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DETECTION DES PARVOVIRUS DES PALMIPEDES PAR PCR EN TEMPS REEL

RESUME

Un test de PCR en temps réel permettant la détection sensible et spécifique des parvovirus des palmipédes (Derzsy et Parvovirus du canard de
barbarie - DPV) ainsi que le typage du virus de Derzsy Sauvage/Vaccinal (Hoekstra) a été mis au point.

La souche Derzsy contenue dans le vaccin Parvokan® a été suivie sur deux lots de canards de barbarie. La souche est retrouvée en grande quantité
dans la rate dans les jours suivants la 2nde injection. Des résultats similaires ont été obtenus sur un lot de canard mulard.

Une circulation de virus sauvage (DPV chez le barbarie et Derzsy chez le mulard) a également été mise en évidence dans les élevages testés.

INTRODUCTION

Les parvoviroses des palmipédes sont dues a deux virus distincts, le parvovirus du canard de barbarie (DPV) et le virus de la maladie de Derzsy. Un nouvel outil de diagnostic a été
développé, il permet de détecter simultanément au cours d’une seule analyse le virus de la maladie de Derzsy et le DPV, et il a été récemment associé a un typage différenciant les
souches sauvages de virus de Derzsy de la souche vaccinale (Hoekstra) utilisée dans les vaccins Palmivax® et Parvokan® (Merial).

Ce test utilise une technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitative qui permet d’amplifier spécifiquement in vitro un fragment d’ADN tout en visualisant en temps réel cette
amplification grace a la fluorescence émise par une sonde spécifique. Cette méthode permet de détecter de trés faibles quantités de virus de facon trés spécifique. Le test Parvo-
Palmipédes a été congu en associant une amplification commune aux deux virus (DPV et Derzsy) a deux sondes spécifiques émettant chacune une fluorescence caractéristique afin de
typer la souche amplifiée. Le test de typage Derzsy sauvage/vaccinal est basé sur le méme principe. Ces 2 tests utilisant la PCR en temps réel ont été mis en oeuvre pour évaluer la
prise vaccinale (valence Derzsy) ainsi que la circulation de virus sauvage en élevage. Une premiére étude a été réalisée sur le canard de barbarie et une seconde est en cours sur le
canard mulard.

MATERIEL ET METHODES
Spécificité du test Parvo-Palmipédes
»Aucune détection des parvovirus canins (CPV1 et CPV2), félin (FPV) ou de rat (KRV).

Seuil de détection du test

»Clonage des séquences cibles des deux virus.
»Aucun croisement de signal dans la détection du DPV et du virus de la maladie de Derzsy

R . . . »Dosage et dilutions des plasmides.

»Souches de références et de terrain détectées:

= Parvo barbarie: DPV 89384, DPV 89139 (souches fournies par J-P. Picault, AFSSA, Ploufragan,
France). Le processus d’inactivation de la souche DPV GM contenue dans le Parvokan® modifie I'ADN
viral au point de le rendre indétectable par le test PCR développé.

>Evaluation du seuil de détection :
(selon les recommandations de la pharmacopée européenne).

« Gamme de dilutions de plasmide (faibles nombres de copies).

= Derzsy souche Hoekstra : vaccins Palmivax® et Parvokan® (Merial). - 8 tests pour chaque dilution

= Derzsy souche sauvage : échantillons de terrain (4 rates provenant de 4 élevages distincts) prélevés

. N e ok > « Mesures répétées au cours de 3 expériences indépendantes
sur canards mulards atteints de nanisme bec court (vérification par PCR + séquencage).

(au total 24 mesures pour chaque dilution).
»Résultats négatifs sur échantillons prélevés sur des canards sans signes cliniques ni antécédents de

parvovirose sur le site d’élevage (30 rates provenant de 2 élevages distincts). * Analyse statistique: Probit.

Typage du virus de Derzsy Hoekstra/Sauvage Seuil de détection 4 95%<5 copies de

génome viral par analyse
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PCR en temps réel (Figures 1 et 2). ‘ o

RESULTATS Evaluation de la prise vaccinale (valence Derzsy) et circulation de virus sauvage en élevage conventionnel

Canard mulard
»Aucune détection de la

c d de barbari Tableau 1 - Récapitulatif des résultats PCR obtenus dans 2 lots de
anar e barbarie canard de barbarie (élevages conventionnels) souche
>Aprés la 1¢ injection de Parvokan®:

Typage Derzsy Charge virus Derzsy **-

A . " Agede N du  Positif  Positif & ére jnjection.
Détection du virus Derzsy (Hoekstra) A9de  Naturedu Posiuf Posiuf .\, (b Figure 3 esure gl charge n virus de Hoekstra aprés la 1° injection
'animal prélévement DPV*  Derzsy* . N o Hookatra chez e barb »Détecti d faibl h d
dans une faible proportion typés) quantifiés) erzsy Hoekstra chez le canard de barbarie »>Détection de faibles charges de
déchantillons (6/40 & J1; 7/40 & J11) Ec. cloacal 4/10  2/10 Hoekstra (2) < seuil de 1 souche Hoekstra (non quantifiables)
> Aprés la 2ne injection de Parvokan®. 1 jour er /10 S0/10 - - dans la rate et les écouvillons cloacaux
Muscle 0/10 0/10 - - 10 & nde jni il
- ; : apres la 2n9 injection.

Augmentation de la  proportion Rate 4710 4710 Hoekstra (4) < seuil de quantification o0 »Circulation de virus de Derzsy (souche
d’échantillons positifs (Hoekstra) Ec.cloacal  1/10  1/10 Hoekstra (1) < seil de quantification . ): Ec. o itifs (3/6 2
(33/36 a J24). . Nerf 0/10  2/10 Nd. < seuil de quantification S j;luvage * EC. cloacaux positlts a

< . jours -
= Organe le plus concentré en virus : ! Muscle 0/10  2/10 Nd. < seuil de quantification o )
rate (figure 3). Rate 0/10 2/10 Hoekstra (1) < seuil de 0o =
- Faible charge virale (< seuil de Ec. cloacal 2/9 6/9 Hoekstra (2) < seuil de ificati 02 Tableau 2 — Résultats préliminaires (PCR)
. . . . ° o » » o = obtenus chez 1 lot de canards mulards
quantification) dans les écouvillons s N O/O /) N istseuilidslquantificstion| Cycles (élevage conventionnel)
cloacaux positifs (figure 3). Absence ! Muscle 0/9 o/9 Nd. < seuil de quantification Rate (3 post2nd nector) 9 :
N —— Ec. Cloacal (9] post 2nd injection)

N e 2 A Rate 0/9 9/9 Hoekstra (3; 21100 — 1033900 (8; [ i Age d Nat d Positif T Positif

d’excrétion cloacale détectable & J70. 3) © I e | s | o | e | e
»Circulation de DPV ( h ) Ec. cloacal o/6 2/6 Nd. < seuil de quantification Sedeposiuie (il | pebuement | Peesy | Besy | by
> : copies .

irculation de SFJ!“IC © sauvage 2 erf o/6 a/6 Nd. 330600 (1) moaww: 1jour  Ec. cloacal 0/5 - 0/5
3 jours

« Ec. cloacaux positifs (4/10 a J1, 1/10 i — 6 s Hoekstra (1) 760300 (1) —— Seul e quantifcation (2000pPCR) Rate o1 - o1

aJll et 2/9 a J24). Rate o/6 46 Hoekstra (1) 34200 (1) T Seulde dtecton99% (5 copies) 7 jours  Ec. cloacal 3/6  Sauvage 0/6

- Rates positives (4/10 aJ1) TS | 020 0/20 _ _ 21 jours Rate 1/1  Hoekstra  0/1

Ec. cloacal 5/5  Hoekstra  0/5

= Aucun échantillon positif & J32 et J70.  « \p ge positifs / Nb de sujets testés

Nd. : non déterminé
CONCLUSIONS et PERSPECTIVES

»Prise vaccinale (valence Derzsy) :
= Quantité importante de virus dans la rate aprés la 2" injection.
= Possibilité de suivre la prise vaccinale en Derzsy.

»Circulation de virus sauvage dans des lots asymptomatiques

= Détection de faibles charges des souches virales sauvages (DPV chez le barbarie et Derzsy chez le mulard) dans
les écouvillons cloacaux dans les premiéeres semaines suivant la mise en place.

** Nb de copies de génome viral / Prise dessai
* Nombre de positifs / nombre de sujets testés.

»PERSPECTIVES :

Evaluer l'intérét de la détection de faibles charges de
virus sauvage en tant que nouvel indicateur de suivi
d’élevage (en cours sur le canard mulard).

»Diagnostic des parvoviroses des palmipédes quel que soit le statut vaccinal des animaux.



