aigué et mortelle qui décime les jeunes éléphants d'Asie et d'Afrique sauvages et en
captivité. L'EEHV comprend huit génotypes, dont chacun varie en termes de |étalité et présente un certain degré de tropisme
pour les differentes especes d'élephants. Les élephants infectés sont porteurs du virus et la transmission se fait
horizontalement. Seuls les élephanteaux peuvent déclarer la maladie qui se traduit par une soudaine baisse d’'activitg, et la
présence de lésions hémorragiques qui les emportent dans les heures qui suivent la crise. En I'absence de vaccin, I'examen
clinique, I'hémogramme et la quantification virale dans le sang ou les sécrétions nasales, sont actuellement les seuls outils
permettant d'instaurer un traitement rapide et d'augmenter les chances de survie. L'objectif de ce travall était donc d'appliquer
la PCR digitale (dPCR) comme outil de detection quantitative de I'EEHV et de comparer les résultats avec ceux obtenus par
gPCR, en utilisant des échantillons provenant d'un cas clinique d'EEHV.

Methodologie
 Detection des Herpesvirus sur des extraits d’ADN de sang d’éléphanteaux. .
 Des ADN standards titrés ont été utilisés pour mettre en place la qPCR des 8
genotypes difféerents (quantification relative).
 Extraction : DNeasy Blood & Tissue kit. .
 Expéerience dPCR : plusieurs protocoles d'optimisation ont été appliqués sur
15 extraits d’ADN issus d'un cas clinique.
* Les résultats obtenus par gPCR pour ces 15 échantillons ont été compareés a
ceux obtenus par dPCR.

La dPCR permet une quantification absolue sans nécessité
d'une courbe standard de référence (ADN standards titrés) :
économie de temps et de réactifs.
Quantification par gPCR comparable a celle obtenue par
dPCR, mais:
v En distribuant I'échantillon sur les 26 000 partitions, il
vy a une plus grande tolérance aux inhibiteurs.
v' La dPCR permet de gagner en précision et en
résolution par rapport a la gPCR.
v' La dPCR en nanoplaque offre la possibilité de réaliser
des cycles supplémentaires pour affiner la recherche
de la cible.

Pour détecter de
faibles
concentrations
virales avant
I'apparition de
signes cliniques

Concentration des sondes et amorces conformément aux
recommandations de QIAGEN pour la dPCR et dilution des échantillons au
1/10™e pour diminuer I'effet des inhibiteurs potentiellement
présents dans |'échantillon (sang).

Pour détecter
I’excrétion virale au
cours de la
convalescence ou a
la suite de la
réactivation d'une
infection latente
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QlAcuity Digital PCR System

Nanoplate

Meilleure séparation /

entre partitions positives
et négatives

26K 24- puits
26 000 partitions

Intensité de la fluorescence [RFU]

QlAcuity Probe PCR kit
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Tableau comparatif des résultats obtenus par qPCR et des

€ e W e p
i Dilution de " N Création de on Amplification par <t Lecture et résultats obtenus par dPCR
@ |'échantillon et Q@ partitions pour la @ PCR @ quantification
%préparation du %PCR %conventionnelle %absolue
T mélange AT T ‘end-point’ T
réactionnel PCR
Partition de Les partitions 9.7.12h 25.82 1551 1107.6
‘*ﬁ 1Cible Sseeee |5 réaction e Positif positives et 10.7.9h 25.56 1860 1008.4
. roccod L X oc;ooooooc A i neé gat ives sont
\ /{ 'Background sesese enmilliers Saeas et comptées par 12.7.10h 25.45 1297 1032.2
s anforce;/sondé) - de PCR ) réaction
16.7.11h.23 25.90 958 1195.1
. " - '
Conclusion

La surveillance réguliere des éléphanteaux permet une détection précoce de faibles niveaux d'EEHV dans les échantillons de sang avant
I'apparition de signes cliniques. Cette surveillance est recommandée comme un complément indispensable a |la prise de décision concernant
le déclenchement d'un protocole thérapeutique. A ce jour, le laboratoire a recu des échantillons d’éléphanteux provenant de 4 parcs
animaliers.

Avec une sensibilité plus élevée pour de tres faibles concentrations d'ADN, la dPCR s’est avérée |'outil de diagnostic idéal pour quantifier
avec précision la charge virale. La dPCR a également d'autres applications potentielles, par exemple la surveillance des maladies (ex.
influenza), la quantification en cas d'infections mixtes (pathologies abortives, respiratoires, causes de diarrhée), la détection de mutations
indicatrices de résistance aux antimicrobiens, etc., dans le cadre de |la santé animale, des végétaux et de I'hygiene alimentaire.
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