Le directeur général

Maisons-Alfort, le 14 septembre 2015

NOTE
d’appui scientifique et technique
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif a
« Demande d'appui scientifique et technique relative a une septicémie hémorragique virale sur
un lot de saumons dans le département des Hautes-Pyrénées » ; 2015-SA-0161

L’Anses a été saisie le 22/07/2015 par la Direction Générale de I'Alimentation - Bureau de la Santé Animale - pour
la réalisation de l'appui scientifigue et technique suivant: 2015-SA-0161 — Demande d'appui scientifique et
technique relative a une septicémie hémorragique virale (SHV) sur un lot de saumons dans le département des
Hautes-Pyrénées.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA DEMANDE

Un prélévement de routine pour maintien de qualification réalisé le 19/05/2015 a conduit & une suspicion
analytique de septicémie hémorragique virale sur un lot de saumons atlantiques (Salmo salar) dans le département
des Hautes-Pyrénées le 10/06/2015 (Arrété Préfectoral de Mise sous Surveillance). La SHV est une rhabdovirose
classée dans les dangers sanitaires de catégorie 1 au niveau national et réglementée au niveau Européen (Arrété
du 29/07/2013 ; Directive 2006/88/EC).

La pisciculture concernée est une exploitation de repeuplement avec programme de conservation (saumons
atlantiques, cristivomers, ombles, et truites fario). L’établissement est le seul établissement d’'un compartiment
indemne en amont d’une vaste zone indemne du bassin versant de I'Adour ou les exploitations sont toutes
qualifiées.

Aprés confirmation de la positivité du lot par une méthode officielle (culture cellulaire couplée a identification par
immunofluorescence), un Arrété Préfectoral de Déclaration d’'Infection a été pris en date du 19/06/15.

Au vu de la situation dangereuse en matiére d’'impact sanitaire et économique pour les fermes avales, I'abattage
des animaux positifs (saumons Garonne) et des poissons les plus exposés (lien hydrique direct) a été effectué a
partir du 22/06/15. Une enquéte épidémiologique et une surveillance (amont/aval) ont également été mises en
place.

Le 25 juin, le Laboratoire National de Référence (LNR) « Maladies réglementées des poissons » de I'’Anses de
Ploufragan-Plouzané a mis en évidence une homologie génétique quasi-totale au niveau de la séquence du géne
codant la glycoprotéine entre l'isolat dénommé « XXX 2015 », de génotype la-2, et deux isolats de SHV isolés
respectivement en 1971 (Truites arc en ciel) et en 1991 (Saumons atlantiques). Ce résultat a introduit un doute sur
la réalité de la positivité et laissé envisager la possibilité d’'une contamination croisée. Il a alors été décidé de
mettre en place des animaux sentinelles pour s’assurer de la non contamination des animaux restant sur le site.

Dans ce contexte, la DGAL a saisi I'Anses afin d’obtenir un appui scientifique et technique visant :

1) A étayer chacune des deux hypothéses sur le résultat positif initial (réelle positivité ou erreur de
laboratoire) en apportant des éléments bibliographiques adaptés au contexte et en prenant en compte
toutes les analyses réalisées i) par le laboratoire agréé en charge du diagnostic de premiére intention et ii)
par le LNR Maladies réglementées des poissons, qui a effectué des analyses de confirmation et de
caractérisation.
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2) A appuyer techniquement la DDCSPP des Hautes-Pyrénées dans la formalisation d’'un protocole de
truitelles sentinelles ad hoc adapté a la structure du site, avec l'objectif de confirmer la présence ou
'absence d’'un virus de type SHV sur la pisciculture ; ce travail devant étre mené en lien avec le travail
effectué par les experts de la DGAL.

Limitations du champ d’appui :

Cet AST :

- est rendu sachant que le protocole « sentinelles » a été initié a la date du 19/08/2015. Il est actuellement
toujours en cours. A ce jour, aucun signe clinique ou analyse positive n‘ont été obtenus. Afin que les
éléments contenus dans cet AST soient complets, il sera nécessaire d'intégrer les résultats définitifs du
protocole sentinelle, notamment les résultats des analyses qui seront réalisées sur 150 poissons au terme
du temps de contact sur site défini par les experts.

- est baseé sur I'état des connaissances disponibles a ce jour.

Périmétre :

L’appui de I'Anses porte uniquement sur les deux éléments précités : il vise a apporter un soutien a la mise en
place de mesures de surveillance adaptées a la détection d’'un virus de type VSHV potentiellement présent sur le

site piscicole et a proposer une analyse des données de laboratoire obtenues sur ce cas, étayée par une synthése
de I'état de I'art disponible.
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2. ORGANISATION DES TRAVAUX

Les travaux menés ont été organisés de fagon indépendante pour chacun des deux points sur lesquels portait
'AST. La demande a été traitée par le personnel du LNR « Maladies réglementées des poissons » qui fait partie
intégrante de I'unité Pathologie Virale des Poissons du Laboratoire de Ploufragan-Plouzané. Les actions réalisées,
les appuis obtenus et les éléments pris en compte dans le cadre de cet AST sont listés ci-dessous.

1) Hypothéses sur le résultat positif initial :

w Examen des données de laboratoires :

- Commémoratifs et résultats des analyses virologiques réalisées par le laboratoire agréé en charge du
diagnostic de premiére intention a partir de différentes especes de poissons provenant du site XXX et de la
zone sous surveillance ;

- Reésultats des analyses virologiques et des séquencages réalisés par le LNR Maladies réglementées des
poissons, avec I'appui de la plateforme nationale de séquencage de I'Anses ;

- Liens génétiques entre I'isolat détecté et d’autres isolats de VSHV.
= Analyse des données bibliographiques disponibles ;

= Echanges avec le Laboratoire de Référence de I'Union Européenne pour les maladies des poissons (DTU,
Danemark).

2) Protocole « truitelles sentinelles » :

Du fait de la nécessité de proposer en urgence un protocole permettant de gérer la situation sanitaire sur le terrain,
'Anses a:

= mis en place, via le LNR « Maladies réglementées des poissons », une communication continue par mail et
téléphone, sur la période du 9 juillet au 7 aodt 2015, avec les personnes suivantes : Mme Christine DARROUY-
PAU, Chef du service santé et protection animales a la DDCSPP des Hautes-Pyrénées ; Mme Corinne DAUBA,
personne ressource aquacole a la DDCSPP des Landes; Mr Thibaud ROMAN, référent national aquacole —
DRAAF Normandie ; Mr Pierre JABERT, épidémiologiste — DRAAF Midi-Pyrénées ; Mme Séverine RAUTUREAU,
SPRSPP / SDSPA / Bureau santé animale, DGAL ; Dr Alain LE BRETON, Cabinet Vet'Eau.

= apporté des éléments de précision sur le protocole qui a été proposé, notamment sur le choix et le nombre des
sentinelles, le plan d’échantillonnage et le suivi analytique, et les modalités de traitement des effluents.

wparticipé a la réunion de présentation du protocole qui s’est tenue a la Préfecture de Tarbes le 24 juillet
(visioconférence).

wréalisé les analyses virologiques visant i) a vérifier le statut sanitaire des truitelles utilisées comme sentinelles ; ii)
a rechercher la présence potentielle de VSHYV dans les poissons morts au cours du protocole et/ou sacrifiés a la fin
de celui-ci (en cours).



Appui scientifique et technique de I’Anses
Demande n° 2015-SA-0161

Saisine(s) ou demandes liée(s) n°

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS

m Point 1 de lasaisine : Etude du cas et des hypothéses sur I'origine de la contamination

e Synthése des résultats analytiques et de caractérisation génétique de I'isolat « XXX 2015 »

0 Isolement par culture cellulaire et identification d’'un virus de type VSHV a partir
d’échantillons provenant de Saumons atlantiques analysés dans le cadre d’un maintien de
qualification

Les éléments ci-dessous reprennent dans le détail 'ensemble des résultats analytiques disponibles.

w Analyses réalisées par le laboratoire agréé en charge du diagnostic de premiére intention :

Le 19/05/2015 : Contrble réglementaire réalisé sur le site XXX (CSO): prélévement d’un lot de Saumons
Atlantiques (bassin 5 Haut) et d’un lot de truites fario (bassin circulaire).

Le 20/05/2015 : Réception des lots au laboratoire et début de I'analyse SA-15-01109 : 1°" passage sur lignée
cellulaire BF, et EPC (dilutions 10" et 10, 2 cupules / dilution ; plaque différente pour les témoins virus VSHYV,
Virus de la Nécrose Hématopoiétique Infectieuse (VNHI) et virus de la Nécrose Pancréatique Infectieuse (VNPI),
virus ajoutés systématiquement lors de chaque processus analytique).

Lectures & Jour (J) 2, J6 et J7: Résultat négatif (absence d’effet cytopathique (ECP)) pour le prélevement ;
résultat positif a J6 pour les témoins virus.

Le 28/05/2015 : 2°™ passage sur 2 lignées cellulaires : EPC et BF, (dilutions 10™ et 10% 2 cupules / dilution ;
témoins virus VSHV, VNHI inoculés sur la méme plaque).

Lectures a J4, J5 et J7 : Résultat positif pour le prélévement a J5 aux dilutions 10" et 102 sur la lignée BF,.
Résultat positif a J4 pour les témoins virus VSHV et VNHI sur EPC et positif & J5 pour le témoin virus VSHV sur
lignée BF2.

Le 05/06/2015 : 3°™ passage sur la lignée cellulaire BF; (avec intégration d’une étape de neutralisation du VNPI,
potentiellement présent).

Le 10/06/2015 : Mail du laboratoire a la DDCSPP65, a la DDCSPP40 et au Groupement de Défense Sanitaire
Aquacole d’Aquitaine (GDSAA) pour signifier une suspicion de VSHV. A la suite a ce mail, déclaration de la
DDCSPP65 a la DGAL (prise en compte le 11/06 ; numéro attribué 2015/83).

Le 10/06/2015 : qPCR spécifique du VSHV (3éme passage) positive (avec un Ct égal a15).

Le 11/06/2015 : Inoculation du surnageant de 3°™ passage sur BF,.

Le 12/06/2015 : Réaction d'immunofluorescence (IF ; inoculation du 3°™ passage sur BF,) : positive a 10™", 10?,
10, et 10™. gPCR VSHYV sur le tube de garde : négative. LNR prévenu pour envoi de I'échantillon semaine 25.
Le 15/06/2015 : Envoi par transport spécial (TSE) du surnageant du 3°™ passage au LNR.

Le 18/06/2015 : Décongélation du tube de garde pour réaliser un 1* passage sur BF2 et EPC (dilutions 10" et 10°
2 A epp s p . .

, 2 cupules / dilution ; plaque différente pour les témoins virus VSHV, VNHI, et VNPI).

Lectures a J4, J6 et J7 : négatif (aucun ECP) pour le prélévement ; positif a J6 pour les témoins virus.

Le 25/06/2015 : 2°™ passage sur lignée cellulaire BF, (dilutions 10" et 102, 2 cupules / dilution ; les témoins virus
VSHV, VNHI inoculés sur une plaque différente).
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Lectures a J4, J6 et J7 : positif pour le prélevement a J7 a la dilution 107" sur la lignée BF,. Positif & J6 pour les
témoins virus VSHV et VNHI sur BF2.

Le 03/07/2015 : Inoculation du 2°™ passage sur BF2 pour réaction IF.
Le 04/07/2015 : Fixation et congélation des plaques IF.
Le 06/07/2015 : Réaction d'IF positive (BF2) aux dilutions 107", 102, 1072, et 10,

En paralléle, des prélevements supplémentaires ont été réalisés dans la pisciculture XXX et dans deux
piscicultures voisines suite au premier résultat positif pour la présence de VSHV.

Le 10/06/2015 : Prélévement de 4 lots de Truites Arc en Ciel : début d’analyses le 11/06/2015 ; résultat négatif
aprés deux passages sur lignées cellulaires BF2 et EPC.

Le 11/06/2015 : 50 prélévements réalisés sur les trois sites : 12 lots (TACs), et 38 lots a XXX (truites fario, ombles
chevalier, ombles de fontaine, cristivomers, saumons atlantiques).

Les prélevements ont tous été regus le 12/06/2015 et les analyses ont débuté soit le 12/06 (n= 36) soit le 18/06 (n=
14) selon les lots (selon priorisation de la DDCSPP65). Tous les résultats se sont révélés négatifs aprées deux
passages sur lignées cellulaires BF2 et EPC et réaction de RT-PCR VSHYV réalisés sur 19 lots / 50 (sélection du
GDSAA). Les rapports d’analyses en virologie cellulaire ont été émis le 02/07/2015.

A ce jour, aucun autre échantillon analysé dans la zone sous surveillance depuis la détection positive sur le lot de
Salmo salar n’a permis de mettre en évidence un virus de type VSHV.

wAnalyses réalisées par le LNR Maladies réglementées des poissons :

Identification Laboratoire de premiére intention _ date Identification simplifiée
réception par le LNR
SA-15-01109 3°™ passage BF,_ 16/06/2015 ECHANTILLON n°1

(1°"® analyse débutée le 20/05/2015)

SA-15-01464 20me passage BF,_09/07/2015 ECHANTILLON n°2
(2°™ analyse débutée le 18/06/2015)

SA-15-01109 tube de garde_ 09/07/2015 ECHANTILLON n°3

3éme

16/06/2015 : Réception du surnageant viral ( passage sur lignée cellulaire BF,) identifié SA-15-01109 (200-
1) envoyé par le laboratoire agréé en charge du diagnostic de premiére intention (ECHANTILLON N°1). Début
d’analyse (inoculation sur 2 lignées cellulaires : EPC et BF, ; extraction d’ARN).

17/06/2015 : RT-PCR conventionnelle ciblant le géne de la glycoprotéine (géne G) en vue d’'un séquencage.
18/06/2015 : Réaction d’IF positive avec un sérum anti-VSHV.

19/06/2015 : Emission du Rapport n°15/153 confirmant la présence d'un virus infectieux de type VSHV dans le
surnageant de culture envoyé par le laboratoire agréé en charge du diagnostic de premiére intention.

24/06/2015 : Mise en souchothéque de TECHANTILLON N°1.

25/06/2015 : Résultats de séquengcage du géne G de lisolat. Emission d'un rapport 15/153ter : souche de
génotype la-2 identique a la souche 07/71, utilisée comme témoin positif dans les analyses de virologie cellulaire
(séquence AY546616, Einer-Jensen et al., 2004).

02/07/2015 : Emission d’'une fiche d'alerte (2015-05-PVP) sur ce cas de VSHV regroupant tous les éléments
disponibles a destination de la cellule alerte de I'Anses.
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09/07/2015 : Réception des échantillons suivants envoyés par le laboratoire agréé en charge du diagnostic de
premiére intention : i) un surnageant viral positif identifi¢ SA-15-01464 (2°™° passage sur BF,) obtenu aprés
seconde analyse en culture cellulaire du broyat d’organes initial (ECHANTILLON N°2) ; ii) le tube de garde (broyat
initial) (ECHANTILLON N°3). Inoculation sur lignées cellulaires EPC et BF; et analyse en RT-qPCR spécifique du
VSHYV (surnageant positif, broyat en limite de détection).

10/07/2015 : Réaction d’IF positive sur 'TECHANTILLON N°2 sur EPC et BF, ; émission du rapport 15/175.
RT-PCR conventionnelle ciblant le géne G du VSHV : séquencage du géne complet pour TECHANTILLON N°2 et
du géne partiel pour 'TECHANTILLON N°3.

13/07/2015 : Observation d’'un effet cytopathique & J4 sur le 1° passage de TECHANTILLON N°3 pur et dilué a 10°
. Réalisation d’'un 2°™ passage.

15/07/2015 : ECP net a la dilution 10 pour TECHANTILLON N°3 en 48 heures et réaction d’IF positive avec un
sérum anti-SHV. Emission du rapport 15/174.

16/07/2015 : Mise en souchothéque de TECHANTILLON N°2 et de TECHANTILLON N°3.

22/07/2015 : Résultats du séquengage des ECHANTILLONS N°2 et 3. Emission des rapports d’analyses 15/174
bis et 15/175bis.

0 Caractérisation génétique du virus VSHYV isolé et étude des homologies génétiques avec
d’autres isolats

Les différents échantillons (identifiés ECHANTILLONS n°1, 2 et 3 dans le paragraphe précédent) obtenus dans le
cadre du processus analytique (isolement initial et confirmations) ont fait I'objet d’'une caractérisation génétique a
'Anses selon les recommandations de I'OIE (2015a). Cette caractérisation a porté sur le géne codant pour la
glycoprotéine virale, protéine transmembranaire impliquée dans les mécanismes d’attachement et de pénétration
du virus dans la cellule héte (Einer-Jensen et al., 2004 et 2005).

L’analyse des différentes séquences obtenues a permis de déterminer :

- Que le virus isolé, dénommé isolat « XXX 2015 » dans la suite du document, appartient au génotype I,
sous-génotype a (type 2, selon la classification proposée par Kahns et al., 2012) ;

- Quel’ensemble des séquences obtenues est identique a 100% (aux erreurs de séquengage prés) :
v’ 99,9% d’identité entre TECHANTILLON n°1 et la séquence de référence
(soit 1 nucléotide qui différe sur 1524) ;
v 100% d'’identité entre 'TECHANTILLON n°2 et la séquence de référence
(sur 1524 nucléotides) ;
v' 100% d’identité entre TECHANTILLON n°3 et la séquence de référence
(sur 286 nucléotides).

NB : Quatre génotypes (I, II, Ill et IV), parfois associés a des sous-génotypes (la a le et IVa a IVc), ont été décrits a
I'heure actuelle pour les virus de type VSHV (Einer-Jensen et al., 2004 ; Snow et al., 2004 ; Kahns et al., 2012).
Cette catégorisation est relativement bien corrélée avec les régions géographiques d’isolement des souches :

- génotype la : souches d’eau douce majoritairement isolées de TACs en Europe continentale ;

- génotype Ib : virus de la Mer Baltique et de la Mer du Nord ;

- génotype Ic : petit groupe d'isolats anciens de TACs ;

- génotype Id : isolats d’eau douce ou saumatres de TACs ;

- génotype le : isolats de la Mer Noire ;

- génotype Il : isolats de la Mer Baltique exclusivement ;

- génotype lll : virus isolés de I'Atlantique nord ;

- génotype IV (subdivisé en sous-génotypes a, b et c) : isolats Nord-Américains et Est-Asiatiques.
(He et al., 2014 ; Figure n°1).
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Figure n°1 : Distribution géographique des génotypes et sous-génotypes de VSHYV (tiré de He et al., 2014).

La séquence totale du géne de la glycoprotéine (1524 nucléotides) de l'isolat « XXX 2015 » a été comparée a
celles d’autres isolats issus de la souchothéque du LNR et/ou adressés par le laboratoire agréé en charge du
diagnostic de premiére intention.

Une identité de séquences de 99,9% (ECHANTILLON 1) ou de 100% (ECHANTILLON 2) a été obtenue avec
deux souches isolées sur le territoire :

- La souche n°4164-91 isolée par le laboratoire agréé en charge du diagnostic de premiére intention le
16/09/1991 (examen n°9109164164) a partir de saumons atlantiques au niveau de la pisciculture de Lau
Balagnas, département 65, selon les informations fournies par le LPL (aucun document officiel disponible
pour attester de cette localisation). Ces saumons auraient pour origine des ceufs fournis par la pisciculture
fédérale de Prechacq, département 64). Une mortalité de I'ordre de 150 individus par jour sur une période
d’au moins un mois avait été rapportée a I'époque dans le bilan ichtyopathologique, avec une température
d’eau de 19,5°C. Les analyses bactériologiques et parasitologiques effectuées sur les prélévements
s’étaient révélées négatives.

- La souche n°07/71 isolée de Truites Arc en Ciel en 1971. Cette souche fait partie des souches francaises
(et Européennes) de référence et est utilisée comme témoin positif par le réseau de laboratoires agréés
pour le diagnostic officiel des virus de type SHV.

L’'arbre phylogénétique présenté en figure n°2 donne un apergu des homologies entre les souches présentées ci-
dessus.

Cet arbre comprend des souches représentatives des 4 génotypes de VSHV présents dans le monde et en France
depuis 1971. La souche XXX 2015 et lisolat 4164-91 sont clairement liés a la souche de référence 07/71 :
l'alignement de séquences (Figure n°3) permet de visualiser l'identité parfaite de ces 3 isolats sur une zone
partielle du géne G (286 nucléotides). Ces 3 souches différent nettement des autres isolats appartenant au
génotype la2, avec un pourcentage d’identité maximal de 98% pour la souche XXX 2015 avec un isolat allemand
datant de 2002 (correspondant a 30 nucléotides de différence sur la séquence de 1524 nucléotides).

L’isolat XXX 2015 a révélé un minimum de 97,1% et un maximum de 97,5% d’homologie (équivalent a 44 et 38
nucléotides différents, respectivement) avec les souches isolées en 2013, 2014 et 2015 en France.

L’'arbre phylogénétique de la figure n°2 permet de mettre en évidence I'évolution génétique naturelle des souches
de VSHYV sur le territoire frangais. Dans le département 57 par exemple, des souches de VSHYV ont été isolées en
2014 puis en 2015. Malgré une méme localisation géographique ainsi qu’un espace-temps réduit, des différences
de séquence ont été observées (99,3% d’identité, soit une différence de 10 nucléotides sur 1524).

Les souches appartenant au génotype IV positionnées dans cet arbre et isolées sur saumon (coho ou salar)
présentent au minimum 205 nucléotides de différence sur 1524 (86,5% d’identité) avec la souche XXX 2015.



Identité entre « XXX 2015 », 4164-91 et souche
de référence 07/71:

Max = 100%

Min =99,9% (1 nucléotide différent)

Identité entre la souche « XXX 2015 » et les
souches de génotype la2 :

Max = 98% (30 nucléotides différents)

Min = 97,1% (44 nucléotides différents)

Identité entre la souche « XXX 2015 » et les
souches d’autres génotypes :

Génotype Il : 88,8%

Génotype Il : 90,6%

Génotype IV : 86,5%
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Figure n°2 : Arbre phylogénétique de souches de VSHYV représentatives des 4 génotypes et présents en France ou dans le monde depuis 1971.

Le nom des séquences se présente sous la forme suivante : Année\Pays\Nom de I'isolat ou numéro Genebank\Espéce si différente de TAC.
Arbre ML (maximum de vraisemblance) réalisé avec le logiciel Seaview, en utilisant un modéle GTR et 100 bootstraps.

Classification selon Kahns et al,. 2012.
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Figure n°3: Alignement des séquences d’'un fragment de Gene G (286 nucléotides) selon Thiery et al.,

2004.

Séquences obtenues a partir des 2 surnageants de culture de XXX 2015 (15.01109 et 15.01464), du tube de garde
(Echantillon 3), du surnageant de culture de 1991 (4164.91) et de la séquence de référence 07/71 (AY546616). Le
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Ces éléments mettent en évidence :

- Uneidentité parfaite, a un nucléotide prés, des isolats « XXX 2015 » et 4164-91 avec la séquence de
la souche 07/71 isolée en 1971 ;

- Une trés forte probabilité de lien épidémiologique entre I'isolat « XXX 2015 » et la souche n°4164-91
isolée en 1991 a partir de Saumons atlantiques dans une autre pisciculture de la région ;

- Une absence d’évolution génétique du géne de la glycoprotéine (1524 nt) entre ces deux isolats et
la souche de référence, malgré une période de 24 ans séparant les deux isolats de saumon et une
période de 44 ans entre la souche 07/71 et I'isolat « XXX 2015 ».

e Eléments disponibles sur la sensibilité du Saumon atlantique au virus de la SHV

Une espéce animale sensible pour un pathogéne donné est définie comme une espéce chez laquelle 'infection par
'agent responsable de la maladie a été démontrée soit via des observations de terrain (infections naturelles) soit
via des infections expérimentales (mimant le plus possible les voies naturelles d’infection) (Directive 2006/88/EC ;
OIE, 2015b). Un autre élément qui peut étre pris en considération est la capacité de I'agent infectieux a se
répliquer au sein de I'espéce considérée, cette réplication pouvant donner lieu a une expression clinique (EFSA,
2008).

0 Rapports relatifs a des infections naturelles ou a des résultats de surveillance

Sur le continent Nord-Américain, 'examen des données de la littérature montre que des particules virales
infectieuses de souches Nord-Américaines de VSHV (génotype IVa) ont été mises en évidence chez des Salmo
salar d’élevage dés 1995 en Colombie Britannique (Canada) (Margolis, 1995 ; Traxler et al., 1995) puis
régulierement depuis (Garver et al., 2013). Les détections sont généralement réalisées en hiver et en été, a des
périodes coincidant avec des fraies de harengs (espéce chez laquelle le VSHV est endémique dans cette zone
géographique) a proximité des fermes touchées [de fortes identités génétiques entre des souches isolées de
saumons atlantiques dans cette région et des souches issues de harengs ou de sardines ont depuis confirmé
'hypothése d’une transmission entre poissons sauvages et d’élevage (Garver et al., 2013)]. Des mortalités
chroniques relativement mineures ont été observées dans certains cas, allant de 2% par semaine a 10% en
cumulé (Traxler, communication personnelle). Du VSHV a également été détecté chez un individu issu d’un lot de
saumons atlantiques élevés en cages marines dans la région de Washington (Amos et al., 1998 ; Amos et
Thomas, 2002). Ces poissons avaient montré des troubles de I'appétit associés a une mortalité anormale et des
signes cliniques suggérant une origine infectieuse. Les analyses complémentaires menées sur une période de 4
semaines n’ont néanmoins pas permis de ré-isoler du VSHV.

w En milieu naturel, les Salmo salar peuvent étre infectés par le VSHV génotype IV (au contact de
poissons marins contaminés). Les mortalités induites rapportées sont faibles.

En Europe, aucun virus de type VSHV n’a été isolé a partir de plusieurs milliers d’échantillons de saumons
atlantiques collectés ces derniéres années en Norvege, en Grande Bretagne et en Irlande dans le cadre de la
surveillance en routine des rhabdovirus réglementés (Council Directive 91/67/ EEC et Commission Decision
2001/183/EC ; Skall et al., 2005). Du VSHV a par contre été isolé de saumons atlantiques en Espagne (Jimenez
de la Fuente, et al., 1988; Lopez-Vazquez et al., 2003). Au niveau national, une étude menée a la fin des années
1990 sur la répartition des virus de salmonidés dans les piscicultures de la région aquitaine et des régions
limitrophes a porté sur 699 prélevements de poissons de différentes espéces, parmi lesquelles 11 issus de
saumons atlantiques (Nougayrede, 1988). Du VSHV a pu étre isolé par culture cellulaire et caractérisé au niveau
sérologique a partir d’'un échantillon de Salmo salar (taux de prévalence de 9%).

w En Europe, le VSHV n’a pu étre isolé que de rares fois de saumons atlantiques malgré un nombre
d’échantillons contrdlés conséquent.
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0 Rapports relatifs a des contaminations expérimentales

L’injection intra-péritonéale (IP) de saumons atlantiques avec des souches d’eau douce de VSHYV (isolats 07/71 et
23/75 de génotype | utilisés aujourd’hui comme référence dans un certain nombre de laboratoires ; de Kinkelin et
Castric, 1982) a engendré des niveaux de mortalités de 67 a 78% dans les 13 jours post-injection. Des quantités
élevées de virus ont été retrouvées chez les poissons injectés et une dissémination horizontale du virus a pu étre
démontrée par la contamination de truites arc en ciel positionnées dans un bassin alimenté par I'eau de rejet des
saumons. Aucune mortalité ni transmission n’a par contre été observée chez des saumons contaminés par
balnéation. Une réplication virale a été mise en évidence dans un nombre limité de poissons (2 sur 60 avec la
souche 07/71 et 3 sur 60 avec la souche 23/75). Des titres élevés en anticorps neutralisants spécifiques du VSHV
ont été détectés chez les survivants a 79 jours post-infection.

Des mortalités nulles a modérées (0 a 3,3%) ont également été rapportées chez des saumons atlantiques (< 10g)
infectés par balnéation avec des souches marines ou une souche d’eau douce de VSHV (DK-3592B) a une
température de 10°C (King et al., 2001). Aucun des individus morts n’a présenté de signes cliniques
caractéristiques d’'une SHV mais du virus a pu étre isolé par culture cellulaire (identification par test ELISA) a partir
de la rate et des reins antérieurs de certains individus (les poissons survivants n’ont pas été testés pour la
présence du virus). Des résultats similaires & ceux obtenus par de Kinkelin et Castric (1982) ont été publiés en
2009 concernant une souche de génotype lll isolée de truites arc en ciel en Norvége (Dale et al., 2009). Alors que
cette souche présentait une forte virulence chez la truite arc en ciel (70% par balnéation, 100% par injection IP),
aucune mortalité n’a été observée chez des saumons atlantiques contaminés par balnéation. Une mortalité de 52%
a néanmoins été obtenue chez les poissons injectés. Les études complémentaires citées par Skall et al. (2005)
confirment cette faible virulence dans un contexte d’infection par balnéation.

= Aprés balnéation avec des souches de génotypes | et lll virulentes pour la TAC, seules des mortalités
nulles a trés faibles ont pu étre observées chez des saumons atlantiques, sans mise en évidence de
transmission virale.

Des essais réalisés plus récemment avec des souches VSHV de génotype IVa ont permis de confirmer la
sensibilité du saumon atlantique a ce génotype (Lovy et al., 2013). Des taux de mortalité de I'ordre de 90% ont été
obtenus chez les poissons injectés par voie IP dans les trois semaines suivant la contamination a une température
d’eau de 9°C. L'infection a été accompagnée de signes cliniques (exophtalmie bilatérale, hémorragies a la base
des nageoires, ...) et de modifications histologiques (hémorragies au niveau des reins, congestion de la rate, ...).
Une infection productive (signes cliniques, mortalités de 8%, forte réplication du virus dans les organes cibles et
persistance supérieure a 10 semaines, excrétion) a également été obtenue par balnéation et contact avec des
harengs infectés. Une transmission du virus de saumons atlantiques contaminés a des harengs utilisés comme
« sentinelles » a également pu étre démontrée. Il est important de noter que les souches utilisées pour cette étude
avaient été isolées de Salmo salar et qu’'un stress supplémentaire des animaux a été introduit au moment de la
contamination (transfert en eau de mer). Si la virulence de ces souches de génotypes IVa semble plus élevée que
celles générées par les génotypes présents en Europe, I'examen des observations de terrain depuis le premier cas
détecté en 1995 chez Salmo salar ne montre néanmoins pas d’évolution de la virulence chez cette espéce.

= | e Salmo salar pourrait étre une espéce vectrice pour le VSHV de génotype IVa.

En conclusion, il apparait que :

- Des virus de type VSHV sont capables d’infecter productivement le saumon atlantique, attestant du
statut sensible officiel de cette espéce (OIE, 2015a ; EFSA, 2008) ;

- Au regard des données de surveillance et des contaminations expérimentales réalisées, la pathogénicité
pour le saumon atlantique des souches circulant en Europe semble nulle ou trés modérée ;

- La détection d'individus positifs dans le milieu naturel suggére que le saumon atlantique pourrait jouer
un role de vecteur du VSHV.
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e Evolution génétique des virus de type VSHV

En Europe, la mise en place d’'une surveillance active (Directive Européenne 2006/88/EC) et de campagnes
extensives en mer visant a disposer de données de prévalence ont permis d’obtenir un certain nombre de souches
de VSHV représentatives de I'ensemble des génotypes circulants. Ces souches ont été utilisées ces derniéres
années dans le cadre d’études phylogénétiques visant & mieux appréhender les capacités d’évolution et de
circulation de ces virus.

Les virus a ARN ont une capacité d’évolution génétique significativement plus importante que les virus a ADN,
causée par leur ARN polymérase qui n'est pas équipée de systeme de correction des erreurs faites lors du
processus de réplication (Steinhauer et al., 1992). Les études réalisées sur une grande diversité d’isolats de VSHV
couvrant 'ensemble des génotypes ont permis d’établir C|{£ e, pour le géne codant la glycoprotéine, le taux de
substitution nucléotidique varie entre 1,72x1052 et 2,80x105* substitution/site/an (Einer-Jensen et al., 2004; Pierce
and Stepien, 2012 ; He et al., 2014). Pour un géne de la taille de la glycoprotéine virale, cela représente un nombre
théorique de substitutions nucléotidiques de 0,43 et 2,62 par an. Des approches ciblées spécifiquement sur des
souches de génotype la ont estimé le taux moyen de substitution de ce génotype entre 1,74x105° et 6,01x10%*
(soit 0,91 a 2,65 substitutions par an) (Einer-Jensen et al., 2004 ; He et al., 2014).

En Finlande, ou I'étude des souches isolées de truites arc en ciel (génotype Id) sur la période allant de 2000 a
2004 a réveélé des taux de mutation relativement faibles, des niveaux d’identité nucléotidique (géne G) allant de
99.1 a 99.5% ont été établis avec I'ancétre commun suspecté, une souche datant de 1968, ce qui correspond a
des taux de substitution nucléotidique par site et par an variant entre 1,3x105* et 2,6x105™* (soit environ 0,25 a 0,51
substitution / an) (Raja-Halli et al., 2006).

En Colombie Britannique, région ou le VSHV (génotype IVa) est enzootique, la comparaison des séquences du
géne G de 63 isolats (dont 13 de saumons atlantiques) provenant de 29 localisations et couvrant une période de
19 années (Garver et al., 2013) a permis d’estimer la diversité nucléotidique maximale a 2% (30 nucléotides sur
1524). L’étude fine des séquences a montré que la majorité des isolats présentaient des différences au niveau du
géne G et n’étaient détectés que sur une période limitée (une année maximum). Parmi les quelques isolats avec
une identité nucléotidique totale, la plupart étaient associés a des origines géographiques communes et prélevés
dans des intervalles de temps limités.

Au niveau national, I'étude des relations phylogénétiques entre les isolats obtenus a partir des foyers détectés en
France depuis une trentaine d’année est en adéquation avec ces taux moyens d’'évolution (Figure 2). Des isolats
mis en évidence a plusieurs mois d’intervalle et ayant un probable lien épidémiologique ont toujours présenté un
nombre de substitutions nucléotidiques suffisant au niveau du géne de leur glycoprotéine pour permetire de les
discriminer. Des identités totales ont été obtenues mais uniquement a partir de souches isolées dans le méme pas
de temps, ce qui a permis suspecter un lien épidémiologique fort (Roman et al., 2014).

Sur la base des éléments exposés ci-dessus et dans I'état actuel des connaissances :

- La plasticité génétique des isolats de génotype la de VSHV est estimée entre 1,74x1052 et 6,01x10%*
substitutions/site/an (soit 0,91 a 2,65 substitutions nucléotidiques par an pour le géne de la glycoprotéine) ;

- L’évolution génétique de virus de type VSHV dans un hdte comme le saumon atlantique, a priori faiblement
sensible et chez lequel le virus pourrait avoir un niveau de réplication trés faible, reste délicat a évaluer mais
pourrait étre plus limitée ;

- Il parait néanmoins fortement improbable que le virus puisse persister sur une période aussi longue (24
ans entre le cas de 1991 et le cas actuel) dans des poissons porteurs sans générer des substitutions
nucléotidiques détectables ;

- L’identité génétique entre les isolats de terrain de 1991 et 2015 et la souche de référence 07/71 utilisée en
routine comme témoin positif lors des analyses de premiéere intention est atypique ;

- L’étude rétrospective, menée par le LRUE, de cas similaires d’'identités nucléotidiques totales entre des
souches isolées de foyers et des isolats caractérisés (trois cas dans trois pays sur les 22 dernieres années) a
toujours conclu a des cas de contaminations croisées (virus utilisés comme témoins lors des analyses ou
provenant d’un essai inter-laboratoire d’aptitude).
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- Le cas de 1991, dont I'étiologie a été attribuée a du VSHV, est étrange a deux niveaux : i) une température
d’eau trés inhabituelle (19,5°C notifiée dans le rapport d’analyse n°9109164164 ; Annexe 2) pour 'observation de
signes cliniques associés a une infection par ce rhabdovirus (généralement entre 4 et 14°C, observés entre 15 et
18°C mais avec des mortalités cumulées modérées) et apparaissant élevée pour un poisson comme le saumon qui
aime les eaux fraiches (6 a 15°C en général) ; ii) des signes cliniques et des mortalités (150 poissons / jour sur au
moins un mois mais sans détail de I'effectif total) dont la proportion semble forte au regard des données de
contaminations naturelles et expérimentales disponibles.

= Point 2 de lasaisine : Appui al’élaboration du protocole « truitelles sentinelles »

Le protocole mis en place pour le suivi sanitaire de la pisciculture est présenté en Annexe 2. Il a été mis en place
et optimisé sur la période du 9 juillet au 7 aolt 2015 dans le cadre de différents échanges entre la DGAL, la
DDCSPPG65, le vétérinaire sanitaire mandaté et le LNR Maladies réglementées des poissons.

L’Anses a été plus particulierement questionnée sur :

- Le choix (origine, taille) et la vérification (échantillonnage, méthode analytique) du statut sanitaire des
sentinelles avant mise en place sur site ;

- L'optimisation des conditions de mise en contact des sentinelles avec les eaux potentiellement
contaminées sur site, avec notamment la prise en compte de la température de I'eau ;

- Les modalités d’analyses des poissons au cours et au terme de la phase de contact avec les eaux de
sortie de la pisciculture (échantillonnage et modalités de préparation des échantillons ; méthodes
analytiques) ;

- Les modalités de réalisation du traitement des effluents sortant du bassin contenant les truitelles
sentinelles.

A la demande du vétérinaire sanitaire mandaté pour le suivi du protocole sentinelle, les analyses (virologie
cellulaire et/ou RT-PCR) seront réalisées par le personnel du LNR Maladies réglementées des poissons. Le
protocole a été mis en application sur le terrain a la date du 3 aolt 2015 (prélévements d’organes sur certaines des
truitelles du lot utilisé comme sentinelles pour vérification du statut sanitaire des truitelles sentinelles) et est
toujours en cours a I'heure actuelle.

Le directeur général

Marc Mortureux

MOTS-CLES

Septicémie Hémorragique Virale (SHV) — Rhabdovirus — Salmo salar — Sensibilit¢ - Culture cellulaire —
Immunofluorescence — Séquengage — Evolution génétique - Taux de substitution nucléotidique.
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