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RESULTATS

VEEV, Alphavirus appartenant à la famille Togaviridae, est transmis par des moustiques des genres

Aedes, Culex et Psorophora.

Le virus est responsable d’encéphalites chez le cheval, avec une mortalité de 40 à 90%, mais

également chez l’Homme. Les équidés servent d’hôtes amplificateurs pour les souches épizootiques.

Désormais classé dans les catégories D et E par la nouvelle loi de santé animale, VEEV est soumis à

une obligation de déclaration et de surveillance en Europe.

CONTEXTE

CONCLUSIONS et PERSPECTIVES

 Spécificité optimale de la RT-qPCR VEEV/β-Actine : détection

uniquement de souches circulantes VEEV

 Limite de méthode évaluée à 50 copies/ µL d’ARN

 Mise à disposition des 26 états membres de l’Union

Européenne d’une méthode de détection moléculaire

sensible et spécifique du VEEV en cas d’importation

d’animaux en Europe, en provenance de l’Amérique.

 Tests de répétabilité, reproductibilité et robustesse à réaliser sur

échantillons « terrains » en vue d’une accréditation COFRAC Correspondance: LRUE maladies équines:adm.eurl-equinediseases@anses.fr

OBJECTIF

Développer une technique de biologie moléculaire: RT-PCRq spécifique et

sensible, capable de détecter les sous-types circulant de VEEV

3. Optimisation de la sensibilité de la RT-qPCR duplex β-Actine/VEEV
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1. Spécificité de la RT-qPCR: tests d’inclusivité et exclusivité

 Spécificité validée: détection uniquement des 9 sous-types de VEEV.
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2. Optimisation de la sensibilité : impact du quencher utilisé sur la sonde

Sonde VEEV-TAMRA Sonde VEEV-BHQ1

 Sensibilité optimisée: détection précoce et profil des courbes améliorée avec la sonde VEEV-BHQ1
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B. Variation des concentrations d’amorces et sonde β-actine et dénaturation préalable des échantillons à la

chaleur

 Sensibilité de la RT-qPCR duplex β-Actine/VEEV identique quelques soient la concentration d’amorces et sonde

utilisées

 Pas d’amélioration de la sensibilité de la technique suite à la dénaturation des échantillons
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Inclusivité

Exclusivité

 Sensibilité de la RT-qPCR duplex β-Actine/VEEV identique

à la RT-qPCR VEEV .

A. Ajout du gène β-Actine comme contrôle interne
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