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Abréviations et acronymes

ADN : acide désoxyribonucléique

ARN : acide ribonucléique

ARNm : ARN messager
CEV : Carp edema virus
Ct : Cycle threshold — numéro du cycle qui dépasse le seuil de fluorescence en gPCR
DMEM : Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium
FGF : fibroblast growth factor — facteur de croissance des fibroblastes
kb : kilobase, représente 1 000 paires de bases
KHV : Koi herpes virus, aussi appelé Cyprinid herpes virus 3 [CyHV-3]
KSD : Koi Sleepy disease — maladie du sommeil de la carpe

NCLDVs : Nucleocytoplasmic large DNA viruses — groupe taxonomique des grands
virus nucléocytoplasmiques a ADN

P4a : précurseur de la protéine de core 4a — famille de génes conservés chez tous les
Poxviridae, orthologues a Cop-A10L

P4b : précurseur de la protéine de core 4b — famille de génes conservés chez tous les

Poxviridae et chez certains Mimiviridae, orthologues a Cop-A3L
PaPV : Plecoglossus altivelis pox-like virus, synonyme d’Ayu pox-like virus
PBS : phosphate buffer saline

PCR : polymerase chain reaction — réaction en chaine de polymérisation
gPCR : quantitative PCR — PCR quantitative

pb : paires de bases

RPA : Recombinase Polymerase Amplification — amplification par recombinase et

polymérase

RPO-19 : RNA polymerase subunit 19 — famille de genes conservés chez tous les
Poxviridae, orthologues a Cop-A5R



SGPV : Salmon gillpox virus
SNP : Single nucleotide polymorphisme — polymorphisme d’un seul nucléotide

VETF-L : Viral early transcription factor — large - famille de génes conservés chez tous

les Poxviridae et chez certains Mimiviridae, orthologues a Cop-A7L

VITF-3 small : Viral intermediate transcription factor 3, small — famille de genes

conserveés chez tous les Chordopoxvirina, orthologues a Cop-A8R

VMAP : Viral membrane assembly protein — famille de génes conservés chez tous les

Chordopoxvirina, orthologues a Cop-A6L



Introduction

La maladie du sommeil de la carpe, aussi appelée cedéme de la carpe, est
responsable de mortalités massives chez les carpes et a été décrite pour la premiere
fois au Japon dans les années 1970 (Murakami et al. 1978). Hormis au Japon, tres
peu de cas ont été décrits dans le monde jusqu’au milieu des années 2010. Cette
maladie, causée par le Carp edema virus (CEV), est aujourd’hui considérée comme
une maladie émergente et refait I'objet de publications depuis quelques années
(Lewisch et al. 2015 ; Way et al. 2017 ; Pragyan et al. 2019). De nombreuses infections
expérimentales ont été effectuées, ainsi les formes cliniques et les voies d’inoculation
sont bien décrites (Murakami et al. 1978 ; Suzuki, Fukuda 1987 ; Oyamatsu 1996 ;
Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ; Swaminathan et al. 2016 ; Zhang et al. 2017 ; Adamek,
Oschilewski, et al. 2017) . Cependant, aucune étude ne s’est intéressée a la circulation
du CEV sur le terrain, notamment lors de formes asymptomatiques. D’autre part,
l'isolement du CEV sur culture cellulaire reste a ce jour impossible et la connaissance

de son génome est extrémement limitée.

La Pisciculture d’Estalens (Gers — France), importe et vend aux animaleries des
poissons d’ornement, dont des carpes Koi. En 2017 et 2018, certains lots de carpes
Koi récemment importés du Japon ont présenté des signes clinigues quasi-
pathognomoniques de la maladie du sommeil de la carpe. La présence du CEV dans
des cadavres a été confirmée par le laboratoire de virologie de TUMR IHAP (UMR
1225 — INRA - ENVT). Une collaboration a alors été mise en place pour étudier le CEV

dans un contexte commercial.

Ainsi, ce manuscrit se découpe en deux parties : la premiére, bibliographique,
fournit les éléments de base relatifs a la carpe (Cyprinus carpio) et I'état actuel des
connaissances au sujet de la maladie du sommeil de la carpe et du CEV. La deuxieme
partie, expérimentale, est découpée en trois chapitres. Le premier chapitre s’intéresse
a la circulation du CEV dans les infrastructures de la Pisciculture d’Estalens suite a
une importation et au risque de dissémination associé. Le second chapitre fait état de
nouveaux protocoles pour essayer d’isoler le CEV sur culture primaire de cellules
embryonnaires et sur embryons de carpe Koi. Enfin, le génome du CEV est étudié

dans le troisieme chapitre.



Partie | : Etat des connaissances

1. Généralités sur la carpe, Cyprinus carpio

1.1.  Cyprinus carpio : identité et utilisations

La carpe commune Cyprinus carpio fait partie de la famille des Cyprinidae, une des

plus grandes familles de poissons & nageoires rayonnées vivant en eau douce.

Sa morphologie est assez classique, le corps est fusiforme et relativement profond.
La bouche est terminale et comporte deux paires de barbillons. Les yeux sont situés
de chaque coté de la téte et de relativement grande taille. Les nageoires sont au
nombre de 7 : une paire de nageoires pectorales, une paire de nageoires pelviennes,
une nageoire anale, une nageoire caudale et une nageoire dorsale. La forme du corps,

la couleur et le nombre d’écailles peuvent varier en fonction des zones géographiques

et de la sélection humaine, notamment a des fins esthétiques (Peteri 2004 ; Hoole
2001).

Figure 1 : Photographies d’une carpe commune européenne (Cyprinus carpio carpio) et d’'une carpe
Kot de variété Kin Kikokuryu (Cyprinus carpio haematopterus). Clichés réalisés par Jérdme Blanc.

La distribution naturelle de la carpe commune Cyprinus carpio s’étend de I'Europe
jusqu’a I'’Asie du Sud-Est en passant par la Chine et le Japon. Plusieurs sous-espéces
ont été proposées selon des caractéres phénotypiques. D’un point de vue génétique,
il existe une divergence nette entre les populations de I'Ouest et les populations de
I'Est, les premiéres appartenant a la sous-espece Cyprinus carpio carpio et les
secondes a la sous-espéce Cyprinus carpio haematopterus (Chistiakov, Voronova
2009). Les carpes sauvages vivent dans des rivieres, des zones inondées et divers
types de plans d’eau peu profonds. Ce sont des poissons qui ont tendance a rester au
fond de I'eau mais qui peuvent évoluer au milieu et a la surface, notamment pour se

nourrir. Leur régime alimentaire est omnivore avec une préférence pour la nourriture
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d’origine animale. Une alimentation a base de céréales est trés bien tolérée, ce qui
explique en partie le succés de la domestication de cette espéce et son élevage
aujourd’hui mondial. La croissance est optimale pour des températures comprises
entre 23 et 30°C, méme si les périodes froides hivernales sont trés bien supportées
(Peteri 2004). Au Japon, des variétés colorées, connues sous le nom Koi, sont élevées
depuis le début du 19°™¢ siecle (Balon 1995). Les carpes Koi ont visiblement été
sélectionnées a partir d’'un variant chinois rouge élevé depuis plus d’'un millénaire
(Wang, Li 2004) et appartiennent a la sous-espéce Cyprinus carpio haematopterus.
L’appellation « carpe commune » est assez ambigué et peut faire référence selon les
cas a I'espéce toute entiére Cyprinus carpio, a 'ensemble des individus élevés a des
fins non-ornementales ou uniquement aux individus appartenant a la sous-espece
Cyprinus carpio carpio. On regroupera ici tous les individus non-Koi sous le terme

« carpe commune ».

La carpe, Cyprinus carpio, est une des especes de poissons les plus élevées dans
le monde (4™ en 2018), principalement pour la consommation humaine. Sa
production au niveau mondial est en augmentation. En 2018, 4 190 milliers de tonnes
ont été produits. A titre de comparaison, 2 345 milliers de tonnes de saumon atlantique
(Salmo salar) ont été élevés en 2018, 848 de truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss),
4 525 de tilapia du Nil (Oreochromis niloticus) et 2 360 de Panga (Pangasianodon
hypophthalmus) (ANON. 2020).

Les carpes Cyprinus carpio sont aussi utilisées a des fins sportives (péche),
ornementale et comme modeéle animal (Hoole 2001). Les carpes Koi, ornementales,
ont une valeur économique individuelle plus élevée que les carpes communes ainsi
qu’une valeur affective. Les carpes Koi commercialisées en France proviennent
principalement d’lsraél et d’élevages francgais, et dans une moindre mesure du Japon.
Les carpes Koi élevées au Japon sont reconnues pour leur qualité esthétique et sont
particuliéerement recherchées par les collectionneurs, leur prix de vente est le plus
souvent supérieur aux autres origines (OFFRA (Ornamental Fish France) 2020). Un
rapport de la FAO indique qu’en 2008, 229 tonnes de poissons d’ornement,
principalement des carpes Koi et des poissons rouges ont été exportées depuis le
Japon pour un montant de 21 millions d’euros (Monticini 2010). En 2016 ce montant
s’élevait a 41 millions de dollars américains, montrant un fort développement de ce
marché (Dey 2016).
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1.2. Zoom sur les branchies

Chez les poissons, lintégralité du sang pompé par le cceur est dirigée vers la
vascularisation branchiale avant d’atteindre I'aorte dorsale et la circulation systémique.
De par leur structure complexe, les branchies possédent une tres grande surface qui
leur permet d’assurer 'lhématose dans un milieu ou la pression partielle en oxygéne
est faible. Elles sont aussi un lieu d’échanges ioniques qui participe aux régulations
osmotiques et acido-basiques ainsi qu’a l'élimination des déchets azotés. Les
branchies ne doivent donc pas étre uniquement vues comme la version aquatique des

poumons des mammiferes (Greenwell et al. 2003 ; Evans et al. 2005).

Les branchies sont constituées de quatre paires d’arcs branchiaux. Deux rangées
de filaments branchiaux sont disposées sur chaque arc et portent de nombreuses
lamelles. Les filaments branchiaux peuvent aussi étre nommés lamelles primaires,
dans ce cas les lamelles sont nommées lamelles secondaires. La vascularisation des
filaments est constituée d’'une artere filamentaire afférente et d’'une artére filamentaire
efférente, ces deux structures permettent I'apport sanguin vers les lamelles et leur
drainage (Figure 2). Les lamelles ont une structure en sandwich : deux feuillets
épithéliaux, recouverts d’'une membrane basale, se font face. Des cellules pilier font la
jonction entre les deux feuillets. Le cytoplasme de ces cellules se prolonge sur toute
la membrane basale, isolant ainsi I'espace vasculaire (Figure 3). De vraies cellules
endothéliales remplacent les cellules pilier a I'extrémité des lamelles ou les deux

feuillets épithéliaux se rejoignent (Olson 2002 ; Evans et al. 2005).

Oxygen-poor
blood

Y

Oxygen-rich
blood

filaments

Figure 2 : Schéma des branchies chez les téléostéens, depuis (Campbell, Reece 2002)
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L’épithélium branchial est composé de cellules pavimenteuses (> 90 %) et de
cellules riches en mitochondries, aussi appelées cellules a chlorure car elles
permettent I'excrétion de NaCl chez les poissons d’eau de mer. Ces derniéres, en
conditions physiologiques, sont exceptionnellement rencontrées au niveau des
lamelles et se concentrent dans les espaces inter-lamellaires. Leur role chez les
poissons d’eau douce n’est pas entierement compris, il semblerait qu’elles participent
aux échanges ioniques. Les cellules pavimenteuses sont majoritairement impliquées
dans les échanges gazeux passifs au niveau des lamelles. Cependant, il a été montré
que chez les poissons d’eau douce, elles participent également aux échanges ioniques,

notamment d’ions sodium et chlorure (Greenwell et al. 2003 ; Evans et al. 2005).

_Fig. 3. Three-dimensional diagram of lamella. Pillar cells (P) de-
limit the vascular space and support the epithelium above (EP) and
below (in cross section). The basement membrane (stippled) is inter-
posed between pillar cells and epithelium. Strands of collagenous fi-
bers are enfolded within the pillar cell membranes (arrows, partial
section at left) and ¢ t the two b [ brane sheets. True

Fig. 4. Diagrammatic cross section through filament and lamellae
showing relationships between lamellar sinusoids, chloride cells
(arrows), interlamellar capillaries (arrowheads), and a small nutrient
capillary (above, left). Inner marginal sinuses of lamellae (X) are
embedded within body of filament but remain exterior to basement
membrane of filament (double arrowheads).

endothelial cells line the outer marginal channel (OM).

Figure 3 : Représentation en trois dimensions d'une lamelle branchiale et d'une coupe de filament
branchial associé a ses lamelles, depuis (Olson 1991)

L’osmolarité du plasma des téléostéens d’eau douce varie entre 260 et 330 mOsm/I.
lls évoluent dans un milieu trés hypotonique, 'eau douce ayant une osmolarité
avoisinant les 40 mOsm/l. Ce gradient osmotique est en faveur d’une entrée d’eau
dans I'organisme, I'absorption passive qui en découle se fait principalement au niveau
des branchies, grace a leur trés grande surface en contact avec le milieu extérieur, et
dans une moindre mesure a travers la peau. L’excés d’eau est éliminé par les reins?

gui possedent un débit de filtration glomérulaire élevé et une réabsorption efficace des

1 0On parle ici des reins (kidney), aussi appelés reins postérieurs (body kidney), a ne pas confondre
avec les reins antérieurs (head kidney) qui sont a la fois des organes lymphoides primaires et
secondaires et le lieu de la synthése des catécholamines et des hormones thyroidiennes chez les
téléostéens.
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ions grace a des tubules développés. Les cellules pavimenteuses de I'épithélium
branchial absorbent les ions sodium qui sont échangés activement contre des protons.
Selon les especes, les cellules riches en mitochondries peuvent jouer le méme role. Il
semblerait que les ions chlorures soient absorbés par les cellules pavimenteuses et
les cellules riches en mitochondries par un échange contre des ions bicarbonates. Les
mécanismes de régulation acido-basique sont encore mal compris mais il est évident
gue les branchies jouent un réle majeur, notamment de par leur grande surface au
contact du milieu extérieur et leur perfusion avec 100 % du débit cardiaque. Les
dérivés du métabolisme azoté tels que l'urée et 'ammoniaque (H*,NHs / NH4%),
toxiques, sont aussi éliminés au niveau des branchies. Il semblerait que plusieurs
mécanismes permettent I'excrétion des ions NHa*. Les mécanismes précis sont
discutés, cependant on notera que chez les téléostéens d’eau douce, I'absence d’ions
Na* dans le milieu extérieur conduit a une forte diminution de I'excrétion des ions HN4*.
(Carpenter, Marion 2013 ; Greenwell et al. 2003 ; Evans et al. 2005).

Les branchies remplissent des roles vitaux pour les téléostéens d’eau douce. On
comprend aisément que toute altération des lamelles (destruction, hyperplasie, fusion,
etc.) entraine une baisse des échanges gazeux par diminution de la surface d’échange.
Cette situation peut conduire a une hypoxémie associée a une hypercapnie et par
conséquent a une acidose respiratoire. L’essentiel de la régulation acido-basique
ayant lieu au niveau des branchies, cette acidose peut difficilement étre compensée.
Toute altération de la perméabilité des branchies aura pour conséquence d’augmenter
le flux d’eau entrant par gradient osmotique. Lorsque les reins ne peuvent plus
compenser cet apport, on observe la formation d’cedémes et d’anasarques. Si
I'excrétion des déchets azotés par les branchies est aussi compromise, le rein
compensera trés peu et ceux-ci vont s’accumuler. L'ammoniaque est notamment

toxique pour le systéme nerveux.
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2. Carp edema virus et maladie du sommeil de la carpe

La maladie causée par le Carp edema virus (CEV) a été nommée de deux manieres
différentes en fonction des signes cliniques majeurs : « Koi sleepy disease », traduit
en francais par maladie du sommeil de la carpe (Koi), et « Carp edema », traduit en
frangais pas cedéme de la carpe. Le premier nom est aujourd’hui beaucoup plus utilisé
et s’abrége en anglais KSD. De ce fait, I'abréviation KSDv pour « Koi sleepy disease
virus » peut aussi étre rencontrée, bien que rare, et est synonyme de Carp edema

virus.

Les abréviations CEV et KSD, les plus frequemment rencontrées dans la littérature,

seront utilisées par la suite.

2.1. Deécouverte et distribution geographique

Entre 1974 et 1976, plusieurs élevages japonais de carpe Koi ont été touchés par
une nouvelle maladie causant une trés forte mortalité chez les juvéniles. Ces jeunes
individus présentaient comme signe clinique caractéristique une anasarque. La
maladie fut en conséquence nommée maladie de 'cedéme de la carpe (Hosoya,
Suzuki 1976). Le nombre de foyers au Japon s’est multiplié avec une saisonnalité
marquée au début de la saison des pluies (Murakami et al. 1978). En 1986, les
observations au microscope électronique ont permis de mettre en évidence la
présence de particules virales spécifiques dans les épithéliums des branchies (Ono et
al. 1986). Les premiéres séquences du génome du CEV, ainsi que la premiére
méthode de détection par PCR ont été publiées en 1996 (Oyamatsu 1996 ; Oyamatsu,
Matoyama, et al. 1997).

Parallelement, un foyer de forte mortalité de carpes Koi juvéniles fut détecté aux
Etats-Unis en 1996. La microscopie électronique montra la présence de particules
virales semblables a celles observées au Japon (Hedrick et al. 1997), ce qui laisse
penser que le méme virus était en cause. D’autre part, des échantillons britanniques
archivés au CEFAS datant de 1998 ont été ultérieurement analysés par PCR et ont
montré la présence d'ADN du CEV (Haenen et al. 2016). Les premiers articles
avertissant de I'émergence de la KSD en Europe datent de 2013 (Way, Stone 2013 ;
Haenen et al. 2013), or on a la preuve que le CEV était présent au Royaume-Uni et

aux Etats-Unis au moins 15 ans plus tot.
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Le CEV est depuis les années 2010 davantage recherché et a a ce jour été détecté
dans plusieurs pays en Europe, en Asie et en Amérique du Nord et du Sud. L’ensemble
des détections par PCR du CEV publiées au 27 septembre 2020 est détaillé dans le
Tableau 1 (page 17).

En France, le CEV est détecté chez des carpes communes depuis 2013, surtout
chez des individus de grande taille aprés empoissonnement d’étangs et de maniére
plus ponctuelle chez des carpes Koi (Bigarré et al. 2016). Les grossistes et
importateurs de poissons d’'ornement membres de 'OFFRA (Ornamental Fish France)
se déclarent peu impactés par la KSD. La plupart disent ne jamais avoir observé de
signes cliniques ni de mortalité associés a cette maladie, y compris sur les lots
importés du Japon ou d’lsraél. Bien que quelgues cas aient été rapportés lors
d’'importations depuis Israél au début des années 2010, seule la Pisciculture
d’Estalens rapporte des foyers récurrents a la suite des importations de carpes Koi
depuis le Japon (OFFRA (Ornamental Fish France) 2020).
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Tableau 1 : Résumé par pays des cas de CEV confirmés par PCR (au 27 septembre 2020)

P?md.e de Pays Variété Références
détection
) . (Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ; Amita et
1991-2005 | Japon Carpe Koi al. 2002 : Miyazaki et al. 2005)
) i Carpe Koi et (Haenen et al. 2016 ; Way, Stone
1998-2016 | Royaume-Uni Carpe commune 2013 ; Way et al. 2017)
Belgique .
2009 (importées d'lsrad) Carpe Koi (Way et al. 2017)
Royaume-Uni .
2013 (importées du Japon) Carpe Koi (Way, Stone 2013)
Royaume-Uni .
2013 (importées d'lsrad) Carpe Koi (Way, Stone 2013)
2013 Pays-Bas Carpe Koi (Haenen et al. 2014)
2013-2019 | Autriche Carpe Koi et (Lewisch et al. 2015 ; Soliman et al.
Carpe commune 2019)
2013-2015 | Pologne garpe Koi et (Matras et al. 2017)
arpe commune
2013-2015 | France garpe Koi et (Bigarré et al. 2016)
arpe commune
2014 Allemagne Carpe Koi (Jung-Schroers et al. 2015)
2015 Inde Carpe Koi (Swaminathan et al. 2016)
2015 Brésil Non communiqué | (Hesami et al. 2015)
Carpe Koi et (Stevens et al. 2018 ; Padhi et al.
20152018 | USA Carpe commune 2019 ; Lovy et al. 2018)
] : . (Zhang et al. 2017 ; Ouyang et al.
2015-2016 | Chine Carpe Koi 2018 : 2019)
Allemagne .
Avant 2016 (importées d'Asie) Carpe Koi (Adamek et al. 2016)
2016-2017 | Hongrie Carpe Commune (Adamek, Baska, et al. 2018)
2017-2019 | Corée du Sud Carpe Koi (Kim et al. 2018 ; 2020)
. - Soumission directe Genbank®
2017 Serbie Non communiqué MG599473.1
2017 Inde Carpe Koi (Sahoo et al. 2020)
2018 Iraq Carpe commune (Toffan et al. 2019)
2018-2019 | Croatie Carpe commune (Zrgi¢ et al. 2020)
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2.2.  Caractéristigues générales du CEV

2.2.1. Morphologie et cycle viral

Les particules virales matures du CEV ont une forme ovoide avec un c6té aplati et
mesurent environ 300 - 400 nm de long pour 200-300 nm de large. Elles contiennent
un nucléoide en forme de haricot et un unique corps latéral. La membrane, sur ses
aspects arrondis, est recouverte de formations globulaires / tubulaires qui mesurent
30 a 50 nm. Les particules immatures sont sphériques, souvent de plus grande taille
(400 - 500 nm de diametre). Les jeunes particules immatures intracellulaires ne
possedent pas ces formations globulaires. La réplication virale a lieu dans le
cytoplasme. Des corps d’inclusion sont visibles a proximité des particules virales. De
par ces caractéristiques, le CEV est considéré comme appartenant a la famille des
Poxviridae (Ono et al. 1986 ; Oyamatsu 1996 ; Hedrick et al. 1997 ; Oyamatsu, Hata,
et al. 1997 ; Miyazaki et al. 2005).

Figure 4 : Particules virales intracellulaires matures (a gauche) et immatures (a droite) du CEV
observées en microscopie électronique en transmission. D’aprés (Miyazaki et al. 2005).

Fléche blanche : corps latéral. Fleche noire : particules virales. n: noyau. v : vacuole. g : appareil de
Golgi.
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2.2.2. Tropisme viral

Les particules virales du CEV ont pu étre observées par microscopie électronique
a transmission dans le cytoplasme des cellules de ['épithélium des lamelles
secondaires des branchies, notamment au niveau des zones de prolifération cellulaire
(Ono et al. 1986 ; Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ; Jung-Schroers et al. 2015;
Swaminathan et al. 2016). Chez les poissons morts précocement (6 et 7 jours post-
infection), de nombreuses particules virales immatures sont visibles dans des cellules
hypertrophiées de I'épithélium des lamelles secondaires alors que chez les poissons
morts plus tardivement (8 & 17 jours post-infection), les particules virales se situent
dans la couche supérieure de I'épithélium hyperplasié des lamelles secondaires et

sont présentes en plus faibles quantités (Miyazaki et al. 2005).

Le CEV se réplique quasi exclusivement dans les branchies (détection des ARNm
du précurseur de la protéine de core 4a). Chez certains individus, il peut aussi se
répliquer de maniere anecdotique dans le cerveau, le foie, le rein antérieur, le coeur,
la peau, la rate et les intestins (Adamek, Oschilewski, et al. 2017). L’ADN du CEV a
pu étre détecté dans le sang de certains individus, ce qui suggére qu’une phase de

virémie existe (Lewisch et al. 2015).

2.2.3. Génome

Le génome du CEV est constitué d’'un ADN double brin de tres grande taille :
environ 450 kb (Oyamatsu 1996). A ce jour, seules deux courtes séquences sont

connues, pour un total de moins de 4 kb.

La premiére est un fragment de 1246 pb du gene codant pour le précurseur de la
protéine de core 4b (P4b), publiée dans la thése universitaire de Takeshi Oyamastu
en 1996 sous le nom CyPP-77. A notre connaissance, cette séquence n’a jamais été
utilisée dans les publications ultérieures. La seconde séquence code pour le
précurseur de la protéine de core 4a (P4a). Une portion de 1272 pb a d’abord été
publiée par Takeshi Oyamatsu dans sa these (CyPP-3). Les fragments publiés par la
suite sous les noms « P4a partial cds » et « 5’UTR » correspondent a des parties de
ce fragment. En aodt 2019, la séquence compléte codant pour P4a, mesurant 2028
pb, a fait I'objet d’'une soumission directe dans GenBank® (N° d’accession :

MH645915). Cette derniére recouvre partiellement la séquence CyPP-3.
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L’outil BLASTXx (ANON. 2016) a été utilisé pour trouver des séquences proches.
Ainsi les séquences protéiques les plus proches des transcriptions de ces deux
séquences appartiennent au Salmon gillpox virus avec 26 % d’identité protéique pour
P4a et 30 % pour le fragment de P4b.

Trois génogroupes distincts ont été identifies en comparant une courte séquence
de 357 pb du géne P4a (Soliman et al. 2019). Chaque génogroupe peut étre rencontré
chez des carpes Koi et des carpes communes. Cependant le premier est plutét
rencontré chez des carpes communes et le second chez des carpes Koi (Adamek,
Baska, et al. 2018 ; Way, Stone 2013 ; Lovy et al. 2018 ; Padhi et al. 2019).

2.2.4. Isolement viral

A ce jour, aucune des lignées cellulaires testées n’a permis de multiplier le CEV.
La liste des lignées testées est disponible dans le Tableau 2 (page 21). La seule
méthode publiée ayant permis de produire le CEV in vitro est 'utilisation d’explants de
branchies (Adamek, Oschilewski, et al. 2017).
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Tableau 2 : Liste des principales lignées cellulaires testées sans succes pour isoler le CEV

Lignée cellulaire Espece Z:ss.u. Références
origine
(Murakami et al. 1978 ;
EPC Fathead minnow Oyamatsu, Hata, et .al. 1997
[Epithelioma Papulosum Cyprini] | (Pimephales promelas) Peau Lewisch et al. 2015 ; Jung-
Schroers et al. 2015 ; Ouyang et
al. 2019)
Fathead minnow Tissu (Murakami et al. 1978 ;
FHM (Pimephales promelas) conjonctif et Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ;
P P muscle Ouyang et al. 2019)
Truite arc-en-ciel Ovaires et (Murakami et al. 1978 ;
RTG-2 (Oncorhynchus mykiss) testicules Oyamatsu, Hata, et al. 1997
Lewisch et al. 2015)
CLC Probablement
(Carp Lymphocyte Cell) Cyprinus carpio Lymphocytes | (Oyamatsu 1996)
CF et CCF Probablement Nageoire (Oyamatsu 1996)
(Carp Fin et Common Carp Fin) | Cyprinus carpio g y
GCF-5 Probablement :
(Grass Carp Fin) Ctenopharyngodon idella Nageoire (Oyamatsu 1996)
CEK et CEA Probablement Embryon de
(Carp Embryo Kouhaku et Carp . . . y (Oyamatsu 1996)
. Cyprinus carpio var. Koi stade inconnu
Embryo Asagi)
MCT Probablement Tumeur de (Oyamatsu 1996)
(Mirror Carp Tumor) Cyprinus carpio type inconnu y
CHSE-214 Saumon royal Embryon de (Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ;
(Oncorhynchus tshawytscha) stade inconnu | Lewisch et al. 2015)
Truite arc-en-ciel Embryon de
STE-137 (Oncorhynchus mykiss) stade inconnu (Oyamatsu 1996)
i Saumon rouge Embryon de
SSE-S (Oncorhynchus nerka) stade inconnu (Oyamatsu 1996)
Saumon keta
CHH-1 (Oncorhynchus keta) Coeur (Oyamatsu 1996)
RTB Probablement .
(Rainbow Trout Bladder) Oncorhynchus mykiss Vessie (Oyamatsu 1996)
BTG Probablement
(Brown Trout Gonad) Salmo trutta Gonades (Oyamatsu 1996)
EK-1 Anguille du Japon .
(Eel Kidney) (Anguilla japonica) Rein (Oyamatsu 1996)
EO-2 Anguille du Japon .
(Eel ovary) (Anguilla japonica) Ovaire (Oyamatsu 1996)
ET-1etET-2 Anguille du Japon .
(Eel testis 1 et 2) (Anguilla japonica) Testicule (Oyamatsu, Hata, et al. 1997)
3 Crapet arlequin (Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ;
BF-2 (Lepomis macrochirus) Tronc caudal Lewisch et al. 2015)
Barbotte brune
BB (Ictalurus nebulosus) Inconnue (Oyamatsu 1996)
PG Brochet
(Pike Gonad) (Esox lucius) Gonades (Oyamatsu 1996)
TK-1 Oreochromis mossambicus x .
(Tilapia Kidney 1) Oreochromis niloticus Rein (Oyamatsu, Hata, etal. 1997)
TO-2 Oreochromis mossambicus x .
(Tilapia Ovary 2) Oreochromis niloticus Ovaire (Oyamatsu, Hata, et al. 1997)
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2.2.5. Méthodes de détection

A ce jour, la détection par PCR de 'ADN du CEV dans les branchies est la méthode
de référence. Une technique de RPA (Recombinase Polymerase Amplification) a été
publiée (Soliman, El-Matbouli 2018) et permettrait de détecter TADN du CEV sur le
terrain en moins d’une heure. La sensibilité de cette méthode est identique a la PCR
nichée développée au CEFAS (Matras et al. 2017). Aucune lignée cellulaire permettant
d’isoler le CEV n’a a ce jour été identifiée, rendant le diagnostic par culture sur lignée

cellulaire impossible. La microscopie électronique n’est pas utilisée en routine.

A ce jour, aucune méthode permettant la détection des anticorps anti-CEV n’a été

publiée.

Les méthodes PCR actuellement publiées ciblent des fragments de la séquence
de 1272 pb codant partiellement P4a publiée par Oyamatsu sous le nom CyPP-3. Deux
méthodes ciblent la portion 5’UTR de ce fragment : une PCR nichée (Oyamatsu,
Matoyama, et al. 1997) et une PCR quantitative avec sonde d’hybridation (Adamek et
al. 2016). Les autres méthodes ciblent I'autre portion du fragment : une PCR nichée
(Matras et al. 2017), une PCR quantitative avec sonde (Matras et al. 2017) et une PCR
guantitative SYBR®Green (Adamek, Oschilewski, et al. 2017). Les méthodes sont
listées dans le Tableau 3 et les amorces correspondantes positionnées sur le fragment
du géne P4a publié par Oyamatsu dans la Figure 5.

Les deux méthodes ciblant la portion 5’UTR manquent de sensibilité, notamment
lorsqu’il s’agit de détecter des variants appartenant au génogroupe | (Adamek, Matras,
et al. 2017).

Tableau 3 : Liste des méthodes PCR publiées

Nom de la méthode de PCR | Type de PCR Cible Amorces

Oyamatsu end-point Conventionnelle SUTR CEV-oya-F + CEV-oya-R (1) (548 pb)
(Oyamatsu, Hata, etal. 1997) | nichée CEV-oya-nF + CEV-oya-nR (2) (181 pb)
TiHo probe gPCR Quantitative avec , , ,

(Adamek et al. 2016) sonde (Tagman®) | ° U 1R TiHo_gR + TiHo_qR (168 pb)

CEFAS end-point Conventionnelle P4a partial CEV-for-B + CEV-rev-J (1) (528 pb)
(Matras et al. 2017) nichée cds CEV-for-Bint + CEV-rev-Jint (2) (478 pb)
CEFAS probe gPCR Quantitative avec | P4a partial )

(Matras et al. 2017) sonde (Tagman®) | cds CEFAS-gF + CEFAS_aR (81 pb)

TiHo SYBRGeen gPCR Quantitative P4a partial

(2%(1a7l;wek, Oschilewski, et al. SYBR®Green ods TiHo_Sybr_qgF + TiHo_Sybr_qR (200 pb)
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TGCAGGATCA TTATCCTTGT ATCTACAAGT ACAATAGAAA GCAAGAAGTT TGTATGGAGT
ATCCAAAGTA CTTAGATTAA TGTTATCAAT GAAATTTGTG TATTGTGTTT TTGTTAGTCC
---CEV-for-B-------- -2 A CEV-for-B-int-------——

AMGAGTTTTC TTCTCATCGT TTGTTACCTT TTGTAGTTGT TTAATATTTG TGATAAGATT

TCCATTAGCA TAAAATCCTT CCCAAATTTG TGTTGATACA TGTTTTAGTG TTTTGTAGAT

9 ________________
TGTAGCATTT CCTAGTTTGT ATGGCAAGAA ACAAACTCTC TTTACTGCAA CTCCTTGAGG
~-CEFAS_gF-—=> & -———-CEFAS_q_probe---———= & oeee CEFAS_gR--------

—--——---TiHo_sybr_gF----—---—-—
AATTTGATCT AGAATTCCAC AGAATGTAAT CTCAAATTTG TTTGTAGAGT TTTTGAAGTA
R
TACTGTTTCA TCACACAATC CTAGAACTAG AGCAAGATTA GAAGTCATTG TCTTATCGAA

GACATTCATC TTATTCCAAT CATCAATCTG AATTCCTTTC CAGAACATAA CATTTGCAAT

TTTAACTTGC TCTGGAATTG TATCAACATG TCCAATATCT TTCTTTACTA CGTAATTTGG
e

ATGAGGTAGT ACTTTGCTAA CAAAGTCACA ATAGTGAAGA GTTGTCATTT TAATTTGTTG

--—-CEV-rev-J-int----—--—-¢& & —mmemme CEV-rev-J-------—- <«

TAGTCCAATT TCTGCAAATT GATATATATC AGGAATATCA AATTTAACCA TATTTGCAAA

TGGATTTGCT GCTGGTGCTG CCATTACGTA ATTAGAATCG CGAAGTTCAG GATCTCTTGC

———

TGCTGCTGTT GCAACCATTT GAGAATGAAC CGAATCAACA AGTTGATATG CTTTTGCATT
—--——-CEV_oya_F———- -2
TGCATCAAAA GCAACAACTT GACGAGGGAA TGATTGGGAC AAAGTAGAAC TTCTTGTATA

ATGTATATCT TGAGAAGCAG CTGCTCCACC TGCTACAATT CCAAGAGCAT AATGATATTC

AAGATCTAGT TTAATTTGAT CTGGAGAATA AGTGTATGCC TTAATTCCAT ATAGCTTAAT

GAAATGCTCA TAATTACCTT GTCCAAACAA AGTTAGGTAA AATAGTTTTA GGATTGAAGC

AAGAGCTGCT GCACTITTAG GAGGACAAGT AAAGTTACCA CCAGCTCCCT ACAAGGAAAG
—---——-CEV_oya_nF-——--—

S TiHO_GF-— =y &————--—_TiHo_probe-—--
CAATTGATTT TATACTTGAA GAACAATCTA GAAGATTGGA GAAATTCTCA AGAATTAGAA

5" UTR

TTGCAACTTC TAGTCTCTCT AGTTTTTCTA GATTTAGATT TAGGTTGGCA TCGAAATAAC
&-———CEV-oya-nR

&---—-TiHo_gR--—--—-
TTGCATAATC TAGAAGTTCA TCAACATCAA ATGTACTTAC ATCAAATAGG AAAGAATTAG
—— P
-
GAGCAACCTG CA
-CEV-oya-R-—&

Figure 5 : Position des amorces des différentes méthodes de PCR sur la séquence codant partiellement
P4a publiée par Oyamatsu en 1996 sous le nom CyPP-3
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2.3. Maladie du sommeil de la carpe

2.3.1. Signes cliniques et Iésions macroscopiques

Il semblerait que les signes cliniques d’appel different entre les jeunes individus et
les individus plus agés. La dichotomie semble se faire entre les trés jeunes individus,
ageés de moins de 2 mois et pesant au maximum quelques grammes pour une longueur
de moins de 3 cm et les individus plus agés, a partir de 5 - 10 cm de long. Il est possible
que cette distinction soit au moins en partie biaisée par I'observateur dans le sens ou
il est plus difficile d’'observer des signes cliniques individuels sur des poissons de petite

taille, qui plus est lorsqu’ils sont maintenus en tres grand nombre dans des étangs.

Chez les jeunes individus, les signes cliniques d’une infection par le CEV sont

généralement : Iéthargie, agglomération a la surface ou sur les bordures des bassins,
anorexie et anasarque. L’anasarque bien que caractéristique n’est pas
systématique. La mortalité est trés importante (76 a 100 %) et s’étale le plus souvent
sur moins de 7 jours (maximum 20 jours) aprées le début des signes cliniques (Hosoya,
Suzuki 1976 ; Murakami et al. 1978 ; Oyamatsu 1996 ; Seno et al. 2003 ; Hedrick et
al. 1997).

Chez les individus plus_agés, un signe clinique pathognomonique est une

altération du comportement qui donne I'impression que la carpe est en train de
dormir : diminution ou absence de mouvement volontaire, perte totale ou partielle
de I’équilibration, réponse diminuée aux stimuli tactiles (Miyazaki et al. 2005 ; Way,
Stone 2013 ; Lewisch et al. 2015). Les carpes s’agrégent en surface ou au fond des
bassins. Des lésions cutanées peuvent étre visibles (ulcéres, cedéme intradermique,
hémorragie). Une inflammation de l'anus est souvent rapportée. Les branchies
apparaissent gonflées et peuvent présenter des plages nécrotiques blanchatres
(Miyazaki et al. 2005 ; Way, Stone 2013 ; Jung-Schroers et al. 2015). On peut aussi
observer une énophtalmie et une surproduction de mucus cutané (Zhang et al. 2017 ;
Miyazaki et al. 2005). Dans certaines conditions, une détresse respiratoire claire est
visible : les carpes tentent alors de respirer directement I'air en surface (Adamek,
Baska, et al. 2018).

La mortalité associée a cette forme aigué est importante : 90 — 100 % des carpes
Koi meurent en moins de 10 jours en I'absence de traitement (Miyazaki et al. 2005 ;

Jung-Schroers et al. 2015 ; Swaminathan et al. 2016 ; Matras et al. 2017 ; Zhang et al.
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2017). Le taux de mortalité chez les carpes communes est moins bien documenté : il
est généralement supérieur a 50 % (Way, Stone 2013). De nombreux cas de co-
infections CEV - [CyHV-3] sont rapportés, dans ce cas la mortalité atteint souvent 100 %
(Toffan et al. 2019 ; Ouyang et al. 2018).

Certaines lignées de carpes sont moins sensibles. Lors d’infections expérimentales
comparatives, les carpes communes sauvages originaires du bassin du fleuve Amour
en Chine (Cyprinus carpio haematopterus) sont résistantes a la KSD et ne développent
pas de signes cliniques bien que réceptives au virus, alors que d’autres souches de
carpes communes et les carpes Koi présentent des signes cliniques et de la mortalité
(Adamek, Oschilewski, et al. 2017).

Une forme subaigué a été observée en Chine chez des carpes Koi adultes (3 ans)
maintenues a relativement basse température (11 — 13 °C), le pic de mortalité a été
atteint plus d’'un mois apres le début des signes cliniques, contre 3 a 10 jours
habituellement. Les carpes Koi infectées expérimentalement avec ce virus (voie
intrapéritonéale) et maintenues a 13 °C ont présenté des signes cliniques plus légers
gue dans la forme aigué avec un taux de mortalité de seulement 15 % en 42 jours
(Ouyang et al. 2019).

Une forme chronique de la maladie semble possible, au moins chez les carpes
Koi adultes pour des températures relativement basses (moins de 22 °C). Dans ce cas,
les individus présentent une léthargie intermittente pendant plusieurs mois.
L’expression clinique de la maladie peut rester stable, s’améliorer ou s’aggraver et
conduire aux signes cliniques de la forme aigué puis a la mort (Lewisch et al. 2015 ;
Stevens et al. 2018). Cette forme n’a jamais été reproduite lors d’infections
expérimentales. On ne peut pas affirmer que le CEV soit seul responsable de cette
forme clinique (possible co-infection) ni que le CEV persiste dans les tissus durant

toute la durée de I'expression clinique.

Comme décrit précédemment, les I|ésions macroscopiques principales

concernentles branchies (gonflement, congestion, nécrose) et moins fréquemment
la peau (ulcération, cedéme intradermique, hémorragie, congestion). De plus, une
etude montre que les carpes Koi adultes atteintes de signes neurologiques
(notamment troubles de I'équilibration) dans une forme subaigué de la KSD et a basse

température (13°C) présentent un cedéme cérébral (Ouyang et al. 2019).
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2.3.2. Lésions microscopiques

Les lésions microscopiques sont principalement retrouvées au niveau des

branchies.

Les mémes lésions histologiques sont retrouvées quel que soit I'age des individus,
qu’il s’agisse de carpes Koi ou de carpes communes, seule leur sévérité varie. Au
début de l'infection, les filaments branchiaux sont épaissis. On observe également une
hyperplasie des lamelles secondaires qui peut conduire a leur fusion, surtout a
'extrémité des filaments branchiaux. Les cellules de I'épithélium squameux sont
absentes au niveau des Iésions (Ono et al. 1986). Lorsque les signes cliniques de KSD
sont séveres, les modifications gagnent la base des filaments branchiaux qui peuvent
eux-mémes fusionner entre eux. Les capillaires des lamelles secondaires peuvent étre
partiellement ou totalement oblitérés ce qui peut entrainer des nécroses (cellules en
apoptose) mais il ne semble pas qu'il y ait d’hémorragie. Les capillaires congestionnés
renferment des nombreux leucocytes, notamment des granulocytes éosinophiles et
des mastocytes. Les granulocytes éosinophiles peuvent infiltrer la base des lamelles

secondaires et un exsudat inflammatoire est parfois observé. Des inclusions

eosinophiles peuvent étre vues dans le cytoplasme des cellules épithéliales (Ono et al.
1986 ; Miyazaki et al. 2005 ; Lewisch et al. 2015 ; Zhang et al. 2017 ; Lovy et al. 2018 ;
Ouyang et al. 2019).

Figure 6 : Branchies d'une carpe Ko infectée par le CEV (& gauche) et d'un individu sain (a droite)
observées en microcopie photonique. D’aprés (Oyamatsu 1996).
La fusion de lamelles secondaires ainsi que I'hyperplasie et I'hypertrophie sont clairement visibles.
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Chez les carpes Koi traitées par balnéation avec 0,5 % de NaCl et euthanasiées
25 jours post-infection, seule une légere prolifération épithéliale au niveau de
I'épithélium inter-lamellaire est visible (Miyazaki et al. 2005). Ces modifications
histologiques montrent que linfection par le CEV a bien eu lieu mais que les
conséquences structurelles sur les branchies sont minimes par rapport aux lots non

traités.

Les lésions histologiques ne sont pas systématiques dans les autres organes.
Cependant, on peut observer une infiltration par des cellules inflammatoires du rein
antérieur et une dégénérescence des hépatocytes, des cellules épithéliales des
tubules rénaux et des cardiomyocytes. Aucun corps d’inclusion n’est visible alors que
les mitochondries sont altérées, il semblerait donc que cette dégénérescence soit
consécutive a un état d’hypoxie et non directement au CEV. En outre, des images de
phagocytose d’érythrocytes contenant de la méthémoglobine sont visibles dans le foie
et la rate, ce qui peut traduire un défaut d’élimination des déchets azotés. Les cellules
a mucus de la peau sont rares chez les poissons infectés par le CEV et un cedéme du
derme, voire des muscles sous-jacents, est souvent rapporté. Un cedéme cérébral,
associé ou non a une infiltration par des cellules inflammatoires, peut aussi étre
observé chez les individus présentant des signes neurologiques (Oyamatsu, Hata, et
al. 1997 ; Miyazaki et al. 2005 ; Lewisch et al. 2015 ; Swaminathan et al. 2016 ; Zhang
et al. 2017 ; Ouyang et al. 2019).

2.3.3. Modes de transmission

Au Japon, la KSD se déclare souvent apres le déplacement des carpes Koi d’'un
bassin a un autre, et ce méme si le bassin de destination ne contenait plus de carpes.
Deux hypothéses peuvent expliquer cela: le CEV est présent dans le bassin de
destination (ou sur le matériel de péche) et les carpes naives se contaminent pendant
ou aprés le déplacement, ou bien le CEV était porté par des individus

asymptomatiques et le déplacement a déclenché une épizootie.

Au Japon, les premiers foyers de KSD sont apparus groupés. Lorsqu’un étang était
touché, d’autres autours présentaient des signes cliniques et de la mortalité dans les
jours suivants. Il est apparu sur au moins une riviere que cette contamination se faisait
d’amont en aval, probablement par contamination indirecte par I'eau. Cette voie de

contamination a été confirmée par la contamination réussie de jeunes carpes Koi
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naives introduites dans un bassin ou un foyer de KSD avait été confirmé peu de temps
avant (sans contact avec des carpes Koi malades). De plus la contamination de jeunes
carpes Koi par balnéation dans de I'eau d’'un bassin contaminé concentrée par
évaporation a aussi été possible. Cependant, cette contamination n’a été possible
gu’avec de I'eau récoltée le jour du pic de mortalité ou le lendemain (Murakami et al.

1978). L’eau peut donc servir de vecteur mécanique pour le CEV.

Toujours au Japon, des carpes Koi asymptomatiques d’un an ont été transférées
d’'un bassin en terre ou la KSD apparaissait annuellement vers un laboratoire de
recherche. Le bassin dans lequel elles ont été introduites ne contenait pas d’autres
poissons et avait été désinfecté, ce qui exclut la possibilité d’'une contamination par
'environnement. Pour autant, elles ont présenté des signes cliniques 3 a 4 jours apres
ce transfert (Miyazaki et al. 2005). Ceci démontre que le CEV était présent dans le lot.
Il est probable que le stress engendré par le déplacement et les modifications de la
qualité de I'eau aient entrainé cette épizootie. Le CEV peut étre porté de maniéere
asymptomatique et conduire a des épizooties récurrentes. Les déplacements

sont un facteur favorisant ’apparition de foyer de KSD.

En Autriche, des carpes Koi maintenues chez un particulier ont présenté des signes
clinigues de KSD, confirmés par détection de 'ADN du CEV par qPCR, a l'automne
2013 et au printemps 2014. Aucune introduction n’avait été faite depuis plus d’un an.
Le bassin était hydrographiquement isolé rendant trés peu probable une contamination
par I'environnement (Lewisch et al. 2015). Aucun facteur déclenchant n’a clairement
été identifié dans ce cas, on peut toutefois se poser la question de l'influence de la
température et de la pluie. En effet, ces deux paramétres ont été relevés lors des
premiéres études sur la KSD réalisées au Japon de 1975 a 1977. Généralement pour
les étangs atteints, un épisode de KSD était rencontré chaque année au début de la
saison des pluies?. La température diminuait et se situait alors autour de 21°C (18 —
23 °C). L’'osmolarité de I'eau diminuait aussi (Murakami et al. 1978). La baisse de
température en début de saison des pluies (Japon) ou a I'automne (Europe) ainsi
gue son augmentation au printemps (Europe) semblent étre des facteurs

favorisant I’apparition de foyers de KSD.

2 La saison des pluies au Japon correspond généralement aux mois de juin et juillet.
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Il est aussi possible d’'inoculer le CEV par voie intrapéritonéale et intramusculaire
(Swaminathan et al. 2016 ; Zhang et al. 2017 ; Ouyang et al. 2019).

Lors d’infections expérimentales de carpes Koi et de carpes communes, le CEV se
réplique (détection des ARNm du précurseur de la protéine de core 4a) pendant au
moins 15 jours chez les individus euthanasiés a ces dates-la (Adamek, Oschilewski,
et al. 2017). Cependant, lors des premiéres études sur le CEV, I'utilisation de broyat
de branchies de carpes Koi mortes tardivement (plus de 7 jours aprés I'apparition des
signes cliniques) n’a pas permis d’infecter de nouvelles carpes, contrairement a
l'utilisation de broyat de branchies de carpes mortes précocement, comme si a ce
moment-la le CEV était absent ou inactivé (Murakami et al. 1978).

2.3.4. Portage asymptomatique

Quelgques cas de portage asymptomatique ont été publiés, notamment chez des
carpes Koi récemment importées et dans des élevages de carpes communes et de

carpes Koi.

En Allemagne, des carpes Koi récemment importées d’Asie en apparente bonne
santé se sont révélées porteuses du CEV. L’ADN du CEV a en effet été détecté par
gPCR dans 8 lots sur 12 (pool des broyats de branchies de deux carpes Koi par lot).
Le nombre de copies ADN du CEV pour 250 ng d’ADN total était inférieur a 50 pour 6
lots, ce qui est trés faible. Cependant la charge virale atteignait 5.102 et 12.10* copies
CEV pour 250 ng d’ADN pour les deux derniers lots, ce qui correspond aux charges
virales rencontrées lors de foyers avec signes cliniques ou de phase précoce
d’infection expérimentale (Adamek et al. 2016 ; Adamek, Oschilewski, et al. 2017).

L’ADN du CEV a également été recherché dans des préleévements réalisés dans le
cadre du dépistage de I'herpesvirose de la carpe en Pologne. Ces carpes étaient en
apparente bonne santé et aucun historique de KSD n’était rapporté. L’ADN du CEV a
été détecté dans les 3 prélévements faits dans des élevages de carpes Koi et dans 14
des 33 prélevements faits dans des élevages de carpes communes (Matras et al.
2017).

De plus, 'ADN du CEV a pu étre détecté dans le mucus d’'une carpe Koi
asymptomatique quatre mois apres une cohabitation avec des individus excréteurs du

CEV. Dans un autre contexte, des carpes Koi introduites dans un bassin ayant connu
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un foyer de KSD un an plus tot sont toutes mortes et ont été testées CEV-positives,
alors que les carpes Koi déja présentes n'ont pas présenté de signe clinique de KSD

ni de mortalité (Haenen et al. 2016).

Toutes ces observations montrent qu’un portage asymptomatique est possible sur

des périodes d’au moins plusieurs mois.

2.3.5. Espéeces sensibles

A ce jour, aucune espece autre que Cyprinus carpio n’a présenté de signes
cliniques suite a une infection par le CEV. Lors de foyers naturels de KSD, aucun
individus des espéces suivantes n’a présenté de signe clinique ni de mortalité :
poissons rouges (Carassius auratus), esturgeons (Acipenser sp.), barbues de riviere
(Ictalurus punctatus), achigans a grande bouche (Micropterus salmoides), meuniers
noirs (Catostomus commersonii), crapets arlequin (Lepomis macrochirus), crapets
soleil (Lepomis gibbosus), truites arc-en-ciel (Onchorhynchus mykiss) et ménés jaunes
(Notemigonus crysoleucas) (Jung-Schroers et al. 2015 ; Lovy et al. 2018).

L’infection expérimentale de carassins communs (Carassius carassius), de
tenches (Tinca tinca), de carpes prussiennes (Carassius gibelio), de perches
européennes (Perca fluviatilis), de gardons (Rutilus rutilus) et d’ablettes (Alburnus
alburnus) n’a pas donné lieu a des signes cliniques ni a de la mortalité. Cependant,
I’ADN du CEV a pu étre détecté en faible quantité au moins chez certains individus de
ces espéeces apres cohabitation avec des carpes infectées, et ce a aprés le troisieme
jour post-infection et jusqu’a 42 jours post-infection pour certains individus. Ces
détections ont été faites dans les branchies et dans la peau (Matras et al. 2019). Pour
autant, ces résultats ne permettent pas de conclure que le CEV s’est répliqué chez

ces espéces ni qu’il pourrait étre transmis a partir de celles-ci.

2.3.6. Importance des co-infections (bactériennes, parasitaires
et virales)

Une seule étude porte spécifiquement sur le rble des co-infections bactériennes
dans la KSD. Celle-ci identifie Flavobacterium branchiophilum comme un pathogene
secondaire dont l'installation dans les branchies est favorisée par les |ésions primaires
causées par le CEV. Chez les carpes communes mortes des suites de la KSD

analysées, il existe une corrélation directe entre la charge en ADN du CEV et celle en
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ADN de flavobactéries. Un traitement antibiotique (florfénicol — Nuflor®) ciblant les
flavobactéries permet de diminuer l'intensité des signes cliniques et le taux de mortalité,

sans pour autant les faire disparaitre (Adamek, Teitge, et al. 2018).

La présence de bactéries des genres Aeromonas, et dans une moindre mesure
Klebsiella, Proteus et Shewanella, a été observée dans d’autres foyers de KSD. Le
portage est tres fréquemment cutané ou branchial mais Aeromonas sp. peut aussi étre
détectée dans le sang ou le rein antérieur. Ces infections semblent également étre
secondaires a l'infection par le CEV (Lewisch et al. 2015 ; Jung-Schroers et al. 2015 ;

Swaminathan et al. 2016).

Certains foyers de KSD sont associés a un parasitisme massif, on retrouve
notamment des parasites cutanés et branchiaux des genres Trichodina, Gyrodactylus,
Dactylogyrus, Ictyobodo, Argulus et Ichthyophthirius et des parasites digestifs des
genres Bothriocephalus et Capillaria (Amita et al. 2002 ; Haenen et al. 2013 ; Lewisch
et al. 2015 ; Swaminathan et al. 2016). Le parasitisme est fréquent chez les poissons
et est généralement bien toléré. Le fait que les individus d’'un méme foyer ne soient
pas infestés par les mémes parasites indique plutdét qu’il s’agit d’'une infestation
secondaire, possiblement consécutive aux Iésions branchiales et cutanées causées

par le CEV, voire a une baisse de 'immunité.

Plusieurs foyers de co-infections associant le Carp edema virus et 'Herpés cyprin
de type 3, aussi appelé Koi Herpes Virus ont été détectés. L’herpésvirose de la Koi est
une maladie notifiable a 'OIE et réglementée dans de nombreux pays qui peut étre

associée a une mortalité massive.

Ces co-infections furent notamment détectées en Chine et en Allemagne chez des
carpes Koi et aux Etats-Unis chez des carpes communes férales. Sachant que le
[CyHV-3] peut entrer en latence, se pose la question d’'une possible réactivation de
celui-ci lors d’infection par le CEV (Ouyang et al. 2018 ; Adamek et al. 2019 ; Padhi et
al. 2019).

Ainsi, le CEV semble favoriser les infections bactériennes secondaires, notamment
la flavobactériose qui atteint aussi les branchies, la prolifération parasitaire et
possiblement la réactivation de virus latents tels que [CyHV-3]. La flavobactériose

augmente l'intensité des signes cliniques de KSD et la mortalité associée.
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2.3.7. Traitements

Comme on vient de le voir, les infections secondaires bactériennes, parasitaires et
virales semblent étre favorisées lors d’infection par le CEV. Il est important de les
rechercher et de les traiter quand cela est possible.

2.3.7.1. Effet de la température

L’influence de la température sur le taux de mortalité associé au CEV a été étudiée
des les premiers foyers détectés au Japon. Ainsi, chez des alevins de carpes Koi
maintenues initialement a 24°C, augmenter apres infection la température de I'eau a
32°C permet de réduire la mortalité (15 % ; groupe témoin : 100%) alors que la baisser
a 11°C l'accélére (Murakami et al. 1978).

Des résultats semblables ont été observés lors d'une infection expérimentale par
voie intra musculaire de carpes Koi (70 — 90 g) réalisée en Chine. Les carpes
acclimatées a 28°C pendant une semaine puis infectées ont présenté des signes
cliniques plus légers et une mortalité plus faible que les carpes acclimatées et infectées
a 24°C : 26,7 % contre 100 % (Zhang et al. 2017).

La réponse immunitaire des poissons est étroitement liée a la température. Chez
la carpe Cyprinus carpio, 'augmentation de la température est une méthode connue
pour réduire les signes cliniques et la mortalité associés a la Virémie printaniére de la
carpe et a I'Herpesvirose de la Carpe en permettant d’améliorer la production
d’anticorps spécifiques (Perelberg et al. 2008 ; Ahne et al. 2002). Cependant, on
notera que la quantité de gaz dissout dans I'eau, et donc d’oxygéne dissout, diminue
avec 'augmentation de la température. Ainsi, dans le cas de la KSD qui entraine une
hypoxémie, cette solution parait risquée et il faut s’assurer que I'aération de I'eau est
suffisante pour ne pas aggraver I'hypoxémie. De plus, des foyers de KSD avec
mortalité massive ont été rapportés a des températures entre 32 et 34 °C (Sahoo et al.
2020).

D’autre part, des infections expérimentales de carpes Koi plus agées a basse
température montrent des résultats étonnants. Pour des températures de maintenance
de 13 et 19°C, le taux de mortalité n’était que de 15 et 33 % (Ouyang et al. 2019 ;
Swaminathan et al. 2016). L’objectif de ces études n’était pas de tester les effets de
différentes températures et aucune conclusion nette ne peut en étre tirée. Cependant,
on peut s’interroger sur des effets croisés entre la température de maintenance et
d’autres paramétres tels que I'dge des individus, la souche virale et la lignée des
carpes.
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2.3.7.2. Balnéation dans de I'eau salée

Le traitement par adjonction de sel dans I'eau est un traitement frequemment utilisé
chez les poissons deau douce. |l est notamment préconisé dans les cas
d’ectoparasitoses ou d’affections fongiques. Ce traitement a donc été testé des
'apparition des premiers foyers de KSD au Japon. Une étude réalisée sur des alevins
de carpes Koi, a conclu a un effet thérapeutique pour une balnéation continue dans
une solution de NaCl comprise entre 0,4 et 0,6 %. Le taux de mortalité se situait alors
entre 10 et 20 % contre 100 % pour le lot témoin (Murakami et al. 1978). De plus,
'ADN du CEV n’a pas pu étre détecté, 25 jours post infection, par PCR nichée chez
des individus traités par balnéation dans de I'eau salée a 0,5 % et ayant survécu, bien
gu’ils aient présenté des modifications histologiques au niveau des branchies
(Miyazaki et al. 2005).

Le mécanisme d’action de ce traitement a ensuite été étudié : le sel neutralise-t-il

le CEV ou s’agit-il d’'un traitement symptomatique ?

Aucune technique de réplication in vitro du CEV n’étant a ce jour connue, les tests
d’infectivité ont été réalisés en exposant des alevins de carpes Koi a différentes
dilutions d’'un méme homogénat de branchies CEV-positif. L’exposition de ’lhomogénat
de branchies (avant dilution) a des solutions de NaCl 0,5 a 3,0 % réduit le titre
d’infectivité. Cette réduction est d’autant plus marquée que la concentration en NaCl

est élevée. Cependant le virus reste infectant (Seno et al. 2003).

L’exposition a des solutions contenant au minimum 0,5 % de NaCl diminue donc
l'infectivité du CEV. Seno conclut que le virus reste infectant malgré cette exposition.
Cependant, dans cette expérience, le temps d’exposition n’était que d’'une heure, or le
sel est utilisé en traitement par balnéation pendant plusieurs jours. Il est possible

qu’une exposition prolongée diminue davantage le titre d’infectivité.

L’exposition a une solution de NaCl 0,5 % des carpes a aussi une incidence directe
sur leur métabolisme. Ainsi une augmentation de la salinité (concentration maximale
testée : NaCl 1,2 %) entraine chez la carpe adulte saine, une diminution du débit de
formation de I'urine, une augmentation de I'absorption active d’ions sodium au niveau
des branchies (pompe Na*/K* ATPase) suivie d’une forte augmentation de la
concentration plasmatique en sodium et d’'une augmentation de la concentration

plasmatique en chlorure (Salati et al. 2011). L’osmolarité calculée était d’environ 260
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mOsm/I pour le groupe contrdle, 290 mOsm/I pour une salinité de 0,3 % et 300 mOsm/I

pour une salinité de 0,5 %.

Chez les alevins de carpe Koi infectés artificiellement par le CEV, le taux
d’hématocrite augmente progressivement a partir de J5 post-infection (contrble 32 % ;
alevins infectés : 38 % a J5 et 43 % a J6) alors que 'osmolarité plasmatique diminue
(contrdle : 250 mOsm/I ; alevins infectés 220 mOsm/l a J5 et 200 mOsm/l a J6) (Seno
et al. 2003). On peut supposer que les lésions branchiales, notamment inflammatoires,
entrainent une augmentation de la perméabilité branchiale et donc une augmentation
de I'entrée d’eau dans I'organisme, I'eau douce étant hypotonique. Cette entrée d’eau
supplémentaire, si elle n'‘est pas compensée par une augmentation du débit de
formation de l'urine, entraine une baisse de 'osmolarité plasmatique. Ce mécanisme
pourrait expliquer la baisse de 'osmolarité plasmatique chez les alevins de carpes Koi
infectés par le CEV. En ce qui concerne 'augmentation de 'hématocrite, il a été montré
chez plusieurs espéces de téléostéens que I'hypoxie entraine une augmentation
rapide de 'hématocrite, probablement par contraction splénique (Silkin, Silkina 2005).
Il est probable que les lésions branchiales consécutives a linfection par le CEV
entrainent une hypoxie, et que celle-ci entraine en retour une augmentation de

I’'hématocrite par contraction splénique.

Lorsque les alevins de carpe Koi sont traités par balnéation dans de I'eau contenant
0,5 % de NaCl, leur hématocrite et leur osmolarité plasmatique se normalisent dans
les 24 heures suivant l'initiation du traitement (Seno et al. 2003). On a vu que chez les
carpes saines, 'augmentation de la salinité augmente I'osmolarité plasmatique. Il
semble logique que la méme réaction soit rencontrée chez les individus malades. Bien
que le mécanisme d’action soit inconnu, la normalisation de I'hématocrite semble

indiquer que ce traitement permet également de résoudre I'état hypoxique.
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Partie Il : Etudes expérimentales

Chapitre 1: Circulation du CEV et évaluation du
risque de dissémination apres importation

1. Introduction

Dans le marché frangais du poisson d’ornement, les grossistes — importateurs ont
une position cruciale dans la propagation des maladies. En effet, ils groupent les
importations du monde entier et redistribuent ensuite les poissons sur le territoire
francais. Ainsi, les pathogénes qu’ils importent ou qui circulent dans leurs installations

peuvent ensuite étre propagés a travers le pays via les ventes.

Cette étude a été réalisée en collaboration avec la Pisciculture d’Estalens qui
commercialise des carpes Koi et ou la KSD a été cliniguement suspectée en 2017 et
en 2018 sur des lots importés du Japon. La premiére étape consiste a confirmer la
présence du CEV dans ces lots cliniguement suspects. L’ADN du CEV est ensuite
recherché dans I'eau et les poches de transport de la commande en provenance du
Japon de 2019 afin d’étudier la part des importations dans la circulation du CEV dans
les infrastructures. Une troisiéme partie traite de la durée d’excrétion du CEV au niveau
du lot apres importation depuis le Japon mais aussi aprés I'apparition de signes
clinigues de KSD dans un lot acheté en France 4 mois plus t6t. Enfin, une quatrieme
partie aborde le suivi des contaminations au sein de la Pisciculture d’Estalens en
comparant différentes séquences nucléotidiques du CEV, obtenues suite a
limportation de 2019 (milieu de transport et prélévements sur les carpes apres leur
arrivée) et suite a I'apparition de plusieurs foyers de KSD quelques mois aprés leurs

achats (lots francais et japonais).
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2. Matériels et méthodes

2.1. Maintenance des carpes Koi a la Pisciculture
d’Estalens

Les carpes Koi présentes a la Pisciculture d’Estalens sont maintenues a une
température voisine de 25 °C (minimum 22 °C — maximum 29 °C). La circulation de
I'eau dans les aquariums se fait en dérivation de maniére a ce que I'eau d’un aquarium
n’aille pas dans un autre avant d’avoir été filtrée et désinfectée (filtration mécanique,
traitement a I'ozone et lampes UV). En dehors des périodes de traitement par
balnéation, le volume d’eau est renouvelé en continu avec un renouvellement complet
en 24 heures environ. Les aquariums ont un volume net de 500 litres et sont organisés
en rangées de 3, chacun possede un filtre biologique individuel (mousse ou billes)

ainsi qu’un diffuseur d’air.

En 2017, les carpes Koi ont recu un traitement antiparasitaire et antibiotique a leur
arrivée. La KSD n’était a ce moment-la pas connue par la Pisciculture d’Estalens et le
traitement par balnéation dans de I'eau salée a débuté tardivement (2 semaines aprés
limportation, NaCl 0,3 %). En 2018, tous les lots importés du Japon ont été
réceptionnés dans de l'eau salée a 0,3 % et ont également recu un traitement
antiparasitaire et antibiotique. En 2019, les lots ont été réceptionnés en suivant le
méme protocole qu’en 2018, excepté le sel qui a été doublé (concentration finale :
NacCl 0,6 %) pour les lots cliniquement suspects de KSD ou pour ceux ou la présence
du CEV a été confirmée par PCR.

A partir de janvier 2019, tout lot, méme non importé du Japon, présentant des
signes cliniques reconnus par le personnel de la Pisciculture d’Estalens comme

caracteéristiques de la KSD est immédiatement placé dans un bain d’eau salée a 0,6 %.
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2.2. Deétection du CEV dans des lots cliniguement suspects
de la KSD en 2017 et 2018

2.2.1. Echantillons

En 2017, des signes de KSD et de la mortalité ont été observés chez certaines
carpes Kol importées du Japon par la Pisciculture d’Estalens. Les cadavres de 25
d’entre elles provenant des deux lots ayant eu les plus forts taux de mortalité (44 % et
100 %) ont été congelés sur place (- 20 °C) et envoyés au laboratoire pour dépistage
du CEV. Les échantillons n’ayant pas été identifiés avant leur envoi, I'appartenance a
un lot ou a l'autre a été établie lors de la dissection en fonction de la couleur des
écallles : le lot HW comportait uniquement des carpes Kohaku (rouges et blanches)
alors que le lot HI était un mélange de diverses couleurs dont des carpes Kohaku. Les
cadavres de 34 carpes Koi importées du Japon en 2018 sont également congelés sur
site (- 20 °C) avant d’étre envoyés pour analyse. Les carpes Koi appartenant a un
unigue lot et mortes le méme jour sont placées ensemble dans un sachet plastique et

forment un méme échantillon.

Lors d’infection expérimentale, les charges en ADN du CEV les plus élevées sont
retrouvées dans les branchies (Adamek, Oschilewski, et al. 2017). C’est pourquoi le
CEV est ici recherché dans des broyats de branchies.

2.2.2. Préparation des broyats de branchies

Aprés décongélation a température ambiante, les branchies sont disséquées sous
poste de sécurité microbiologique a l'aide de pinces et de ciseaux. L’équivalent de 2
arcs branchiaux d’une carpe de 15 cm est broyé alors que le reste est placé dans des
tubes de 2 ml et stocké a - 20 °C. Le broyage s’effectue avec un mortier et un pilon
stériles en ajoutant une petite quantité de sable de Fontainebleau stérile. Le broyat est
lavé 4 fois avec 500 pl de milieu de culture cellulaire (Gibco - OptiMEM®) contenant
pénicilline et streptomycine a 4X (Gibco) et 1X d’amphotéricine B. La solution de
lavage est placée dans un tube Eppendorf® de 2 ml puis centrifugée 10 minutes a 400
g Le surnageant est transféré dans un nouveau tube de 2 ml et stocké a — 20 °C. Le
culot est jete.
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2.2.3. gPCR

L’extraction d’ADN est réalisée a I'aide du kit ONE-4-ALL genomic DNA minipreps
(Bio Basic Inc.) en suivant le protocole pour culture cellulaire dont la premiere étape a
été modifiée ainsi : mélanger 200 pl de tampon CL + 20 ul de protéinase K + 200 pl
d’échantillon en solution. La mesure de la concentration en ADN des échantillons est
réalisée par spectrophotométrie (CLARIOSTAR Plus — BMG Labtech).

Les échantillons sont analysés en duplicats. Pour chaque réaction, un contréle
négatif (eau nanopure) et une gamme plasmidique de 10! a 107 copies par 2 ul sont
ajoutés aux échantillons. Si la quantification n’est pas nécessaire, un second contréle
négatif (broyat de branchies 2018-41) et un contréle positif (broyat de branchies 2017-
6) remplacent la gamme. Si les extraits ADN obtenus a partir de broyats de branchies
sont trop concentrés, ils sont dilués au dixieme ou au centiéme afin de ne pas inhiber
les réactions de polymérisation. Cependant, diluer des échantillons diminue la
sensibilité.

Deux couples d’amorces ont été comparés (CEV-PCRQ-F1 — CEV-PCRQ-R1 et
CEV-TiHo-F1 — CEV-TiHo-R1) afin de choisir le plus sensible et spécifique (résultats
non présentés). Les caractéristiqgues de toutes les amorces utilisées ainsi que leurs
positions sont disponibles en annexes A et B (pages 129 et suivantes). La sensibilité
des deux couples était similaire mais le couple TiHo présentait moins d’amplifications
non spécifiques, il a donc été choisi. Apres optimisation des conditions de gPCR, le
seuil de détection est estimé a 10 copies pour 2 ul d’extrait ADN lorsque le volume
réactionnel est de 25 pl et de 50 a 100 copies pour 2 ul d’extrait ADN lorsque le volume
réactionnel est de 10 pl. Le mélange réactionnel pour un volume de réaction de 10 pl
(ou 25 pl) est préparé ainsi : 1X de SYBR®Green Master Mix (Bio Rad Laboratories
Inc.), 200 nM de chacune des deux amorces (TiHo_Sybr gqR — TiHo_Sybr-gF), 2 ul
(ou 5 pul) d’échantillon et de I'eau nanopure gsp 10 pl (ou 25 pl). La réaction est d’abord
réalisée dans 10 pl. Si aucune amplification n’est visible, celle-ci est répétée dans 25

pl, la sensibilité étant meilleure pour ce volume réactionnel.
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Le programme d’amplification comporte une phase de dénaturation initiale de 2
minutes a 95 °C, 45 cycles en deux étapes (dénaturation a 95 °C pendant 15 secondes
et hybridation + élongation a 58 °C pendant 30 secondes), une phase de fusion (95 °C
pendant 5 secondes, 65 °C pendant 60 secondes, 97 °C pendant 1 seconde) puis une
étape de refroidissement a 40 °C. La fluorescence SYBR®Green est mesurée a
chaque étape d’hybridation + élongation et durant I'étape de fusion finale. Les résultats
sont traités a I'aide du logiciel associé au LightCycler® 96 Instrument : LightCycler®

96 software version 1.1.0.1320 — Roche Diagnostic International Ltd.

Trois conditions sont nécessaires pour considérer que I'amplification est spécifique

et quantifier le nombre de copies ADN du CEV présentes :

e Les courbes de fluorescence des duplicats sont identiques (température et
profil des courbes) ;
e Les courbes de fusion sont identiques a celles du contrdle positif ;

e Le Ctestinférieur a 40.

Si aucune amplification n’est visible ou si I'amplification est tardive (Ct > 40) et
présente une courbe de fusion différente du contrdle positif, 'échantillon est considéré
CEV-négatif.

Si le Ct est inférieur a 40 et que la courbe de fusion est différente de celle du
contrble positif, ou si le Ct est supérieur a 40, alors le résultat brut est douteux. Une
électrophorése sur gel d’agarose a 1 % de ces produits est réalisée afin de conclure
sur la positivité de I'échantillon (sans quantification). Le produit attendu mesure 200
pb. Pour des quantités de copies génome calculées inférieures a 10 copies, le résultat

sera aussi considéré comme douteux (risque de contamination de I'échantillon).
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2.3. Détection du CEV dans l'eau et les poches
d’importation du Japon de 2019

L’objectif de cette partie est de déterminer si les importations de carpes Koi du
Japon patrticipent a la présence du CEV dans les infrastructures de la Pisciculture
d’Estalens. Une fois lachées dans les aquariums, les carpes Koi pourraient étre
contaminées par des particules virales qui circuleraient dans les installations. Ainsi,
seuls les cadavres des carpes Koi arrivées mortes et l'intérieur des poches de
transport (eau et écouvillons de poches de transport) peuvent étre utilisés ici. Lors de
limportation de 2019, aucune carpe Koi n’est morte durant le transport, le CEV est
donc recherché uniguement dans les prélévements d’eau et les écouvillons de poches

de transport.

Pour chaque lot importé (n = 21), environ 30 ml de I'eau de la poche de transport
sont récoltés dans des pots dés l'ouverture de celle-ci. Une fois la poche vide et
modérément égouttée, un écouvillon sec en bois recouvert de coton est frotté contre
les parois internes de la poche, puis le bout est découpé et placé dans un tube
Eppendorf® de 1,5 ml. Les pots et les tubes sont identifiés et congelés a — 20 °C. Une
fois transmis au laboratoire, 500 pl de PBS (phosphate buffered saline) sont ajoutés
dans le tube contenant le bout de I'écouvillon et le tout est vortexé 3 fois 30 secondes.
Le bout d’écouvillon est ensuite retiré et jeté. Les analyses ultérieures sont réalisées
sur la suspension, avec ou sans stockage préalable a -20 °C. L’eau peut étre analysée
en I'état ou centrifugée. Dans ce cas, 25 ml d’eau sont centrifugés 4 min a 3000 rpm.
Le surnageant est analysé en I'état alors que le culot muqueux est resuspendu dans
du surnageant pour atteindre un volume total de 200 pl. L’ADN du CEV est recherché
dans les différentes solutions selon le protocole de qPCR habituel (partie 2.2, page
37).
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2.4. Durée dexcrétion du CEV au niveau du lot apres
Importation ou apparition de signes cliniques

2.4.1. Choix des échantillons

L’évaluation de la durée d’excrétion post-importation du CEV (au niveau du lot) est
réalisée sur quelques lots importés du Japon en 2019 pour lesquels la présence du
CEV est confirmée. Une semaine aprés cette importation, des lots achetés quatre mois
plus tot chez un éleveur francais sans antécédents de KSD ont présenté des signes
cliniques évocateurs (perte d’équilibration marquée et « nage a reculons »), laissant
supposer une contamination depuis les lots japonais. La durée d’excrétion du CEV
aprés apparition de signes cliniques hors contexte d'importation est évaluée a partir
d’'un de ces lots francais (2019-FR21G1). Dés I'apparition de signes cliniques de KSD
chez un individu du lot, les carpes Koi sont placées dans un bain d’eau salée a 0,6 %
et de bleu de méthyléne (concentration non communiquée). Si le traitement est
appliqué précocement, les signes cliniques disparaissent en moins de 24 heures. Pour
les carpes Koi importées du Japon, celles-ci sont placées dans de I'eau salée a 0,3 %
et recoivent un traitement antiparasitaire et antibiotique dés leur arrivée, la
concentration en sel est augmentée a 0,6 % si des signes cliniques de KSD
apparaissent ou si le CEV est détecté dans I'eau ou les écouvillons de poche de
transport. Seuls certains individus des lots SK1 et ST ont présenté des signes cliniques
de KSD (perte d’équilibration partielle et « nage a reculons ») parmi les lots importés
du Japon en 2019. Le lot SK1 a présenté des signes cliniques séveéres alors que le lot

ST a présenté des signes cliniques légers.

Rechercher le CEV dans les cadavres permet uniquement d’évaluer la durée
d’excrétion chez les poissons malades. Or ce sont les lots asymptomatiques qui sont
les plus a méme de propager le virus a I'extérieur des infrastructures par les ventes. A
ce jour, aucune technique de détection non létale du CEV n’est publiée. Dans le cas
de I'herpésvirose de la carpe [CyHV-3], il a été montré qu’il n’existe pas de différence
significative de détection de ’ADN viral par gPCR entre des écouvillons de branchies
et des broyats de branchies (Bergmann et al. 2010). On recherche donc 'ADN du CEV
dans les écouvillons de branchies des carpes vivantes et, pour les lots a fort taux de

mortalité, dans les broyats de branchies des cadavres.
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Afin de limiter le stress des carpes Koi lors de la réalisation des écouvillons de
branchies, il a été décidé en concertation avec la direction de la Pisciculture d’Estalens
de ne pécher que 5 carpes au hasard par lot, ce qui peut étre fait en un a deux coups
d’épuisettes. Si ces cing prélevements sont négatifs, on peut conclure avec 5 %
d’erreur qu’au moins 50 % des individus sont CEV-négatives. Cela ne signifie donc

pas que le CEV ne circule pas dans le lot.

Les écouvillons de branchies sont réalisés a partir de J+3 pour des lots provenant

des éleveurs :

- Mi: ADN du CEV détecté dans des cadavres originaires de cet éleveur en
2018 ;

- SK: ADN du CEV détecté dans I'écouvillon de poche (résultats de la qPCR
obtenus dans les 48 heures post-importation), mortalité et signes cliniques

de KSD dans les 48 heures post-importation.
Sont ajoutés a partir de J+10 des lots provenant des éleveurs :

- OT : ADN du CEV détecté dans des cadavres originaires de cet éleveur en
2018 mais carpes Kaoi trop petites pour pouvoir étre écouvillonnées a J+3 ;

- ST : apparition de signes cliniques de KSD a J+8 ;

- YSetOZ:ADN du CEV détecté dans I'eau d’'importation.

Les lots SK1 et SK2 présentent des taux de mortalité élevés : le CEV est également
recherché dans les broyats de branchies des cadavres de ces lots (mémes protocoles
gue dans la partie 2.2, page 37). Le détail des prélévements réalisés est donné dans
le Tableau 4 (page 43).
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Tableau 4 : Prélevements réalisés en 2019 dans le cadre de |'étude de la durée d'excrétion du CEV
post-importation

?:nr:al':: 48 ﬁgt':cfg gai\g ADNduCEV | ADNduCEV | Choix
Eleveur | heures Pécouvillon de déte,cté les détecté dans | d’échantillonnage
post- poche annees I ?au . (EB: epouwllon de
importation | dimportation précédentes d’importation | branchies)
- EB des lots SK1,
5 lots SK2 et SK3 a
Signes partir de J+3
SK e Non Oui pour les 6 | - Broyat de
cliniques de | 5 lots o . )
(6 lots) KSD dans le (1¢re importation) | lots branchies de tous
lot SK1 les cadavres des
lots SK1, SK2 et
SK3
EB des lots OT3 et
oT 1ot Uniquementlot | Oui Non OT4 a partir de
(4 lot) OT3 (sur4 lots) | (2018) J+10 (trop petites
a J+3)
Mi Oui . , EB du lot Mi2 a
(2lots) | NO" Non (2018) Oui pour MiT 1 i de J+3
YS Non Non Non Oui EBdulotYSa
(1 lot) (1¢re importation) partir de J+10
ST Non Non Non Oui EB dulot ST a
(1 lot) (1¢re importation) partir de J+10
0z , , EB du lot OZ1 &
(4 lots) Non Ou Non Oui partir de J+10

Parmi les lots achetés en France et ayant présenté des signes clinique évocateurs
de la KSD la semaine suivant l'importation de carpes Koi du Japon de 2019, le lot
2019-FR21G1 est choisi pour réaliser des écouvillons de branchies et pour analyser
les broyats de branchies de tous les individus morts de ce lot. Les signes cliniques
sont apparus 8 jours apres lI'importation des carpes Koi japonaises. Les écouvillons
de branchies sont réalisés en méme temps que pour les lots japonais, soit 10, 15, 24

et 39 jours post-importation.
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2.4.2. Réalisation et préparation des écouvillons de branchies

Une attention particuliére est portée sur le risque de transmission de pathogenes,
notamment du CEV, d'un lot a I'autre. Le manipulateur se lave les mains et les avant-
bras a I'eau et au savon, puis les désinfecte avec du gel hydro-alcoolique avant et
aprés manipulation d’'un lot. Tout le matériel utilisé doit étre a usage unique ou

désinfecté par trempage dans une solution de Virkon® S a 1 % pendant 10 min.

Les carpes Koi sont Iégerement anesthésiées (début de perte d’équilibration) par
bain dans une solution de phénoxyéthanol (dosage par titration). Les écailles et la
couche de mucus sont fragiles, le manipulateur doit donc impérativement porter des
gants pour limiter les lésions cutanées lorsqu'il tient les carpes (Noga 2010). Les
individus sont ici de petite taille et peuvent étre maintenus dans la paume d’'une main.
Alors que le pouce de cette main souléve l'opercule, I'écouvillon préalablement
humidifié est glissé par 'autre main entre I'opercule et I'arc branchial externe, puis
tourné sur lui-méme une dizaine de fois. La présence de sang sur I'écouvillon n’est
pas souhaitée. Le bout de I'écouvillon est ensuite coupé et placé dans un tube

Eppendorf® de 1,5 ml. Chaque tube est identifié et congelé a — 20 °C.

Une fois transmis au laboratoire, 500 pl de PBS (Phosphate buffered saline) sont
ajoutés dans le tube contenant le bout de I'écouvillon et le tout est vortexé 3 fois 30
secondes. Le bout d’écouvillon est ensuite retiré et jeté et les analyses ultérieures sont
réalisées sur la suspension. Des pools des surnageants des cing écouvillons sont
réalisés pour les lots japonais alors que les écouvillons du lot francais sont analysés
individuellement. Les extractions d’ADN et les amplifications par gPCR sont réalisées

en suivant le protocole de la partie 2.2.3 (page 38).
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2.5. Suivi des contaminations inter-lots par comparaison
des séquences nucléotidiques du CEV

2.5.1. Choix des échantillons

L’objectif de cette partie est de déterminer l'origine de la contamination des

différents lots CEV positifs. Trois cas de figure se présentent :

1. Lots importés du Japon en avril 2019 et testés CEV-positifs dans le mois
suivant I'importation ;

2. Lots frangais ayant présenté des signes cliniques de KSD une semaine
apres cette importation du Japon ;

3. Lots japonais et francais ayant présenté des signes cliniques de KSD en
février 2020.

Dans le premier cas de figure, la question est de savoir si les carpes Kol ont été
contaminées avant leur expédition, auquel cas le CEV détecté dans les prélevements
de carpe apreés leur arrivée devrait étre génétiguement identique a ceux présents dans
I'eau et les écouvillons de poche d’'importation. Dans le second cas, une contamination
des lots francais par les lots japonais réecemment importés et excrétant du CEV est
fortement soupconnée. Si tel est le cas, le CEV détecté chez les carpes Koi francaises
devrait étre génétiguement identique a celui détecté chez des carpes Kol japonaises.
Enfin, dans le troisiéme cas, des signes cliniques de KSD ont été observés dans
plusieurs lots originaires du Japon (importation d’avril 2019) ou de France. Le CEV
avait été détecté dans plusieurs des lots japonais au moment de leur importation, soit
9 mois plus tét. Deux hypothéses peuvent expliquer cette épizootie : le CEV circulait a
bas bruit dans chaque lot et un facteur externe a entrainé l'apparition de signes
cliniques (pour chaque aquarium, CEV génétiguement identique a celui détecté lors
de l'importation) ou bien un premier lot a été contaminé et le CEV s’est propagé de
proche en proche (un seul variant génétique détecté dans tous les aquariums,

potentiellement différent du CEV détecté lors de I'importation de chaque lot).

Plusieurs échantillons datant de 2017 (éleveurs Hi et HW) et de 2018 (éleveurs Mi
et OT) sont analysés afin de servir de base de comparaison au cas ou le CEV
circulerait a bas bruit dans les infrastructures indépendamment des importations en

provenance du Japon.
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Afin de déterminer si les lots importés du Japon étaient contaminés avant leur
importation, l'idéal aurait été pour chaque lot de pouvoir comparer la séquence
nucléotidiqgue du CEV détectée dans I'eau ou les écouvillons de poche d’importation
avec celle détectée sur des carpes Koi (broyats ou écouvillons de branchies).
Cependant, les charges virales de certains échantillons étaient trop faibles pour
permettre ce séquencgage. Ainsi, cette comparaison n’est réalisable que pour I'éleveur
OT et I'éleveur SK (Tableau 5, page 47). Deux échantillons obtenus a partir des lots
francais ayant présenté des signes cliniques de KSD la semaine suivant 'importation
du Japon sont également analysés : 2019-FR21G1.EB13.4n°5 et 2019-mag.n°1.

En février et mars 2020, des carpes Koi réparties dans 14 aquariums,
majoritairement importées du Japon en avril 2019, ont présenté des signes cliniques
évocateurs de la KSD (perte d’équilibration partielle, nage « a reculons »). Des lors
qu’un individu présente au moins un de ces signes, I'aquarium entier est traité par bain
d’eau salée (NaCl 0,6 %) et de bleu de méthyléne. De plus I'aliment est enrichi en
spiruline et en vitamines (spécialitts non communiquées). Les signes cliniques
régressent dans les 24 heures suivant I'application du traitement, bien que la mortalité
puisse perdurer plus longtemps. Les lots initiaux ont pu étre divisés ou regroupés en
fonction de la croissance des individus et des ventes. La Figure 7 (page 48) donne la
composition de chaque aquarium en février — mars 2020 en reprenant les codes des
lots d’importation ainsi que la chronologie d’apparition des signes cliniques de KSD.
Pour des raisons logistiques, peu de préléevements ont pu étre réalisés : eau de
'aquarium aprés détection des signes cliniques et avant traitement pour les aquariums
19D3 (lot OZ1) et 18G3 (lot ST) ; écouvillons de branchies de carpes Koi pour les
aquariums 17D1 (lot OT3), 18G3 (lot ST) et 19D1 (lot OZ3). L’ADN du CEV a été
recherché dans ces prélévements par gPCR et détecté dans I'eau de I'aquarium et les
5 écouvillons de branchies de I'aquarium 18G3, dans 1 écouvillon de branchies sur 5
de l'aquarium 17D1 et dans 3 écouvillons de branchies sur 4 de I'aquarium 19D1.
L’idéal aurait été de séquencer tous ces prélevements afin de les comparer entre eux
et aux sequences nucléotidiques des échantillons CEV-positifs des lots d’origine.
Cependant, les charges virales de nombreux échantillons étaient trop faibles pour

permettre ce séguencage.
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Tableau 5 : Identité et origine des échantillons utilisés pour le séquencage nucléotidique (P4a partial

cds)

EP : écouvillon de poche. Eau : eau de poche. EB : écouvillon de branchie. Les autres : broyats de

branchies.

Environnement

Carpe Koi post-

Carpe Koi hors

Fournisseur | Année Lot de transport importation importation
2017-6 2017-8
, 2017-9 2017-10
Hiet/ou HW | 2017 NA 2017-11 2017-14
2017-16 2017-17
Mi 2018 | 2018-Mi5 2018-33
K 2019 2019-K2 2019-K2-eau
2019-0Z1 | 2019-0Z1-eau 2020-fév-19D1EBn°4
0z 2019
2019-0Z4 | 2019-0OZ4-eau
2019-SK1-23.4 n°1
2019-SK1 | 2019-SK1-eau 9019-SK1-25.4 n°2
2019-SK2 | 2019-SK2-eau
SK 2019 | 2019-SK3 | 2019-SK3-eau
2019-SK4 2019-SK4-3.4
2019-SK6 | 2019-SK6-eau
2018 2018-0T 2018-19
oT 2019-0T3 | 2019-OT3-EP | 2019-OT3-EB.13.4n°4
2019
2019-0T4 2019-0T4-EB.13.4n°2
ST 2019 2019-ST 2019-ST-eau 2020-fév-18G3EBN°5
2019- : , 2019-FR21G1-
France 2019 FR21G1 Non importé du Japon EB.13.4n°5
France 2019 | 2019 - Mag Non importé du Japon 2019-mag.n°1
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24D1 : vide 24D2 : vide 24D3 : vide

23G1 : OT 29/02/2020 (12) 23G2 : & repros 03/03/2020 (13) | 13G3 : vide
Allée numéro 23

23D1 : vide 23D2 : vide 23D3 : vide

22G1 : vide 22G2 : vide 22G3 : vide
Allée numéro 22

22D1 : vide 22D2 : vide 22D3 : vide

21G1 : vide 21G2 : vide 21G3 : vide
Allée numéro 21

21D1 : vide 21D2 : vide 21D3 : vide

20G1 : vide 20G2 : vide 20G3 : vide
Allée numéro 20

20D1 : SK3 20D2 : SK2 20D3 : SK1

19G1 : SK6 22/02/2020 (8 19G2 : SK5 19G3 : SK2 + SK4 + SK5

Allée numéro 19

19D1 : OZ3 21/02/2020 (7) *
18G1 : 0Z4 18G2 : vide

Allée numéro 18

1801 e (102 st rmonmng | 103 s

17G1 : K2 + K1 23/02/2020 (10) | 17G2 : OT1 17/02/2020 (5) 17G3 : vide
Allée numéro 17

17D1 : OT3 27/02/2020 (11)* 17D2 : OT2 19/02/2020 (6) 17D3 : vide

16G1 : vide 16G2 : vide 16G3 : OT1+0T4 22/02/2020 (9)
Allée numéro 16

16D1 : MK 05/03/2020 (14) 16D2 : SK3 16D3 : vide

15G1 : SK1 15G2 : SK2 + SK4 + SK6 15G3 : SK2 + SK4 + SK5 + SK6
Allée numéro 15

15D1 : FR 15D2 : vide 15D3 : vide

Figure 7 : Composition des aquariums des allées 15 a 24 lors de I'épisode de KSD clinique de février -
mars 2020

La composition des aquariums est fondée sur la nomenclature des lots lors de I'importation du Japon
d’avril 2019. Les lots non issus de cette importation sont regroupés sous le nom « FR » s’ils sont issus
d’élevages francgais et « o repros » pour un regroupement d’individus importés en 2017 et 2018 issus
d’éleveurs japonais. Les lots ayant présenté des signes clinigues de KSD précédemment ou pour
lesquels 'ADN du CEV a été détecté soit dans I'eau ou I’écouvillon de poche d’importation soit dans un
ou plusieurs écouvillons de branchies/cadavres sont soulignés et en gras ; les autres sont en italique.
Lors de signes cliniques de KSD en février-mars 2020, la date (et I'ordre) d’apparition de ces signes est
notée. En rouge : signes cliniqgues apparus entre le 11 et le 15 février 2020. En orange fonceé : signes
cliniques apparus entre le 17 et le 22 février 2020. En orange clair : signes cliniques apparus entre le
23 et le 29 février 2020. En Jaune : signes cliniques apparus entre le 3 et le 5 mars 2020. En bleu :
absence de signes cliniques de KSD. * : aquariums pour lesquels des écouvillons de branchies ont été
réalisés. * : aquariums pour lesquels un prélevement d’eau a été fait.
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2.5.2. Séquencage SANGER (P4a partial cds) et analyse
phylogénétique

Afin de pouvoir comparer les séquences nucléotidiques obtenues ici avec celles
précédemment publiées, le séquencage est fait sur une partie du géne codant le
précurseur de la protéine de core 4a. La PCR nichée utilisée pour obtenir cette partie
permet d’amplifier tous les génogroupes du CEV connus a ce jour (Adamek, Matras,
et al. 2017 ; Soliman et al. 2019). Les couples d’amorces utilisés sont CEV-for-B —
CEV-rev-J (amplicon de 538 pb attendu) et CEV-for-B-int — CEV-rev-J-int (produit de
488 pb attendu). Les caractéristiques des amorces sont en annexe A, le
positionnement des amorces sur la séquence CyPP-3 publiée par Oyamatsu dans la
Figure 5 (page 23).

Les réactions de PCR sont réalisées dans un volume de 50 ul contenant 1,0 pl de
Kapa Taq (Sigma Aldrich), 1X du tampon A associé, 1 yl de dNTP a 10 mM, 2 pl de
MgCl2 a 25 mM, 2,5 ul de chacune des deux amorces a 10 uM, 28 ul d’eau nanopure
et 4 pl de I'extrait ADN a amplifier. Le programme d’amplification est le méme pour les
deux couples d’amorces utilisés et comporte une phase de dénaturation de 2 minutes
a 95 °C suivie de 40 cycles (dénaturation : 30 secondes a 95°C ; hybridation 1 minute
a 55°C ; élongation 30 secondes a 72°C) et d’'une phase d’élongation finale de 30
secondes a 72°C.

Une électrophorése sur gel d’agarose a 1 % de 5 pl des produits de la premiére
étape de la PCR nichée est réalisée. Si la bande attendue a 538 pb n’est pas visible
ou difficilement visible, la seconde étape de la PCR nichée est faite et une
électrophorése sur gel d’agarose est réalisée avec 5 pl des nouveaux produits (taille
attendue : 488 pb). Pour chaque produit, si une bande est clairement visible sur le gel
d’agarose a la taille attendue, alors une électrophorése sur gel d’agarose a 2 % est
réalisée avec le volume restant du produit puis la bande est découpée et I’ADN purifié
grace au kit NucleoSpin® gel and PCR clean up (Macherey-Nagel). La concentration
en ADN du produit purifié ensuite est mesurée par spectrophotométrie (CLARIOStar
Plus — GMB Labtech). Pour chaque échantillon, deux séquencages SANGER sont
faits : un avec I'amorce sens (CEV-for-B ou CEV-for-B-int) et un autre avec I'amorce
anti-sens (CEV-rev-J ou CEV-rev-J-int).

La séquence codante complete du gene P4a, mesurant 2028 pb, a été publiée
dans la base de donné GenBank® en aolt 2019 sous le numéro d’accession
MH645915. Cette séquence est utilisée comme référence pour aligner les séquences
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obtenues et numéroter la position des SNP. Le logiciel MegaX (Kumar et al. 2018) est
utilisé pour aligner les séquences et réaliser les comparaisons deux a deux.

De la méme maniére, ces séquences sont alignées avec les séquences « P4a
partial cds » et « P4a complete cds » présentes dans la base de données Genbank®,
ainsi qu’avec la séquence CyPP-3 publiée par Oyamatsu dans sa these de doctorat.
Les séquences ne recouvrant pas la plus courte séquence obtenue dans notre étude
ainsi que les séquences présentant des polymorphismes sont exclues. Parmi les
séquences restantes, 37 séquences réparties parmi les génogroupes | et Il et
provenant de différents pays sont choisies. Les quelques séquences considérées
comme appartenant au génogroupe Ill détectées en Autriche (Soliman et al. 2019)
étaient trop courtes pour étre intégrées dans cette analyse. Parmi les séquences
obtenues dans notre étude, les séquences présentant un seul site polymorphique sont
dédoublées, les séquences présentant plusieurs sites de polymorphisme sont exclues.

Toutes les séquences utilisées pour I'analyse phylogénétique (n = 56) sont
tronquées de maniere a étre de méme taille et alignées (408 nucléotides, positions
226 — 633). L’analyse phylogénétique est effectuée a 'aide du logiciel MegaX (Kumar
et al. 2018) en utilisant la méthode de vraisemblance maximale et le modéle Tamura
— 3 parametres (Tamura 1992) avec une distribution gamma discrete (+G, 5 catégories)
et des sites invariants (+1).
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3. Résultats

3.1. Détection du CEV dans des lots cliniguement suspects
de KSD en 2017 et 2018

Les 15 échantillons de carpes Koi issus de I'importation de 2017 sont CEV-positifs
(moyenne : 9,8.10* + 1,2.10° copies CEV pour 250 ng d’ADN ; min = 5,3.10% ; max =
4,0.10°%). La suspicion clinique était forte pour les deux lots d’origine des échantillons
de 2017. Au contraire, les échantillons de 2018 provenaient de lots aux statuts
variables : sur les 25 échantillons de 2018, 4 échantillons sont CEV-positifs (Tableau

6, page 52).

La plupart (15/16) des échantillons associés a des lots fortement suspects de la
KSD (++) sont CEV-positifs. Tous les échantillons (7) associés a un lot non-suspect
de la KSD (-) sont CEV-négatifs. Cependant, 5/6 échantillons provenant de lots
moyennement (+) suspects de la KSD sont CEV-négatifs et 3/9 échantillons provenant
de lots faiblement suspects (+/-) sont CEV-positifs (Figure 8). Bien que I’on retrouve
plus d’échantillons CEV-positifs parmi les lots les plus cliniquement suspects
de la KSD et uniquement des échantillons CEV-négatifs parmi les lots

cliniguement non-suspects de la KSD, il n’existe pas de dichotomie franche.

Mombre de copies

124 pour 250 ng d'ADMN
0
97 10-1042
1042-1043
5 10431004

B 10041008
3- -

MNombre d'échantillons analysés

+f- + ++

Présence de signes cliniques évocateurs de la KSD
dans le lot associé

Figure 8 : Charge en CEV des échantillons de carpes Koi importées en 2017 et 2018 en fonction de la
présomption clinique de KSD associée au lot.
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Tableau 6

importations de 2017 et 2018
Surlignés en bleu : échantillons de 2017 CEV-positifs ; surlignés en rose : échantillons de 2018 CEV-

: Charges en CEV et observations cliniques associées aux échantillons issus des

positifs
Identification Nombre de I,Dellallentre . §|gnes Taux de Copies ADN
des Code lot | carpes par arrivee et la cliniques KSD mortalité du | (CEV) pour
- . . mort dans le lot )
prélévements échantillon (en jours) (-4, 4, +4) lot 250 ng d’ADN
20171 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 1,66E+04
2017-2 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 6,04E+02
2017-6 HI 1 10a21 ++ 44 % 4,58E+04
2017-7 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 2,12E+04
2017-8 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 1,90E+05
2017-9 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 3,03E+05
2017-10 HI 1 10a21 ++ 44 % 3,60E+04
2017-11 HI 1 10a21 ++ 44 % 1,74E+05
2017-12 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 5,28E+02
2017-13 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 8,97E+02
2017-14 HI 1 10a21 ++ 44 % 4,01E+04
2017-15 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 9,95E+04
2017-16 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 4,02E+05
201717 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 9,70E+02
2017-18 HW ou HI 1 10a21 ++ 100 ou 44 % 1,44E+05
2018-19 oT 8 7 + 5% (9/175) 1,00E+04
2018-20 Mi1 2 0 +/- 2 % (2/100) 0,00E+00
2018-21 Mi2 1 4 +/- 1% (1/100) 1,79E+02
2018-22 SK1 1 66 8 % (6/79) 0,00E+00
2018-23 Ym 1 67 6 % (3/50) 0,00E+00
2018-24 Mi3 3 0 +/- 4 % (4/100) 0,00E+00
2018-25 0z 1 63 5% (7/140) 0,00E+00
2018-26 KD 1 64 + 58 % (35/60) 0,00E+00
2018-27 Mi4 1 6 +/- 3 % (3/100) 0,00E+00
2018-28 Mi4 1 9 +/- 3 % (3/100) 0,00E+00
2018-29 Mi4 1 5 +/- % (3/100) 0,00E+00
2018-31 Mi3 1 4 +/- % (4/100) 0,00E+00
2018-32 MK 1 59 + 42% (59/140) 0,00E+00
2018-33 Mi5 1 1 +/- 1% (1/100) 4,30E+03
2018-34 Mi6 1 4 +/- 1% (1/100) 1,80E+01
2018-36 KD 1 56 + 58 % (35/60) 0,00E+00
2018-37 KD 1 61 58 % (35/60) 0,00E+00
2018-38 KD 1 63 58 % (35/60) 0,00E+00
2018-39 YG 1 94 % (3/43) 0,00E+00
2018-40 ST 1 59 1% (9/80) 0,00E+00
100
2018-41 SK2 1 (A sauté hors de 20 % (18/90) 0,00E+00
I'aquarium)
2018-42 YG 1 67 7% (3/43) 0,00E+00
2018-43 MR 1 95 ++ 4 % (4/100) 0,00E+00

52




Bien que la majorité des lots CEV-positifs (15/19), correspondant aux échantillons
de 2017, soient associés a des taux de mortalités supérieurs a 44 %, on observe
également des échantillons CEV-positifs (4) parmi les lots présentant moins de 10 %
de mortalité (échantillons de 2018). De plus, les échantillons CEV-négatifs proviennent
de toutes les classes de mortalité (Figure 9). La positivité des échantillons n’est
pas corrélée au taux de mortalité.
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Figure 9 : Charge en CEV des échantillons de carpes Koi importées en 2017 et 2018 en fonction du
taux de mortalité du lot de provenance

Tous les échantillons CEV-positifs correspondent a des carpes Koi mortes
dans les 21 jours suivant leur importation (Figure 10). Les 6 échantillons CEV-
négatifs correspondant a des carpes mortes moins de 10 jours apres leur importation
sont associés a des lots ayant présenté peu de signes évocateurs de la KSD (+/-) et
peu de mortalité (maximum 4 %). Les échantillons CEV-négatifs associés a des délais
arrivée-mort supérieurs a 21 jours sont associés a des taux de mortalité et des signes
cliniques variables (Tableau 6, page 52).
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Figure 10 : Charge en CEV des échantillons de carpes Koi importées en 2017 et 2018 en fonction du
délai entre l'arrivée et la mort
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3.2. Détection du CEV dans l'eau et les poches
d’importation du Japon de 2019

Sur 21 échantillons analysés, 'ADN du CEV est détectable dans I'eau de transport
pour 13 d’entre eux et dans I'’écouvillon de la poche de transport pour 10. Pour 4
échantillons, 'ADN du CEV est détectable dans I'eau de transport mais pas dans
I'écouvillon de poche. Au contraire, TADN du CEV est détectable uniquement dans

I'écouvillon de poche pour un échantillon (Figure 11a).
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Figure 11 : Détection de I'ADN du CEV dans les écouvillons de poche et I'eau de transport et répartition
de '’ADN du CEV apreés centrifugation de I'eau de transport.

(a) Lorsque I'ADN du CEV n’est pas détectable dans I'eau, celle-ci a été centrifugée et le résultat de la
gPCR sur culot est ajouté. Les lignes horizontales montrent les limites de sensibilité du protocole de
gPCR utilisé : le seuil de détection est estimé a 1,3.102 copies ADN du CEV pour 500 ul d’eau / par
écouvillon (10 copies génome pour 2 ul d’extrait ADN). La ligne a 1,3.102 copies ADN du CEV pour 500
ul d’eau / par écouvillon correspond a 1 copie génome pour 2 ul, seuil en dessous duquel '’ADN du CEV
ne peut jamais étre détecté. (b) La centrifugation de I'eau de transport permet de concentrer '’ADN dans
le culot : par rapport a I'eau de transport, la concentration en ADN du CEV est 16 fois plus grande dans
le culot et 25 fois plus faible dans le surnageant.
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La concentration en ADN du CEV la plus élevée est obtenue a partir de I'échantillon
SK4. Cet échantillon est utilisé pour tester I'hnypothese selon laquelle le CEV se
concentre dans le culot muqueux aprés centrifugation de I'eau de transport. Le culot
apparait 16 fois plus concentré que I'eau de transport et le surnageant est 25 fois moins
concentré que I'eau de transport (Figure 11b). L’ADN du CEV peut donc étre recherché

dans le culot de I'eau de transport lorsqu’il est non détectable dans I'eau de transport.

L’ADN du CEV est détecté dans le culot de I'eau de transport de 2 lots (K1 et YS)
pour lesquels il n’était pas détectable ni dans I'eau de transport avant centrifugation ni
dans I'écouvillon de poche. Les quantités d’ADN du CEV étaient trop faibles pour
permettre une quantification. Au contraire, il n’est pas détecté dans 6 lots dont un (OT3)

pour lequel I'écouvillon de poche était pourtant CEV-positif (Figure 11, page 54).

La ligne tracée dans la Figure 11a a 1,3.10? copies pour 500 pl d’eau / par
écouvillon de poche correspond a 1 copies pour 2 pl d’extrait ADN alors que la ligne
tracée a 1,3.10% copies correspond a 10 copies pour 2 pl d’extrait ADN, soit le seuil de
détection de la gPCR utilisée. La spécificité de toutes ces amplifications a été
confirmée par I'analyse des courbes de fusion et par la présence d’une bande de taille
attendue (200 pb) lors de I'électrophorése sur gel d’agarose. Des concentrations aussi
faibles pourraient étre la conséquence de contaminations lors du traitement des
échantillons. Les échantillons d’eau K2, OZ1, OZ4, SK1, SK2, SK3, SK6 et ST ainsi
que l'écouvillon de poche OT3 ont cependant été séquencés et présentent des
séquences nucléotidiques différentes entre les éleveurs, voire entre les lots d'un méme
éleveur, ce qui exclut une contamination (cf. Tableau 8, page 64). Pour les lots OZ2 et
0Z3, le fait que le CEV ait été détecté dans deux prélevements indépendant pour
chaque lot, ainsi que le fait d’avoir une séquence propre aux lots OZ1 et OZ4 est en
défaveur d’'une contamination. Concernant le lot Mi1, le CEV détecté n'a pas été
séquencé donc on ne peut exclure avec certitude une contamination. Cependant, le
CEV a été détecté dans des cadavres de plusieurs lots provenant de cet éleveur en
2018 (cf. Tableau 6, page 52), il ne serait donc pas étonnant de détecter de ’ADN du
CEV dans I'eau d’'importation d’'un lot provenant de cet éleveur en 2019. Les charges
virales présentes dans les culots K2 et YS étaient trop faibles pour étre séquencées.
Toutefois, le culot SK4 ayant été réalisé précédemment, seuls des échantillons pour

lesquels 'ADN du CEV n’était pas détectable dans I'eau ont été traités simultanément
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et une contamination a partir de ces échantillons est peu vraisemblable, tout comme
une contamination lors de la préparation de la gPCR par la gamme qui est déposée
dans des barrettes séparées et ce apres avoir fermé les barrettes contenant les
échantillons. De plus, ’ADN du CEV ayant été détecté (et séquencé) dans I'eau du lot
K2, le détecter aussi dans le lot K1 semble logique. L'’ADN du CEV ayant déja été
détecté en provenance de 6 éleveurs, géographiquement proches (Figure 16, page
69), sur un total de 8, et ce souvent dans des concentrations tres faibles, il n’est pas
étonnant de le détecter dans le culot du lot provenant de I'éleveur YS. Bien qu’une
contamination de paillasse ne puisse étre exclue avec certitude, la présence du CEV

dans le lot YS est vraisemblable.

Bien que la présence du CEV ait pu étre démontrée dans les poches de transport
de la majorité des lots importés, les charges virales étaient souvent tres faibles, en
dessous du seuil de détection de la gPCR utilisée, ce qui semble montrer un manque
de sensibilité de ce protocole. Il est ainsi probable que plusieurs échantillons
paraissant CEV-négatifs soient de faux-négatifs pour lesquels les charges présentes
sont trop faibles pour étre détectées. |l apparaitrait donc inapproprié d’utiliser ce

protocole pour exclure la présence du CEV dans un lot.

Lors de cette importation de carpes Koi en provenance du Japon, 'ADN du CEV
est détecté dans I'eau (culot compris) ou I'écouvillon de poche de 16 lots sur 21,

provenant de 7 éleveurs différents sur un total de 8.
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3.3. Durée dexcrétion du CEV au niveau du lot apres
importation ou apparition de signes cliniques

3.3.1. Durée d’excrétion post-importation depuis le Japon

Les lots SK1, SK2 et SK3 proviennent tous trois de I'éleveur SK : le lot SK1 contient
60 individus de 13 — 15 cm d'une variété en couleur pure ; les lots SK2 et SK3

contiennent chacun 70 individus de 12 — 14 cm de deux autres variétés.

Détection post-importation de 'ADN du CEV
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Figure 12 : Cinétique d'excrétion du CEV des lots SK1, SK2 et SK3

L’ADN du CEV a été recherché par qPCR dans les broyats de branchies de toutes les carpes Koi des
lots SK1, SK2 et SK3 mortes dans les 50 jours ayant suivi leur arrivée ainsi que dans les pools
d’écouvillons de branchies de 5 carpes Koi vivantes asymptomatiques réalisés a J+3, J+10, J+15, J+24,
et J+39 pour le lot SK1. La mortalité des lots SK1, SK2 et SK3 dans les 60 jours ayant suivi I'importation
s’éleve respectivement a 30 %, 18,6 % et 0 %. Seul le lot SK1 présentait des signes cliniques évocateurs
de la KSD.

La plupart des individus du lot SK1 ont présenté une léthargie modérée a marquée,
une dysorexie marquée et une bradypnée légere accompagnée de phases de
quelques secondes d’absence de mouvement et de perte d’équilibration. Dans les 50
jours suivant I'importation, 18 carpes de ce lot sont mortes (taux de mortalité : 30 %).
L’ADN du CEV a été détecté dans les branchies de 14 carpes Koi sur 18 mortes. Les
concentrations en ADN du CEV étaient comprises entre 10! et 10° copies pour 250 ng

d’ADN total extrait. Les pools d’écouvillons de branchies contenaient moins de 10
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copies CEV pour 250 ng d’ADN total extrait a J+3, J+15 et J+24 et étaient négatifs a
J+10 et J+39. La spécificité de 'amplification des échantillons faiblement positifs a été
confirmée par I'analyse de la courbe de fusion de la qPCR et par la présence d’'une
bande de taille attendue lors de I'électrophorése sur gel d’agarose. Bien qu’une
contamination ne puisse étre écartée sur des charges aussi faibles, il est logique de
détecter 'ADN du CEV dans un lot présentant des signes cliniques de KSD, d’autant
plus que certains échantillons prélevés aux mémes dates présentent des charges
élevées. Le fait que 5 écouvillons de branchies soient négatifs implique que le lot
contient entre 0 et 50 % de poissons excréteurs. Ainsi, a J+10, moins de la moitié des
poissons étaient excréteurs, alors méme que le CEV a pu étre détecté dans des
cadavres jusqu’a J+31. Ainsi, de nombreux prélévements peuvent étre négatifs ou
faiblement positifs alors méme que certains individus du méme lot présentent des
signes cliniques de KSD et que de la mortalité (avec charge élevée en CEV) est

observée.

Aucun signe clinique évocateur de la KSD n’a été observé chez les individus du lot
SK2. Cependant 13 individus sont morts (taux de mortalité : 18,6 %). L'ADN du CEV
n'a pu étre détecté qu’en petite quantité (moins de 10! copies pour 250 ng d’ADN)
dans les broyats de branchies des 2 carpes Koi mortes a J+2 et J+3 et dans les
écouvillons de branchies entre J+3 et J+15. Le lot SK3 n’a pas présenté de signes
clinique évocateur de KSD ni de mortalité. L'ADN du CEV a été détecté dans les
écouvillons de branchies entre J+3 et J+15 dans des concentrations comparables a
celles retrouvées dans les écouvillons des lots SK1 et SK2. La encore, on ne peut
exclure que des charges aussi faibles ne soient le résultat de contaminations. Compte
tenu des charges virales importantes (10* a 10° copies CEV pour 500 pl d’eau)
détectées dans I'eau des poches provenant de I'éleveur SK, il est étonnant de ne pas
détecter des charges virales importantes dans les écouvillons de branchies et dans

les broyats de branchies, au moins dans les premiers jours ayant suivi I'importation.
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Les lots OT3 et OT4 proviennent tous les deux de I'éleveur OT et contiennent
chacun 150 carpes Koi de 5 - 7 cm en mélange de variétés. Les lots Mi2 et YS
proviennent de deux éleveurs différents, respectivement Mi et YS et contiennent
chacun 100 individus de 10 - 12 cm. Les lots YS et ST proviennent de deux éleveurs

différents du méme nom et contiennent chacun 70 carpes de 12 - 15 cm.
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Figure 13 : Cinétique d'excrétion du CEV des lots OT3, OT4, Mi2, OZ1, YS et ST

L’ADN du CEV a été recherché par gPCR dans les pools d’écouvillons de branchies de 5 carpes Koi
vivantes asymptomatiques réalisés a J+3, J+10, J+15 et J+27. L’ADN du CEV n’a pas été recherché
dans les branchies des carpes Koi mortes de ces lots, excepté pour trois carpes du lot OT3.

Aucun signe clinique évocateur de la KSD n’a été observé dans les lots OT3 et
OT4. Aucune mortalité n’a été observée dans le lot OT4 alors que 6 carpes (4 %) du
lot OT3 sont mortes entre J+0 et J+31. L'ADN du CEV a été détecté dans les
ecouvillons de branchies réalisés a J+10 des lots OT3 et OT4. Aprés analyse
individuelle, les écouvillons des 5 carpes Koi réalisés a cette date étaient tous positifs :
entre 8.102 et 2.10° copies CEV pour 250 ng d’ADN ont été détectées pour le lot OT3
et entre 2.10% et 3.10% pour le lot OT4. Deux cadavres du lot OT3 morts a J+10 et J+11
ont été analysés en plus afin de comparer les charges virales dans les cadavres avec
celles des écouvillons de branchies : les charges sont beaucoup plus faibles : 5.10% et
1.10? copies pour 250 ng d’ADN. Des traces ADN du CEV ont été détectées dans le
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pool d’écouvillons de branchies du lot OT3 réalisé a J+15. Compte tenu de la trés forte
positivité des écouvillons réalisés a J+10, il peut paraitre logique de détecter des traces
ADN du CEV 5 jours plus tard mais nous ne pouvons pas exclure une contamination
des échantillons. Les pools d’écouvillons de branchies réalisés a J+15 pour OT4 et a
J+24 pour OT3 et OT4 sont CEV-négatifs.

L’ADN du CEV a été détecté dans I'eau de transport et I'écouvillon de poche de
transport du lot OZ1, indiquant que les individus de ce lot ont été en contact avec le
CEV. Cependant, 'ADN du CEV n’a pas pu étre détecté dans les écouvillons de

branchies réalisés a J+15 et J+24.

En ce qui concerne le lot YS, 'ADN du CEV a été détecté en petite quantité dans
le culot de I'eau de transport de ce lot. Bien que nous n’ayons pu exclure une
contamination dans ce cas, il est possible que les poissons du lot YS aient rencontré
le CEV avant leur importation. Cependant, ’ADN du CEV n’a pas été détecté dans les

écouvillons de branchies réalisés a J+15 et J+24.

L’eau de transport et I'écouvillon de poche du lot Mi2 ne contenaient pas d’ADN du
CEV, cependant I'eau de transport de I'autre lot acheté au méme éleveur contenait de
I’ADN du CEV. On ne peut pas affirmer que le lot Mi2 ait déja rencontré le CEV méme
si cela est probable. L'ADN du CEV n’a pas été détecté dans les écouvillons de

branchies réalisés a J+10, J+15 et J+24.

Le lot ST a présenté des signes cliniques de KSD entre 8 et 10 jours post-
importation. L’ADN de CEV était détectable dans I'eau de transport ainsi que dans les
écouvillons de branchies a J+15 en trés faible quantité (non quantifiable) mais pas
dans les écouvillons de branchies a J+24. La charge présente dans les écouvillons de
branchies a J+15 est tellement faible qu’on ne peut exclure qu’elle soit le résultat d’'une
contamination. Cependant, ce lot ayant présenté des signes cliniques de KSD 10 jours
plus t6t, le fait de détecter des traces du CEV dans les écouvillons est cohérent.
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La durée d’excrétion post-importation est variable et la charge virale retrouvée
dans les poissons morts differe de celle retrouvée chez les poissons vivants (non
moribonds). Ainsi, dans le lot SK1 la mortalité a été importante et durable, les cadavres
présentaient des charges virales élevées alors que les écouvillons de branchies
étaient faiblement positifs, voire négatifs. L’excrétion a duré au moins 32 jours post-
importation. Dans les lots SK2 et SK3, les écouvillons de branchies étaient également
faiblement CEV-positifs jusqu’a 15 jours post-importation. Cependant, le lot SK3 n’a
pas présenté de mortalité et TADN du CEV n’était pas détectable dans la plupart des
cadavres du lot SK2. Dans les lots OT3 et OT4, tous deux asymptomatiques, la charge
virale sur les écouvillons de branchies était tres élevée a J+10 puis tres faible ou
négative a partir de J+15. Dans ce cas, les quelques cadavres analysés présentaient
des charges virales beaucoup plus faibles que les écouvillons de branchies réalisés
aux mémes dates. Enfin, en ce qui concerne les lots Mi2, OZ1, YS et ST, 'ADN du
CEV n’a pu étre détecté qu’a J+15 dans le lot ST qui avait présenté des signes
cliniques de KSD entre J+8 et J+10.

On retiendra que la durée d’excrétion du CEV d’un lot de carpes Koi récemment
importées est trés variable et peut atteindre plus d’'un mois dans certains lots
symptomatiques tels que SK1 et au moins 10 a 15 jours dans des lots

asymptomatiques tels que OT3 ou OTA4.

3.3.2. Durée d’excrétion aprés apparition de signes cliniques
de KSD

Le lot FR21G1 est un lot qui n’a pas été acheté au Japon mais en France. Il était
maintenu a la Pisciculture d’Estalens depuis plusieurs mois. Huit jours apres
'importation de 2019 des lots japonais, plusieurs individus du lot FR21G1 ont présenté
des signes cliniques de KSD. Deux jours (J+2) apres apparition des signes cliniques,
4 écouvillons de branchies sur 5 sont positifs avec des concentrations de I'ordre de
102 a 102 copies d’ADN du CEV pour 250 g d’ADN total. Un seul écouvillon de
branchies sur 5 est positif a J+16 avec une charge virale faible. Deux écouvillons de
branchies a J+31 sont négatifs, deux écouvillons positifs sont tres faiblement positifs
alors que le dernier compte 23 copies de 'ADN du CEV pour 250 ng d’ADN total extrait.
Parmi les carpes Koi mortes, celles mortes a J+6 et J+7 ainsi que deux mortes a J+16

sont CEV-positives. Cependant 'ADN du CEV n’a pas pu étre détecté dans les
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branchies d’une carpe Koi morte a J+16 ni dans celle morte a J+31. La encore, on
observe des points aux charges virales tres faibles pour lesquels on ne peut exclure
une contamination. Il apparait cependant logique de détecter TADN du CEV pendant
plusieurs semaines aprés I'apparition de signes cliniques, et ce méme si un traitement
(NaCl 0,6 %) a été mis en place. Le résultat inattendu est 'absence de forte positivité
des échantillons, notamment de certains cadavres et la présence d’échantillons CEV-
négatifs a toutes les dates de prélevements, ce qui est différent des descriptions faites
lors d’infections expérimentales sans mise en place de traitement (Adamek,
Oschilewski, et al. 2017).

Détection de I'ADN du CEV dans le lot FR21G1
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Figure 14 : Cinétique d'excrétion du CEV du lot 2019-FR21G1

Dans ce cas, I’excrétion du CEV au niveau du lot dure au moins 31 jours aprés
I’apparition des signes cliniques. La charge virale est tres variable, que ce soit entre
les broyats ou entre les écouvillons de branchies. Bien que les charges les plus
élevées soient retrouvées dans la semaine suivant I'apparition des signes cliniques,
d’autres prélévements réalisés a ces dates-la ne contiennent pas ou peu d’ADN du
CEV. La forte proportion d’écouvillons de branchies CEV-négatifs et I'existence de
cadavres de carpes Koi ou 'ADN du CEV n’a pas été détecté montre qu’il est, du
moins dans ces conditions de maintenance, facile d’écarter a tort une infection par le

CEV si peu de prélevements sont réalisés.
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3.4. Suivi des contaminations inter-lots

3.4.1. Séqguences obtenues

Les séquences obtenues sont alignées sur la séquence codante complete du
précurseur de la protéine de core 4a (numéro d’accession Genbank® MH645915).
Pour certains échantillons, I'électrophorégramme laisse apparaitre deux courbes
superposées a une position donnée (polymorphisme), indiquant que deux nucléotides
coexistent et donc que deux séquences différentes sont présentes. Lorsqu'il existe
plusieurs positions ou deux nucléotides coexistent, cela signifie qu’au moins deux
séquences différentes sont présentes dans I'échantillon mais il n’est pas possible de
connaitre leurs compositions individuelles. Les nucléotides sont représentés par une
lettre conformément a la nomenclature IUPAC (Tableau 7). On remarque que les
mutations observées sur la portion 182-685 du gene codant pour P4a sont
exclusivement de type « substitution » et qu’elles concernent 18 positions. Le détail

est repris dans le Tableau 8, page 64.

L’analyse phylogénétique est conduite sur une courte séquence (408 pb) du géne
P4a. Deux génogroupes distincts sont visibles : toutes les séquences issues
d’échantillons obtenues a la Pisciculture d’Estalens, importés du Japon ou non,
appartiennent au génogroupe Il (Figure 15, page 65). Le génogroupe | étant plutot
inféodé a la carpe commune et le génogroupe Il a la carpe Koi, ce résultat est
concordant avec les publications précédentes (Way, Stone 2013 ; Adamek, Baska, et
al. 2018 ; Padhi et al. 2019).

Tableau 7 : Nomenclature des nucléotides (ADN) selon I''UPAC

Code Nucléotide Code Nucléotide
o R AouG
A Adénine
Y CouT
) S GouC
C Cytosine
wW AouT
. K GouT
G Guanine
M AouC
) B CouGouT
T Thymine
D AouGouT
H AouCouT
.ou - Vide \/ AouCouG
N N’importe quelle base

(o))
w



Tableau 8 : Représentation des mutations ponctuelles des séquences nucléotidiques obtenues a partir des échantillons provenant de la Pisciculture d’Estalens (portion

182-685 de la séquence ADN codant P4a, numéro d’accession Genbank® MH645915)
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2019 - ST-eau 7
2017 Inde Koi (MF326541.1)
2019 Inde Koi (MN519198.1)
{ 2013 Royaume-Uni Koi (KX254025.1)
] 2014 Pologne Carpe commune (KX253997.1)
112013 Royaume Uni Koi (KX254022.1)
2019 - OZ1 -eau
7| 2015 Pologne Koi (KX254001.1)
4 2017 Chine Koi (MG550023.1)
2019 - K2 - eau 1/2

N EEm - K2 - eau 212
2014 USA Koi (MK814476.1)
2013 Royaume Uni Koi (KX254026.1)
] 2019 - OT4 -EB13.4n2
1 14 2018 - 33 - Mi

7 2018-19-0T
16— 2017 - sequence 2
41«!;]19 -0T3-EB13.4n4
— 2017 - sequence 1.
2019 - SK4-3.4

— W
@

=B

_,7 2017 Chine Carpe commune (MG550025.1)
4312017 Coree du Sud Koi (KY946715.1)

—— 2013 Pologne Koi (KX254004.1)

— 2019 - SK1 - 23.4n1

7/2019-OT3-EP

132 2019 - SK1-25.4n2 7]

2019 - FR21G1 - EBné§ 1/2
2020 - fev - 18G3EBNnS
72 | 2020 - fev - 19D1EBn4

1515 2019 - FR21G1 - EBnb 2/2

— 2013 Royaume Uni Koi (KX254023.1)

— 2017 Chine Carpe commune (MG550022.1)
44— 2017 Chine Carpe commune (MG550024.1)
36, 1996 Japon Koi (CyPP-3)

2013 Royaume Uni Koi (KX254021.1)

2016 Chine Koi (MG189371.1)

2013 Royaume Uni Koi (KX254027.1)

2015 Chine Koi (KY024583.1)

&3 ' 2017 Chine Koi (MHE45915.1)

94 | 2013 Royaume Uni Carpe commune (KX254013.1)
2014 Pologne Carpe commune (KX254009.1)
2018 Iraq Carpe commune (MK792284.1)
2013 Pologne Carpe commune (KX254008.1)

77
45

2014 Pologne Carpe commune (KX254007.1)

2013 Pologne Carpe commune (KX254011.1)
2015 Pologne Carpe commune (KX254002.1)
2013 Pologne Carpe commune (KX254012.1)
94 | 2017 USA Carpe commune (MK990710.1)
5 i'jL 2018 USA Carpe commune (MK890711.1)
2014 Pologne Carpe commune (KX253998.1)
= 2014 Pologne Carpe commune (KX253999.1)
1 2013 Royaume Uni Carpe commune (KX254020.1)
ﬁ':mﬂ USA Carpe commune (MH397469.1)

96 ' 2018 USA Carpe commune (MK990714.1)
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2019 - SK6 - eau Génogroupe II

Génogroupe I

Figure 15 : Analyse phylogénétique des séquences nucléotidiques partielles codant pour P4a (positions
226 — 633 du géne P4a)

Les séquences obtenues a partir des échantillons récoltés a la Pisciculture d’Estalens dans le cadre de
cette étude sont en gras. Les séquences présentant un site polymorphique sont dédoublées et notées
1/2 et 2/2. Les séquences présentant plusieurs sites polymorphiques ont été exclues de I'analyse.
L’analyse phylogénétique a été réalisée grace au logiciel MegaX (Kumar et al. 2018) en utilisant la
méthode du maximum de vraisemblance et le modéle Tamura — 3 parameétres (Tamura 1992) avec une
distribution gamma discréte (5 catégories (+G, parametre = 0,5010)) et la présence de sites invariables
(+1, 43,50 % des sites). La longueur des branches est proportionnelle au nombre de substituions par
site. Cinquante-six séquences de 408 nucléotides ont été analysées. Les valeurs de bootstrap ont été
(en pourcentage) ont été calculée a partir de 100 réplications.
La séparation des génogroupes | et Il concorde avec les précédentes publications (Way, Stone 2013 ;
Matras et al. 2017 ; Adamek, Baska, et al. 2018 ; Padhi et al. 2019).



3.4.2. Lots importés du Japon en avril 2019

Le séquencage de la partie 182-685 du géne codant le précurseur de la protéine
de core 4a du CEV présent dans les différentes poches d’'importations de carpes Koi
a mis en évidence la présence de séquences différentes. Plusieurs séquences
peuvent étre détectées en provenance d’'un méme éleveur, voire d'un méme lot. C’est
notamment le cas pour les éleveurs K et SK. D’autre part, une méme séquence peut
parfois étre détectée en provenance de deux éleveurs différents, ainsi, une méme
séquence est détectée dans I'écouvillon de poche OT3 et dans I'eau d’importation des
lots SK1, SK2 et SK3 (Tableau 9, page 68). Le fait de retrouver une séquence
identique chez deux éleveurs peut s’expliquer, entre autres, par des échanges
commerciaux entre eux et par leurs positions géographiques. Les éleveurs OT et SK
sont situés dans la méme vallée, OT étant quelques centaines de metres en amont de
SK, ce qui peut expliquer la présence de virus génétiquement identiques en
provenance de ces deux éleveurs (Figure 16, page 69). Au contraire, I'éleveur ST est
isolé géographiqguement (Figure 16, page 69). La séquence détectée dans I'eau de
transport de cet éleveur est la plus éloignée des autres : 5 a 8 substitutions en
comparaison avec les autres séquences alors que ces derniéres présentent entre elles

au maximum 4 sites de substitution (Tableau 9, page 68).

La possibilité de retrouver plusieurs séquences chez un méme éleveur et la méme
séquence chez plusieurs éleveurs complique I'évaluation de l'origine du CEV détecté

dans les lots de carpes Koi post-importation.

Ainsi, les séquences détectées dans les écouvillons de branchies des lots OT3 et
OT4 different respectivement de un et deux nucléotides de la séquence obtenue a
partir de I'écouvillon de poche du lot OT3 (Tableau 9, page 68). Bien que ces
séquences soient différentes, on ne peut pas en déduire immédiatement que le CEV
détecté dans les branchies des carpes Koi 10 jours post-importation ne provient pas
de I'élevage OT. On a vu que plusieurs séquences peuvent étre détectées dans I'eau
d’'importation d’'un méme lot. Une des limites du séquencage SANGER post-PCR est
qu’il permet d’obtenir uniquement la ou les séquences maijoritaires a l'issue de la PCR.
Il est donc possible que d’autres séquences aient été présentes dans ces lots des
limportation, mais qu’elles n’aient simplement pas été détectées. La séquence

détectée dans I'écouvillon de branchie du lot OT3 est identique a une séquence
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détectée en 2017 dans des branchies des carpes Koi achetées chez les éleveurs Hi
et/ou HW. Il est donc possible que le lot OT3 se soit contaminé apres son arrivée. Ces
éleveurs (HW et Hi) se situent a moins de 10 km de I'éleveur OT (Figure 16, page 69),
ce qui appuie la possibilité que cette séquence ait aussi été présente chez I'éleveur
OT, bien que non détectée dans I'environnement de transport. En ce qui concerne la
séquence obtenue a partir de I'écouvillon de branchie réalisée 10 jours post-
importation sur le lot OT4, elle est identique a la séquence détectée en 2018 chez une
carpe Koi achetée chez I'éleveur Mi un jour aprés son importation et chez une carpe
achetée chez I'éleveur OT 7 jours aprés son importation. La encore, on ne peut exclure
aucune des deux hypothéses. On ne peut pas conclure avec certitude quant a l'origine

du CEV détecté dans les branchies des carpes Koi des lots OT3 et OT4 analysées.

En ce qui concerne les séquences détectées dans les branchies des carpes Koi
provenant de I'éleveur SK, elles sont toutes identiques a des séquences présentes
dans I'eau de transport des lots SK1, SK2, SK3 et/ou SK6 et différentes de toutes les
autres séquences détectées (Tableau 9, page 68). Cela confirme donc que la
contamination a eu lieu avant I'exportation. On notera cependant que les deux
individus du lot SK1 morts a 2 jours d'écart étaient infectés par des CEV
génétiquement différents et que la séquence détectée dans les branchies de I'individu
du lot SK4 mort dans les 24 heures ayant suivi son arrivée est également différente

des deux précédentes.
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Tableau 9 : Comparaison deux a deux des séquences nucléotidiques du CEV obtenues a partir des
échantillons issus de I'importation depuis le Japon de 2019 (partie 182-685 de la séquence ADN codant
le précurseur de la protéine 4a)

Les chiffres indiquent le nombre de substitutions sur la partie 182-685. Lorsque deux nucléotides
coexistent a une position, les deux séquences sont séparées et notées 1/2 et 2/2. *: indique que
plusieurs nucléotides coexistent a plus d’une position

2019-SK1-25.4n2

2019-0Z4-eau
2019-SK1-eau*
2019-SK1-23.4n1
2019-SK2-eau*
2019-SK3-eau*
2019-SK4-3.4
2019-SK6-eau
2019-ST-eau

Date (jours post-importation)
2017-variantl
2017-variant2
2018-19-0T
2019-K2-eau_1/2
2019-K2-eau_2/2
2019 _OT3-EP
2019-OT3EB13.4n4
2019-0OT4EB13.4n2
2019-0OZ1-eau

2018-33-Mi

Date (jours post-
importation)

~
~
[ER
~N
o
o
o
=
o
=
o
o
o
o
N
o
N
N
o
o
o
o
o

2017-variantl |/ 1 (1 |1 (3 |2 (2 |0 (1 |2 |2 |1 |3 (2 |1 (2 |1 |1 |8
2017-variant2 |/ |1 2 12 |4 |3 |3 |1 |2 |3 |3 |2 |4 |3 |2 |3 |2 |2
2018-33-Mi 1 |1
2018-19-0T 7 |1

2019-K2-eau_1/2

0
2019-K2-eau_2/2 |0 |2
0

2019 _OT3-EP

2019-0OT3EB13.4n4] 10 |0

2019-0T4EB13.4n2|10 |1

2019-071-eau 0 |2

2019-0Z4-eau 0 |2

2019-SK1-eau* 0 |1

2019-S5K1-23.4n1 2013
2019-SK1-25.4n2 22 |2
2019-SK2-eau* 0 |1
2019-SK3-eau* 0 |2
2019-SK4-3.4 0 |1
2019-SK6-eau 0 |1
2019-ST-eau 0 |8
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3.4.3. Lots francais ayant présenté des signes cliniques de
KSD dans la semaine suivant 'importation du Japon d’avril 2019

La partie 182 - 685 du gene codant le précurseur de la protéine de core 4a de deux
échantillons a été séquencée. Le premier correspond a un écouvillon de branchies
réalisé sur un lot présentant des signes cliniques de KSD (2019-FR21G1EBN°5) et le
second au broyat de branchies d’une carpe Koi morte apres avoir présenté des signes
cliniques de KSD (2019-magl). Dans les deux cas, les individus n’ont pas été achetés
au Japon mais en France (méme éleveur) et étaient hébergés a la Pisciculture
d’Estalens depuis plusieurs mois lorsque des signes cliniques sont apparus, et ce la
semaine suivant 'importation de carpes Koi du Japon de 2019.

Deux séquences différant d’'un nucléotide en position 231 ont été détectées dans
I’écouvillon de branchies. Dans le broyat de branchies, deux nucléotides coexistent au
niveau de trois positions, ce qui montre qu’au moins deux séquences différentes sont
présentes (Tableau 8, page 64). Les séquences détectées a partir de ces carpes Koi
achetées en France sont trés proches. Cependant, elles difféerent de toutes les autres
séquences détectées a la Pisciculture d’Estalens, notamment par la présence de
thymine en positions 552 et 567 au lieu d’une cytosine (Tableau 8 et Tableau 10). Les
lots francais ont été contaminés par des CEV génétiquement proches. Cependant, on
ne peut pas conclure quant a 'origine de cette contamination. En effet, il est possible
gue des virus possédant ces séquences aient été importés en 2019, ou avant, mais
n’aient pas été séquencés. Il est aussi possible que ces individus aient été contaminés
avant d’étre achetés par la Pisciculture d’Estalens et n’aient pas présenté de signes
clinigues pendant plusieurs mois. Enfin, on ne peut pas non plus écarter une
introduction de ces CEV par un autre biais que I'achat de carpes Koi.

Tableau 10 : Comparaison deux a deux des séquences nucléotidiques du CEV obtenues a partir des
échantillons 2019-FR21G1EBN°5 et 2019-magl avec les autres séquences détectées a la Pisciculture
d’Estalens entre 2017 et 2019 (Nb de différences sur la partie 182-685 de la séquence ADN codant P4a)
Lorsque deux nucléotides coexistent a une position, les deux séquences sont séparées et notées 1/2
et 2/2. * : indique que plusieurs nucléotides coexistent a plus d’une position

o Slel [Z)® Ele . \ | ]
— | & &3] 3|les]lwla3|23l] 35
El 8|3 3|Y|n|la|lo|o|d|la|d|[o|d|s]| |2~
HEHEMME NI R MR
slé|g|2|2|2|9]|5|5|29|9|a|a|a|a|a|a|a|e|E|5]|E
s|ls|lsl|s|slslslslels|s|ls|ls|lslslslslslslsls]s
ANl Al NI Nl Nl AN I ANl ANl NIl TN NN AN ] N
2019-FR21G1
6 (7 |5 |5 |6 [7 |4 |6 |5 |6 |6 |3 |3 (4 |3 |25 |5 ]8 1 |0
EBn5_1/2
2019-FR21G1
5 (6 |4 |4 |5 |6 |3 |5 |4 |5 |5 |3 |4 |3 |3 |2 |4 [4 |9 |1 0
EBn5_2/2
2019-mag1* 3 (4 212 12 (3|2 1(3 |23 |3 ]2 1212|212 |3 |3 |6 |0 |0
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3.4.4. Lots ayant présenté des signes cliniques de KSD 10
mois aprés leur importation (février 2020)

En février et mars 2020, des individus importés du Japon en avril 2019 ont présenté
des signes cliniques trés fortement évocateurs de la KSD. La plupart de ces individus
proviennent de lots pour lesquels 'TADN du CEV avait été détecté dans les poches
d’'importation et / ou dans des branchies de carpes Koi (détails dans le Tableau 12,
page 73). En février — mars 2020, des prélevements d’eau et des écouvillons de
branchies ont confirmé la présence de 'ADN du CEV dans les aquariums 19D1, 18G3
et 17D1. Le séquengage d’'une partie de la séquence codant pour P4a a été possible
a partir d’écouvillons de branchies réalisés dans les aquariums 18G3 et 19D1. La
méme séquence a été détectée dans ces deux aquariums. Elle correspond
exactement a une séquence détectée dans les lots francais ayant montré des signes
cliniques de KSD la semaine ayant suivi 'importation de carpes Koi japonaises en avril
2019 (Tableau 11). L'aquarium 18G3 contenait des individus provenant de I'éleveur
ST (lot 2019-ST) alors que l'aquarium 19D1 contenait des individus provenant de
I'éleveur OZ (lot 2019-0Z3). Aucune séquence n’est disponible pour les lots 2019-ST
et 2019-0Z3 post-importation. Cependant, les séquences issues de I'eau d’'importation
des lots 2019-ST, 2019-0Z1 et 2019-0Z4 sont différentes de cette séquence détectée
en 2020. Le CEV présent dans I'eau d’'importation du lot OZ3 n’a pas été séquencé
mais sachant que les quatre lots provenant de cet éleveur contenaient des individus
de la méme variété et donc probablement élevés ensembles, et que la méme
séquence a été détectée dans I'eau d’'importation des lots 2019-0OZ1 et 2019-0Z4, il
est probable que le CEV présent dans I'eau d’'importation du lot 2019-0Z3 était
identique a ceux des lots 2019-0Z1 et 2019-0Z4.

Tableau 11 : Comparaison deux a deux des séquences nucléotidiqgues du CEV obtenues a partir des
échantillons 2020-fév-18G3EBN5 et 2020-fév-19D1EBN4 avec les autres séquences détectées a la
Pisciculture d’Estalens entre 2017 et 2019 (Nb de différences sur la partie 182-685 du géne P4a)
Lorsque deux nucléotides coexistent a une position, les deux séquences sont séparées et notées 1/2
et 2/2. * : indique que plusieurs nucléotides coexistent a plus d’une position

2019-FR21G1_2/2

2019_OT3-EP
020_fev_19D1EBN4

2019-0T3EB13.4n4
2020_fev_18G3EBn5

2019-SK6-eau*
2019-ST-eau
2019-FR21G1_1/2
2019-mag1*

2017-variant 1
2017-variant 2
2018-33-Mi
2018-19-0T
2019-K2-eau_1/2
2019-K2-eau_2/2
2019-OT4EB13.4n2
2019-0Z1-eau
2019-0Z4-eau
2019-SK1-eau*
2019-SK1-23.4n1
2019-SK1-25.4n2
2019-SK2-eau*
2019-SK3-eau*
2019-SK4-3.4

2020_fev_
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Ces données génétiques, associées a I'apparition des signes cliniques de proche
en proche a partir des aquariums 19D3 et 18G3 (Figure 7, page 48), confortent, sans
pouvoir la confirmer, 'hypothése d’'une nouvelle contamination par le CEV. Pour rappel,
'autre hypothése était une circulation a bas bruit du CEV dans chaque aquarium et
une apparition synchrone de signes cliniques suite a un facteur déclenchant non
identifié.

Le fait de retrouver la méme séquence que pour la contamination des carpes Koi
francaises peut étre expliqué de deux manieres : soit le CEV a persisté dans les
infrastructures pendant plusieurs mois (vecteur biologique ou mécanique), soit le CEV
a été introduit deux fois.

D’autre part, ces résultats confirment que des individus d’'un méme lot peuvent
exprimer plusieurs phases cliniques de KSD. C’est ici le cas des individus de
'aquarium 18G3 (lot 2019-ST). lIs ont en effet présenté des signes cliniqgues de KSD
dans la semaine suivant leur importation en avril 2019 et de nouveau en février 2020.
Dans les deux cas la suspicion clinique a été confirmée par la détection de 'ADN du
CEV par qPCR dans des écouvillons de branchies (Tableau 12). Le suivi n’est pas
individuel donc on ne peut pas affirmer qu’'un méme individu a présenté deux fois des
signes cliniques mais il est sOr que les individus ayant présenté des signes cliniques

en 2020 avaient déja rencontré le virus.

Le fait que les individus de la plupart des aquariums (9 sur 10) contenant des
carpes Koi issues de I'élevage SK n’aient pas présenté de signes cliniques de KSD,
alors méme que certains étaient situés a proximité immeédiate d’aquariums ou des
signes cliniques de KSD ont été observés, est assez surprenant (Figure 7, page 48 et
Tableau 12, page 73). Cette absence de signes cliniques peut s’expliquer soit par une
absence d’introduction du CEV dans ces aquariums, soit de maniére biologique avec
des carpes Koi qui auraient été contaminées mais non infectées ou infectées
asymptomatiques. Ces observations soulévent la question de I'existence d’une

immunité adaptative contre le CEV et de son efficacité.
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Tableau 12 : Emplacement, historique vis-a-vis du CEV et statut clinique des carpes Koi présentes a la
Pisciculture d’Estalens au moment de I’épisode clinique de KSD de février 2020.

En gras : les aquariums pour lesquels la présence du CEV en 2020 a été confirmée (qPCR sur eau ou
écouvillons de branchies). Soulignés : séquengcage SANGER d’une partie de la séquence codant pour

P4a réalisé.

Eleveur

CEV

dans I'eau ou la

détecté

poche

d’importation

Signes cliniques de KSD - CEV porté
Koi
importation (avril 2019)

par des carpes suite a

Aquariums contenant des individus provenant de cet

éleveur en février — mars 2020 (mortalité suite aux signes

cliniques)

0z

4 lots sur 4

Pas de signes cliniques ni de mortalité
suite @ limportation. Ecouvillons de
branchies du lot OZ1 a J+15 et J+21:
ADN du CEV non détecté.

19D1

: 0Z3 — symptomatique (0 / 32 = 0 %)

19D2 :
19D3 :
: OZ4 - pas de signes cliniques de KSD

18G1

022 + 0Z3 - symptomatique (6 / 41 — 14,6 %)
0Z1 - symptomatique (4 / 76 — 5,2 %)

ST

1 lot sur 1

Signes cliniques suite importation sans
mortalité. CEV détecté dans les
écouvillons de branchies a J+15

18G3

: ST — symptomatique (3 / 35 - 8,6 %)

18D2 :

ST - symptomatique (3 /24 — 8 %)

oT

1 lot sur 4

Pas de signes cliniques. Mortalité entre
0 et 4 %. Ecouvillons de branchies des
lots OT3 et OT4 fortement positifs a
J+10

17G2

16G3
17D1
23G1

: OT1 - symptomatique (1/85—1,2 %)
17D2:

OT2 - symptomatique (2 / 84 — 2,4 %)

: OT1 + OT4 - symptomatique (6 / 84 : 7,1 %)

: OT3 : symptomatique (0 / 140 — 0 %)

: OT1 + OT2 + OT3 + OT4 — symptomatique (0 %)

SK

6 lots sur 6

Lot SK1 symptomatique (taux de
mortalité : 30 %). Mortalité entre 1,4 %
et 18, 6 % pour les autres lots. ADN du
CEV détecté dans des cadavres des lots
SK1, SK2, SK3 et SK4 ainsi que dans
les écouvillons de branchies des lots
SK1, SK2 et SK3 (autres lots non
prélevés)

19G1
20D1

20D3
19G2
19G3
16D2
15G1
15G2
15G3

: SK6 — symptomatique (0 /23 - 0 %)
: SK3 - pas de signes cliniques de KSD
20D2 :

SK2 - pas de signes cliniques de KSD

: SK1 - pas de signes cliniques de KSD

: SK5 - pas de signes cliniques de KSD

: SK2 + SK4 + SK5 - pas de signes cliniques de

: SK3 - pas de signes cliniques de KSD

: SK1 - pas de signes cliniques de KSD

: SK2+SK4+SK5+SK6 — pas de signes cliniques de KSD
: SK2+SK4+SK5+SK6 — pas de signes cliniques de KSD

MK

0 lot sur 1

Une carpe Koi morte sans signe
clinique et CEV-négative. Pas
d’écouvillon de branchies fait.

16D1

: symptomatique (0 /50 — 0 %)

YS

1 lot sur 1

Pas de mortalité ni de signe clinique
Ecouvillons de branchies a J+15 et J+21
CEV-négatifs

18D3 :

symptomatique (0 /48 — 0 %)

2 lots sur 2

Un seul individu mort dans le lot K1, non
analysé. Pas de signes cliniques de
KSD. Pas d'écouvillon de branchies fait.

17G1

: symptomatique (0 /88 - 0 %)

Importés en 2017 et 2018 du Japon

Pas de signes cliniques du CEV observé en 2019

23G2

: symptomatique (0/5-0 %)

FR

Achetés en France — signes cliniques de KSD suite a

l'importation d’avril 2019. Pas de confirmation par qPCR sur

ce lot.

15D1

: pas de signes cliniques de KSD
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4. Conclusion et discussion

4.1. Techniques de prélevement utilisables pour dépister le
CEV

Compte tenu du peu de connaissances disponibles a propos du CEV, et
notamment de l'absence de lignée cellulaire permettant son isolement, aucune
technique de détection des anticorps dirigés contre le CEV n’a été développée. Le
CEV est donc recherché uniquement de maniere directe. La technique de référence

actuelle consiste a rechercher TADN du CEV par qPCR.

Jusqu’a présent, les publications faisaient uniguement référence a des dépistages
du CEV post-mortem. L’ADN du CEV était le plus souvent recherché dans des broyats
de branchies. Notre étude montre qu'il est également possible de détecter TADN du
CEV dans des écouvillons de branchies. Cette derniére technique est non-létale, et
permet d’envisager le dépistage de davantage d’individus, notamment de ceux a forte
valeur économique ou sentimentale. Néanmoins, nous n’avons pas pu comparer la
charge virale d’'un écouvillon et d’'un broyat de branchies d’'un méme individu. Ainsi,

une éventuelle différence de sensibilité de ces deux méthodes n’a pas été déterminée.

A notre connaissance, aucune publication n’évoque la recherche du CEV dans
l'eau ou sur les surfaces immergées. Cependant, le CEV a pu étre transmis, de
maniére non systématique, a partir de I'eau de bassins contenant des carpes Koi
présentant des signes cliniques de KSD (Murakami et al. 1978). Nous avons dans
notre étude pu détecter TADN du CEV dans l'eau et les écouvillons de poches
d’importation de certains lots, ainsi que dans I'eau d’'un aquarium contenant des carpes
Koi en phase clinique. Prélever de I'eau, que ce soit dans une poche de transport ou
dans un aquarium, est facile et ne nécessite pas de manipuler les carpes. Néanmoins,
les charges virales détectées étaient souvent faibles et a la limite du seuil de détection,
ce qui dans ce cas particulier ne permet pas vraiment de tirer des conclusions
(prélévement non approprié et impossibilité d’exclure une contamination post-
prélevement). De plus, lors des infections expérimentales réalisées par Murakami,
linfection a partir de 'eau d’'un bassin infecté était aléatoire, et ce méme en
concentrant I'eau par évaporation, ce qui laisse penser que peu de particules virales
sont présentes dans I'eau. Ainsi, les résultats des qPCR réalisées sur des échantillons
d’eau ou des écouvillons environnementaux doivent étre interprétés avec précaution

et ne peuvent pas permettre d’exclure la présence du CEV dans le lot.
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4.2. Role des importations de carpes Koi dans la circulation
du CEV au sein de la Pisciculture d’Estalens

L’ADN du CEV a été détecté en 2019 dans I'eau et/ou les écouvillons de poche
d’'importation de 16 lots sur 21, provenant de 7 éleveurs différents sur un total de 8.
Ce résultat montre que le CEV est présent dans de nombreux élevages de la
préfecture de Niigata au Japon. Les premiers foyers de KSD ont été détectés au Japon
dans les années 1970s, et ce dans plusieurs préfectures, notamment celles de Niigata
et d’Hiroshima (Hosoya, Suzuki 1976 ; Murakami et al. 1978 ; Oyamatsu, Hata, et al.
1997). De plus, le CEV a été détecté dans les années 2000 dans plusieurs élevages
de la province de Niigata (Amita et al. 2002). Les élevages de carpes Koi de cette

province semblent étre un réservoir du CEV depuis plusieurs décennies.

Le fait de pouvoir détecter TADN du CEV dans I'eau de transport suggére une
réplication virale pendant le transport. Cependant, la seule détection de 'ADN du CEV
ne permet pas d’affirmer que les poches contenaient des virions infectants. Ne
disposant pas de méthode d’'isolement du CEV in vitro, seule 'analyse génétique du
CEV détecté dans I'eau d’'importation puis dans les carpes Koi post-importation peut
conforter 'hypothése d’'une importation de virions infectants du CEV. Des séquences
du CEV obtenues a partir de I'eau d’importation et de carpes Koi de lots provenant de
I'éleveur SK sont identiques entre elles, et différentes de toutes les autres séquences
détectées a la Pisciculture d’Estalens. On peut considérer, au moins pour les lots
provenant de cet éleveur, que l'origine de l'infection par le CEV se situe en amont de
limportation, et que des virions infectants ont été importés en méme temps que les

carpes Kaoi.

Les analyses phylogénétiques réalisées précédemment montrent une association
entre les génogroupes et les hétes : ainsi le génogroupe | est inféodé aux carpes
communes alors que le génogroupe Il est rencontré trées majoritairement chez les
carpes Koi (Way, Stone 2013 ; Matras et al. 2017), et ce bien que la démonstration ait
ete faite que les virus des deux génogroupes puissent infecter aussi bien les carpes
communes gque les carpes Koi (Adamek, Oschilewski, et al. 2017). Le cas décrit aux
Etats-Unis est particulierement marquant car la carpe Cyprinus carpio n’est pas une
espéce endémique du continent. Le CEV détecté chez les carpes communes

appartient au génogroupe | alors que celui détecté chez les carpes Koi appartient au
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genogroupe Il (Padhi et al. 2019). L’hypothése principale avancée est que le CEV a
co-évolué avec les populations de carpes. La carpe sauvage présente une divergence
génétique nette entre les populations de l'ouest (Cyprinus carpio carpio) et les
populations de l'est (Cyprinus carpio haematopterus). Les carpes Koi ont été
sélectionnées a partir d'une souche colorée de carpes présentes en Chine et
appartiennent donc a la sous-espéece Cyprinus carpio haematopterus. L’hypothése est
donc que les deux génogroupes du CEV sont la conséquence évolutive d’'une
séparation géographique de ces deux populations virales, comme cela a été le cas
pour les carpes Cyprinus carpio. Les échanges commerciaux, aussi bien de carpes
communes (provenant principalement d’Europe de [I'Est) que de carpes Koi
(originaires du Japon) auraient ensuite réparti le CEV au niveau mondial. Comme on
peut le voir dans la Figure 15 (page 65), des séquences identiques sont détectées
dans des prélevements séparés de plusieurs années. C’est notamment le cas entre
les séquences CyPP-3 (Japon — 1996) et KX254021 (Royaume-Uni — 2013) ou bien
les séquences 2018-33-Ml, 2018-19-OT et 2019-OT4EB13.4n°2 qui sont identiques a
deux séquences détectées au Royaume-Uni en 2013 et aux Etats-Unis en 2014. Ainsi,
il semblerait que I'évolution génétique du CEV, du moins sur cette partie du gene P4a,

soit lente.

Nos résultats montrent avec certitude que les achats de carpes Koi, notamment
depuis certains élevages japonais, sont une porte d’entrée pour le CEV dans les
infrastructures des grossistes — importateurs de carpes Koi. Ceci conforte 'hypothése
d’'une répartition aujourd’hui mondiale du CEV consécutive aux échanges
commerciaux de carpes. Notre étude est néanmoins trop restreinte pour estimer

'impact de ces importations sur la circulation réelle du CEV en France.

D’autre part, nous avons observé l'apparition de signes cliniques de KSD sur
certains lots présents a la Pisciculture d’Estalens en dehors de la phase post-
importation. Ce fut notamment le cas de lots achetés en France en décembre 2018 qui
ont exprimé une forme cliniqgue de KSD en avril-mai 2019 et des lots achetés au Japon
en avril 2019 qui ont exprimé des signes cliniques de KSD en février-mars 2020. Dans
les deux cas, la suspicion clinique a été confirmée par la détection de 'ADN du CEV
dans des broyats, des écouvillons de branchies et/ou I'eau des aquariums. Dans les
deux cas, presque tous les aquariums contenant des carpes Koi ont vu apparaitre des

signes cliniques de KSD. De plus, deux autres épisodes de KSD clinique, sans
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confirmation par gPCR, ont été observés en dehors de toute importation en janvier
2019 et aolt 2020. L’étude des séquences nucléotidiques du CEV impliqué en février
— mars 2020 est en défaveur d’une réactivation synchrone du CEV qui a été importé
avec les carpes japonaises. Cependant, l'origine de ces contaminations demeure

inconnue.

Les aquariums ne communiquent pas directement entre eux mais sont
suffisamment proches pour permettre des projections de gouttes d’eau entre voisins.
La premiere question qui se pose est de savoir si un premier aquarium est contaminé
puis que le CEV se propage de proche en proche, ou si une source contamine tous
les aquariums en paralléle. La chronologie d’apparition des signes cliniques, a chaque
fois de proche en proche, est en faveur de la premiere hypothése. Cependant, méme
dans ce cas, la question de l'origine de la contamination du premier aquarium reste
entiere. Le CEV provient-il de lintérieur des infrastructures ou de I'extérieur ? S'il
provient de lintérieur, existe-t-il une forme latente, une circulation a bas-bruit dans
certains lots ou chez d’autres espéces, ou bien des particules virales infectantes

résistent-elles dans I'environnement plusieurs mois ?

Les importations de carpes Koi depuis le Japon participent a I'introduction de CEV
dans les infrastructures de la Pisciculture d’Estalens. Cependant, il est clair que les
importations ne sont pas directement impliquées dans toutes les épizooties de KSD
qui ont eu lieu a la Pisciculture d’Estalens. De nouvelles études sont nécessaires pour

comprendre comment le CEV persiste dans les infrastructures.
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4.3. Detection du CEV apres importation ou apres
apparition de signes cliniques de KSD et risque de
dissémination en aval

Pour rappel, du sel (concentration finale : 0,6 %) a été ajouté dans les aquariums
de tous les lots de carpes Koi achetés en 2019 dés leur arrivée et a tous les lots
présentant des signes cliniques de KSD dés leur apparition. Les individus importés ont

également recu un traitement antibiotique et antiparasitaire.

Le suivi de I'excrétion du CEV hors contexte d'importation n’a été réalisé que sur
un seul lot (lot 2019-FR21G1), ce qui ne permet pas d’étre représentatif. Dans ce cas,
I’ADN du CEV a été détecté dans les branchies de carpes Koi vivantes ou mortes
pendant 31 jours aprés I'apparition des signes cliniques. Les signes cliniques de
KSD avaient disparu dans les 24 heures suivant I'initiation de traitement par balnéation
dans de I'eau salée et n’étaient pas reparus a l'arrét du traitement. Les charges virales
les plus importantes ont été détectées dans les écouvillons de branchies réalisés deux

jours apreés I'apparition des signes cliniques.

Une seule étude expérimentale montre un suivi de la charge virale en CEV dans
les branchies de carpes Koi infectées aprés cohabitation. Dans cette étude, les
charges virales présentes dans les broyats de branchies des carpes Koi entre 2 et 15
jours post-infection sont de I'ordre de 10* & 10° copies ADN du CEV pour 250 ng d’ADN
total (Adamek, Oschilewski, et al. 2017). Dans le cas du lot 2019-FR21G1, les charges
virales sont beaucoup plus faibles. Ainsi, deux jours aprées le début des symptémes un
écouvillon de branchies est CEV-négatif alors que les charges virales dans les autres
sont de I'ordre de 102 a 102 copies CEV pour 250 ng d’ADN. Pour les autres dates,
moins de 50 copies CEV pour 250 ng d’ADN sont détectées et de nombreux

prélevements sont CEV-négatifs, y-compris pour certains cadavres.

Le traitement par balnéation dans 0,5 % de sel permet de réduire I'expression des
signes cliniques et les |ésions branchiales (Suzuki, Fukuda 1987 ; Oyamatsu 1996 ;
Seno et al. 2003). Il est donc probable que ce traitement permette aussi de réduire la

charge virale présente dans les branchies, ce qui pourrait expliquer ces résultats.
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En ce qui concerne les importations, la survenue de signes cliniques de KSD, le
taux de mortalité et la durée de la détection du CEV dans les branchies sont trés
variables et aucun schéma ne semble se dessiner. L’ADN du CEV est détecté
jusqu’a 10 - 15 jours post-importation pour certains lots asymptomatiques et 31
jours post-importation pour le lot symptomatique SK1. De maniere générale, les
charges virales détectées sont trés faibles : de I'ordre de 10 a 100 copies CEV pour
250 ng d’ADN total. On notera cependant deux exceptions chez qui les charges virales

ont pu atteindre 10* a 10° copies pour 250 ng d’ADN total :

e Certains cadavres du lot 2019-SK1, dont les individus ont montré des signes
cliniques de KSD et 30 % de mortalité ;
e Les écouvillons de branchies a J+10 des lots 2019-OT3 et 2019-OT4.

Lors des importations, I'historique des carpes Koi n’est pas connu. Ainsi il est
possible que les individus achetés aient déja été infectés par le CEV. De plus, les
méthodes d’élevage et d’emballage sont différentes en fonction des éleveurs. D’autre
part, il est possible que certaines lignées de carpes Koi soient moins sensibles a la
KSD que d’autres. En effet, il a déja été montré que toutes les carpes Cyprinus carpio
ne présentent pas la méme sensibilité a cette infection, et notamment que certaines
carpes communes asiatiques (Cyprinus carpio haematopterus) originaires du fleuve
Amour sont résistantes au CEV et ne développent pas de signes cliniques lorsqu’elles
sont infectées par le CEV (Adamek, Oschilewski, et al. 2017). Enfin, bien que les CEV
détectés dans les prélevements réalisés a la Pisciculture d’Estalens semblent proches,
il est possible que certaines variations génétiques entrainent une modification de la

pathogénicité.

On notera la présence dans notre étude de nombreux prélévements CEV-négatifs.
Dans une moindre mesure, une campagne d’épidémio-surveillance réalisée au Japon
a également montré la présence de prélevements CEV-négatifs, et ce alors méme que
les individus présentaient des signes cliniques de KSD. Seuls 87 % des échantillons
contenaient ’ADN du CEV (Amita et al. 2002). Lorsque ce sont des écouvillons de
branchies d’individus asymptomatiques, on peut penser que tous les individus ne sont
pas infectés en méme temps. Cependant lorsqu’il s’agit de poissons morts au sein
d’un lot ou le CEV a été détecté et/ou présentant des signes cliniques de KSD, le role
du CEV dans cette mortalité doit étre questionné. Le cas du lot 2019-SK2 est étonnant :
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pratiguement tous les individus morts sont CEV-négatifs alors qu’en paralléle 'ADN
du CEV est détecté dans les écouvillons de branchies. Les Iésions causées par le CEV
sont-elles trop séveres pour permettre une guérison, et ce méme sile CEV est éliminé
par le systeme immunitaire, ou bien cette mortalité est-elle imputable a une autre

cause ?

Suivre la présence (ADN), la multiplication (ARNm) et le statut immunologique
(anticorps anti-CEV) de maniere individuelle et suivie au cours du temps pourrait
permettre de mieux comprendre si le CEV est impliqué dans ces cas de mortalité ou
les cadavres sont CEV-négatifs. De plus, une telle étude permettrait de comprendre la
dynamique d’infection des différents individus d’un lot. Le fait de détecter '’ADN du
CEV ne signifie pas que les poissons excretent une forme infectante du CEV, il pourrait
s’agir de traces résiduelles. L’idéal serait de disposer d’'une méthode d’isolement viral

in vitro pour confirmer que les échantillons contiennent des particules infectantes.

L’état actuel des connaissances ne permet pas d’estimer précisément la durée
d’excrétion du CEV, ni de savoir si tous les individus infectés réussissent a éliminer le
virus de leur organisme. La durée d’excrétion au niveau du lot est d’au moins 10 — 15
jours pour certains lots asymptomatiques et d’au moins un mois pour certains lots
symptomatiques. A la lumiére de ces éléments, une quarantaine de plus de deux
semaines est conseillée lors d’achats de carpes Koi susceptibles d’étre infectées par
le CEV. Pour les carpes Koi ayant présenté des signes cliniques de KSD, surtout si de

la mortalité a eu lieu, une quarantaine de plus d’'un mois est conseillée.

Cette quarantaine a deux objectifs : éviter la contamination d’autres lots au sein

des infrastructures et limiter la dissémination du CEV via les ventes.

L’eau et le matériel entrant en contact avec les carpes Koi peuvent servir de vecteur
mécanique. Il est donc nécessaire de désinfecter tout le matériel en contact direct ou
indirect avec les individus importés, ainsi que I'eau de sortie des aquariums, et ce a
minima durant la période de quarantaine ou en présence de signes cliniques de KSD.
Ces désinfections visent a limiter les risques de contamination entre les lots mais aussi

de I'’environnement.
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Chapitre 2 : Tentative d’isolement du CEV sur culture
cellulaire et sur embryons de carpe Koi

1. Introduction

L’isolement du CEV a été essayé sans succés sur de nombreuses lignées
cellulaires et cultures primaires (cf. Tableau 2, page 21). Seule l'utilisation d’explants
de branchies a permis la réplication ex vivo du CEV (Adamek, Oschilewski, et al. 2017).
Dans les régions ou la carpe est consommeée, il est possible de récupérer des
branchies aprés abattage pour réaliser ces explants. Ce n’est pas le cas dans le Sud-
Ouest de la France et cette méthode nécessiterait d’euthanasier des carpes dans ce
seul but. De plus, la réplication virale obtenue par cette méthode est faible. Cette
technique nécessiterait donc I'utilisation de nombreux explants. C’est pourquoi elle ne
sera pas utilisée ici. La réplication in vitro du CEV pourrait néanmoins connaitre de
nombreuses applications, tant en recherche que sur le terrain. On peut notamment
citer le séquencage du génome qui serait plus facile qu’a partir d’échantillons de terrain
relativement peu concentrés en ADN du CEV, le développement d’'un vaccin ou encore
la détection d’anticorps neutralisants dans des échantillons. Nous rechercherons donc

une méthode alternative permettant d’isoler le CEV in vitro.

En ce qui concerne le Salmon gillpox virus, plus proche parent connu du CEV, un
variant canadien a pu étre isolé sur une lignée cellulaire obtenue a partir d’embryons
de saumon royal : CHSE-214 (LeBlanc et al. 2019), lignée sur laquelle le CEV n’a pas
pu étre isolé (Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ; Lewisch et al. 2015). Par analogie, on peut
supposer que l'isolement viral du CEV serait possible sur des cellules embryonnaires
de carpe Cyprinus carpio. Deux lignées cellulaires obtenues a partir d’'embryons de
carpe Koi ont été testées sans succeés par Oyamatsu dans la cadre de sa thése
universitaire. Cependant, I'expérience réalisée par Oyamatsu n’a duré que 2 semaines
alors que l'effet cytopathique n’a été visible qu’au bout de 21 jours dans I'étude sur le
Salmon gillpox virus. De plus, les caractéristiques des cellules utilisées par Oyamatsu
ne sont pas préecisées, or de nombreux types cellulaires peuvent étre obtenus a partir
d’embryons de poisson. Nous essaierons de multiplier le CEV sur une culture primaire
de cellules embryonnaires issues de blastulas. A notre connaissance, aucune tentative
n'a été faite sur des ceufs embryonnés de carpe, nous essaierons donc également

d’en infecter.
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Les ceufs embryonnés sont fournis par la Pisciculture d’Estalens. Un protocole
d’induction de la ponte est mis en place pour permettre d’obtenir les ceufs a la date

souhaitée et de pouvoir, si besoin, réaliser une fécondation artificielle.

2. Matériels et méthodes

2.1. Obtention des ceufs embryonnés de carpe Koi

Les ceufs embryonnés de carpes Koi sont obtenus auprés de la Pisciculture
d’Estalens. Les procédures de synchronisation de la ponte et de fécondation artificielle
permettent d’obtenir des alevins issus de croisements controlés et d’augmenter le
nombre d’alevins viables par rapport a un frai naturel. Le nombre d’ceufs obtenu est
supérieur aux besoins de la Pisciculture et une partie est détruite. Parmi les ceufs

devant étre détruits, une partie est récupérée et transférée au laboratoire.

La synchronisation hormonale du frai peut suivre deux approches (Yaron 1995) :

— Papproche hypophysaire qui consiste en pratique a administrer de
I'hypophyse de carpe, ce qui a pour effet d’apporter de grandes quantités de
gonadotrophines, stimulant directement les gonades ;

— lapproche hypothalamique qui consiste a stimuler 'hypophyse en mimant
'action de la GnRh et en inhibant I'action de la dopamine, ce qui entraine la

production de gonadotrophines endogénes puis la stimulation des gonades.

La seconde approche évite l'utilisation de produits issus de carpes qui pourraient
hypothétiqguement transmettre des pathogénes. De plus, I'extrait hypophysaire de
carpe est un produit cher non disponible en petit conditionnement, ce qui le rend
economiquement non utilisable pour cette application. Un protocole utilisant de la
Gonadoréline (Cystoréline® - CEVA santé animale) et du métoclopramide
(Primperan® 10 mg — solution injectable — Laboratoire Sanofi Aventis France ou
Metomotyl® 5 — solution injectable — Dechra veterinary products) en une injection pour
les males et deux injections pour les femelles a été choisi a partir des différents

protocoles étudiés chez la carpe argent (Abd Ellatif, Akar 2013).
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Pour chaque ponte, des carpes Koi agées de 2 a 3 ans sont sélectionnés. Une
attention particuliere est portée au choix des femelles qui doivent présenter un
abdomen distendu, signe de la possible présence d’'ovocytes matures. Les injections
sont réalisées par voie intrapéritonéale sous anesthésie légere au phénoxyéthanol en

titration.

Les femelles recoivent deux injections a 8 heures d’intervalle. La premiere contient
2 ng/kg de gonadoréline et 20 mg/kg de métoclopramide. La seconde contient 18 pg/kg
de gonadoréline et 10 mg/kg de métoclopramide. Les males recoivent une injection

unigue contenant 20 pg/kg de gonadoréline et 20 mg/kg de métoclopramide.

|

Figure 17 : Injection intra-péritonéale réalisée sur une femelle carpe Kol anesthésiée afin d'induire le
frai

Dans un premier temps, on a essayé de récupérer les ceufs fécondés apres un frai
naturel dans un bassin. Les ceufs de carpes étant adhérents, une solution contenant
12 g/l de lait de vache et 1 g/l de sel a été utilisée pour décoller les ceufs de leurs
supports (El-Gamal, EI-Greisy 2008). Les ceufs ont ensuite été lavés de multiples fois
avec de I'eau minérale. Une fois transporté au laboratoire, ces ceufs se sont révélés
contaminés par des champignons (genre Saprolegnia) et des bactéries. L'utilisation
d’amphotéricine B et d’antibiotiques (Pénicilline, Streptomycine, Ciprofloxacine et
Cyclines) n’a pas permis d’éliminer ces contaminations. Cet échec a motivé la mise en

place d’'une fécondation artificielle et la désinfection des ceufs.

Pour les pontes suivantes, les males et les femelles sont maintenus séparés de
maniére a éviter un frai naturel. Dans les 12 a 24 heures suivant la derniére injection,
la laitance et les ceufs sont récoltés par stripping (taxis externe) sous anesthésie (bain

de phénoxyéthanol en titration).
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Lorsqu’elle rentre en contact avec 'eau, la laitance forme rapidement un gel, il est
donc nécessaire de ne pas la diluer avant de la mettre en contact avec les ceufs. Quant
aux ceufs, ils se collent entre eux et aux substrats lorsqu’ils rentrent en contact avec
de 'eau. Les ceufs sont immédiatement déposés dans des boites en couche unique,
puis la laitance et de 'eau minérale sont ajoutées afin de recouvrir les ceufs. Les boites
seront déplacées aprés 2 heures de repos, et ce afin de ne pas perturber la
fécondation et les premieres divisions cellulaires. Pendant ce délai, les ceufs gonflent

et se collent aux parois et entre eux.

Figure 18 : Récolte sous anesthésie de la laitance (en haut) et des ceufs (en bas) de carpe Koi.
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2.2. Préparation de la culture primaire de cellules
embryonnaires de carpe Koi

Aucun protocole de culture primaire de cellules embryonnaires de carpe Cyprinus
carpio n’a a notre connaissance été publié. Cependant, plusieurs protocoles ont
permis d’obtenir des lignées cellulaires a partir de cellules embryonnaires d’autres
especes de poissons. L'obtention des cellules embryonnaires peut étre effectuée a
différents stades de développement. Si I'on préléve des cellules a partir de gastrulas,
les cellules sont déja partiellement différenciées. Cela conduit a 'obtention de lignées
cellulaires différenciées, comme ce fut par exemple le cas chez le poisson zebre
(Danio rerio) a partir duquel des lignées épithélioides et fibroblastiques ont pu étre
développées (Driever, Rangini 1993). Au contraire, les cellules de blastula
(blastoméres) permettent d’obtenir des lignées de cellules souches embryonnaires
pluripotentes. Néanmoins, ces cellules nécessitent des milieux de cultures plus

complexes pour permettre leur division et éviter leur différenciation.

Afin d’obtenir des cellules embryonnaires pluripotentes, notre protocole est inspiré
de trois publications qui ont permis I'élaboration de lignées cellulaires pluripotentes a
partir de cellules embryonnaires de Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus), de Bar du
Japon (Lateolabrax japonicus), et de Morue de I'Atlantique (Gadus Morhua) (Fan et al.
2017 ; Chen et al. 2003 ; Holen et al. 2010).

Certains éléments nécessaires a la fabrication de ce milieu de culture ne sont pas
commercialisés. Il s’agit du sérum de poisson et de I'extrait d’'embryon de poisson. Il a
été montré que les cellules souches embryonnaires de Tilapia du Nil ont une meilleure
croissance lorsque le sérum et I'extrait d’'embryon utilisés proviennent de la méme
espece. Cependant, il est possible d’utiliser du sérum d’'une autre espéce de poisson
en remplacement sans compromettre la viabilité cellulaire (Fan et al. 2017). Obtenir
des ceufs embryonnés de carpe Koi auprés de la Pisciculture d’Estalens pour fabriquer
I'extrait d’'embryon de carpe n’a pas posé de probleme. Cependant, la carpe n’est pas
une espéce fréequemment consommeée dans les sud-ouest de la France et il était donc
impossible de récupérer du sang de carpe au moment d'un abattage pour la
consommation humaine. |l a donc été décidé d’utiliser du sérum de truite arc-en-ciel

(Oncorhynchus mykiss).
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Le sang de truite a été obtenu auprés de la Ferme du Ciron (47 420 — Allons), qui
éleve des truites, les abat et les transforme sur site. Ce sang a été immédiatement
placé dans des tubes pour centrifugation de 50 ml et transportés vers le laboratoire.
Afin de séparer le sérum du culot globulaire, le sang est d’abord centrifugé 10 minutes
a 2000 rpm. Toutes les manipulations suivantes sont faites sous poste de sécurité
biologique. Le sérum est filtré a 0,22 um et placé 30 minutes dans un bain marie a
56°C afin d’inactiver le complément. Au cours de la phase de chauffage, le sérum se
gélifie. Il reste cependant manipulable et les pipetages le liquéfient. Des aliquots de 5

ml sont faits et stockés au congélateur (- 20 °C).

L’extrait d’embryon est réalisé a partir des ceufs embryonnés de carpes Koi
obtenus a la Pisciculture d’Estalens. Les manipulations suivantes sont réalisées sous
poste de sécurité microbiologique. Environ 24 heures aprés fécondation, maintenus a
des températures comprises entre 20 et 25 °C, les ceufs embryonnés sont lavés 3 fois
avec du PBS stérile (phosphate buffered saline). lls sont ensuite placés dans une boite
de pétri et immergés 2 minutes dans une solution d’eau de Javel diluée dans de I'eau
bi-distillée (concentration finale en hypochlorite de sodium : 1,0 %). Les ceufs sont de
nouveau rincés 3 fois avec du PBS stérile, en respectant un temps de trempage
d’environ 3 minutes aprés le premier ringage. Les ceufs sont ensuite homogénéisés
sur glace a 'aide d’'un homogénéisateur de Dounce. L’homogénat est transféré dans
des tubes de 2 ml et centrifugé 30 min a 13 000 rpm. Le surnageant est ensuite filtré

a 0,22 um, aliquoté et stocké a — 20 °C.

La composition du milieu de culture est détaillée dans le Tableau 13, page 87.
Compte tenu des problemes de contamination fongique rencontrés lors de la premiére
ponte, il a été décidé d’ajouter de 'amphotéricine B au milieu. Dans les protocoles
appliqués aux cellules embryonnaires de Tilapia du Nil (Oreochromis niloticus), Bar du
Japon (Lateolabrax japonicus), et Morue de [I'Atlantique (Gadus Morhua), la
concentration en extrait d’'embryon homologue et en sérum variait respectivement
entre 0,1 et 1,0 % et entre 0,2 et 1,0 % (Fan et al. 2017 ; Chen et al. 2003 ; Holen et
al. 2010). Dans ce protocole, I'extrait d’embryon de carpe sera utilisé a 0,2 % et le
sérum de truite a 1,0 %. En 'absence de comparaison publiée des effets de différentes
concentrations de ces deux éléments sur la croissance des cellules embryonnaires,

ce choix est principalement motive par les quantités disponibles de ces deux produits.
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Composant Quantité Concc_entration
pour 500 ml finale
DMEM High glucose (Gibco) Qsp 500 ml /
HEPES solution a 1M (Gibco) 10,0 ml 20 mM
Pénicilline — Streptomycine 100 X (Gibco) 5,0 ml 1X
Amphotéricine B 250 X (Gibco) 2,0 ml 1X
Sérum de veau feetal (Gibco) 75,0 ml 15%
FGF-basic human recombinant (Sigma) en solution a 10 pug/ml 0,5 ml 10 ng/ml
Extrait embryon de carpe 1,0 ml 0,2%
Sérum de truite (complément inactivé par traitement thermique) 5,0 ml 1%
Glutamine 200 mM (Sigma) 5,0 ml 2mM
Na-Pyruvate 100 mM (Sigma) 5,0 ml 1mM
Non essential amino acids 100 X (Sigma) 5,0 ml 1X
gl—l:‘r;zrs'(;a(pgicgcég?anol (Sigma) 55 mM en solution dans DMEM high 0,5 ml 55 nM
Na-selenite 2 mM (Sigma) 0,5 ml 2 nM

la?leau 13 : Composition du milieu utilisé pour la culture primaire de cellules embryonnaires de carpe
Ol

Les ceufs sont observés sous loupe binoculaire deux heures aprés la fécondation
pour vérifier qu’ils soient bien fécondés (Figure 19 (A), page 88). Environ 4 heures
apres fécondation, les embryons sont de jeunes blastulas. Les ceufs sont alors
transférés sous poste de sécurité microbiologique et lavés 3 fois avec du PBS
(phosphate buffered saline), immergés 2 minutes dans une solution d’eau de Javel
diluée dans de I'eau bi-distillée (concentration finale en hypochlorite de sodium : 1,0 %),
puis rincés trois fois avec du PBS. Chaque puits d’'une plaque de culture de 96 puits
(P96) est rempli avec 100 pl de PBS. A l'aide de deux pinces fines, 3 a 6 ceufs sont
placés dans chaque puits et ouverts de maniére a laisser le contenu des ceufs se
répandre dans le puits. Le chorion vide est retiré et jeté. Les cellules sont dissociées
par pipetage délicat. Le contenu des chaque puits est ensuite transféré vers les puits
d’'une P96 a fond en U. La plaque est centrifugée 8 minutes, le surnageant est retiré
et le culot cellulaire délicatement suspendu dans 100 pl de PBS. Deux nouveaux
rincages avec du PBS sont réalisés, puis un rincage avec le milieu de culture. Les
cellules sont ensuite transférées vers une P96 a fond plat préalablement recouverte
de gélatine® et contenant 100 pl de milieu de culture (volume total de milieu : 200 pl).

Deux P96 sont ainsi préparées. Une est placée a température ambiante et I'autre en

3 Une solution stérile de gélatine de peau de porc diluée dans de I'eau bi-distillée est chauffée a
37 °C puis déposée de maniére a recouvrir le fond de chaque puits. L’excédent est ensuite retiré laissant
une tres fine couche de gélatine au fond des puits.
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incubateur & 37 °C avec 4 % de CO:2. Les premieres cellules obtenues sont des
blastomeres : cellules de grande taille hétérogénes (Figure 20). Les cellules adhérent
en quelques heures a la couche de gélatine. Les blastomeres se divisent en cellules
de plus en plus petites. En 24 a 48 heures, de nombreuses cellules de tres petite taille

tapissent le fond des puits.

Le milieu de culture est partiellement changé une a deux fois par semaine. Les
cellules sont rapidement confluentes a l'issue de la préparation et forment plusieurs
couches cellulaires. Les cellules sont dissociées en utilisant une solution de trypsine —
0,05 % / EDTA 0,02 % a température ambiante pendant 5 a 10 minutes. L’inactivation
de la trypsine est réalisée a I'aide de I'ancien milieu de culture. Une fois les cellules

transférées dans les nouveaux puits, du milieu de culture neuf est ajouté si nécessaire.

Figure 19 : Oeufs embryonnés de carpe Koi observés a la loupe binoculaire 2 heures (A) et 7 heures
(B) apres la fécondation. Chaque ceuf mesure environ 0,7 mm

Figure 20 : Cellules embryonnaires (blastomeres) de carpe Koi observées dans I'heure ayant suivi leur
préparation (grossissement x100)
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2.3. Infection des ceufs embryonnés de carpe Koi

Les ceufs de carpe sont entourés par une enveloppe de fertilisation qui se durcit au
contact de I'eau et se transforme en chorion. Le chorion est une structure composée
de quatre couches perforées par des pores mesurant moins d’un micromeétre de
diameétre intérieur (Renard et al. 1990). Il est possible que cette protection empéche la
pénétration du CEV a l'intérieur de I'ceuf et donc l'infection des embryons. La digestion
du chorion par une solution de trypsine sans atteinte de l'intégrité de I'embryon est
possible (Renard et al. 1990 ; Suzuki et al. 1997). Le chorion des ceufs embryonnés
sera donc altéré par I'action de la trypsine afin de permettre I'entrée des virions dans
I'ceuf.

Aprés désinfection a I'eau de Javel, une partie des ceufs n’est pas utilisée pour la
culture primaire de cellules embryonnaires de carpes et est conservée pour l'infection
des ceufs embryonnés. Les ceufs sont alors de nouveau placés dans de I'eau minérale
et maintenus a 15 °C jusqu’a ce que les vésicules optiques soient visibles. Les
embryons viables ayant atteint ce stade sont transférés vers des puits de P48 (10 ceufs
par puits). lls sont rincés deux fois avec de I'eau minérale puis de nouveau désinfectés
par trempage 2 minutes dans une solution d’hypochlorite de sodium a 1,0 %. Les ceufs
sont ensuite rincés 3 fois avec du PBS. Le PBS est ensuite retiré et 200 pl de trypsine
0,05 % - EDTA 0,02 % sont ajoutés et laissés agir 5 minutes a température ambiante
afin d’altérer le chorion. A l'issue des 5 minutes, I'excés de trypsine — EDTA est retiré
et 500 pl de milieu de culture complet utilisé pour la culture primaire des cellules
embryonnaires (cf. Tableau 13, page 87) sont ajoutés.

La mortalité embryonnaire précoce a été trés importante et trés peu d’embryons
ont atteint le stade « vésicule optique ». Ainsi seulement 50 embryons ont pu étre
infectés 72 heures post-fécondation. Le milieu de culture est retiré est remplacé par
200 pl d’inoculum issu de broyats de branchies (cf. Chapitre 1 partie 2.2.2, page 37
pour la préparation). Les cing puits contiennent respectivement 200 pl de broyat de
branchies des échantillons 2018-41 (contrdle négatif), 2017-16 (positif), 2019-
SK1.15.4n°3 et 200 pl de broyat de branchies de I'’échantillon 2019-SK1.15.4n°3 dilué
a 1/2 dans du milieu de culture complet pour les deux derniers puits. Au bout d’'une
heure, l'inoculum est retiré et 700 ul de milieu de culture sont ajoutés. Les ceufs
embryonnés sont maintenus a 15 °C afin de ralentir le développement embryonnaire
et de retarder I'éclosion.
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Compte tenu du faible nombre d’embryons infectés, peu de prélévements peuvent
étre faits. Ainsi, un ceuf embryonné et 200 ul de surnageant sont prélevés le lendemain
de [linfection. Le volume de milieu était insuffisant pour pouvoir en prélever
quotidiennement une partie sans avoir a rajouter du milieu de culture neuf. Afin d’éviter
des manipulations supplémentaires aux embryons, il a été décidé de ne pas
renouveler le milieu ni d’effectuer d’avantage de prélévements. Les embryons sont
contrdlés quotidiennement et la mortalité embryonnaire est relevée. L’expérience doit
étre interrompue avant I'éclosion des embryons. A ce moment-la, les embryons et le

milieu sont récoltés. L’ADN du CEV est recherché dans chaque préléevement par gPCR.

2.4. Infection de Ila culture primaire de cellules
embryonnaires de carpe Koi

L’infection des cellules obtenues a partir des embryons de carpe Koi est réalisée a
deux moments : 24 heures aprés la préparation de la culture primaire et au moment

du deuxiéme passage de la culture primaire de cellules embryonnaires de carpe Koi.

2.4.1. Infection des cellules 24 heures apres la préparation de
la culture primaire

Les échantillons 2017-41 (contrble négatif), 2017-16, 2019-OT3.EB13.4n°5, 2019-
FR21G1.EB13.4n°5 et 2019-SK1.15.4n3 sont utilisés pour infecter la culture primaire
24 heures apres sa préparation. Chaque inoculum est utilisé pour infecter 8 puits. Pour
se faire, le milieu est entierement retiré et remplacé par 50 pl de milieu neuf et 2 pl de
broyat de branchies ou de suspension d’écouvillon de branchies. Des prélevements
de surnageant sont réalisés 3 heures aprés l'infection des cellules : 25 pl par puits, les
prélevements infectés par un méme inoculum sont mélangés. Apres ce prélevement,
du milieu de culture neuf est ajouté et le milieu est partiellement changé une a deux
fois par semaines. L’apparition d’effet cytopathique est contrélée au moins trois fois
par semaine pendant 35 jours. Les cellules d'un puits par type n’inoculum sont
prélevés 23 jours post-infection. Le surnageant est de nouveau prélevé 35 jours post-
infection (pool des 7 puits restants). L’ADN du CEV est recherché par q°PCR dans tous

les prélevements.
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2.4.2. Infection des cellules au moment du deuxieme passage

Des cellules embryonnaires ayant déja été passées une fois et maintenues a 37°C
sont dissociées par action de la trypsine 0,05 % et de 'EDTA 0,02 % a température
ambiante pendant 5 a 10 minutes. L’ancien milieu est conservé et utilisé pour stopper
'action de la trypsine. Les cellules en suspension sont transférées vers les puits
préalablement gélatinés d'une P48 (confluence 50 — 70 %). L’inoculum est
immédiatement ajouté (100 pl par puits) ainsi que 200 pl de milieu de culture neuf
(volume total par puits : 400 pl). Les échantillons utilisés pour réaliser cette infection
sont les échantillons 2018-41 (contréle négatif), 2017-11, 2017-16, 2019-SK1-15.4n°3,
2019-SK1-23.4n°1, 2019-SK1-25.4n°2, 2019-FC2-29.5 et le mélange surnageant —
embryons obtenu apreés l'infection des ceufs embryonnés avec le broyat de branchies
2017-16. Pour chaque inoculum, trois puits sont infectés. Les cellules infectées sont
maintenues a température ambiante, le CEV pouvant perdre sa capacité infectante
lorsqu’il est maintenu a 37 °C (Oyamatsu 1996).

Une partie du surnageant est récoltée 30 minutes, 2, 7, 10 et 14 jours post-infection.
A chaque récolte, 50 ul par puits sont retirés et remplacés par 50 pl de milieu de culture
neuf. Les prélevements des trois puits infectés par le méme inoculum sont mélangés.

L’ADN du CEV est recherché par gqPCR aprés extraction.
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3. Résultats

3.1. Infection des ceufs embryonnés de carpe Koi

Dans chaque puits, entre 6 et 8 embryons sont morts dans les 24 heures ayant
suivi I'infection des ceufs embryonnés, y-compris pour le témoin négatif 2018-41. Ce
marqueur n’a donc pas pu étre utilisé. Tous les embryons sont morts au bout de trois
jours et une prolifération cellulaire est apparue. La présence de cellules se divisant a
motivé la poursuite de I'expérience un jour supplémentaire. L’expérience a donc été
stoppée au bout de quatre jours par le prélevement du contenu total de chaque puits.
Les masses embryonnaires n’étant plus entourées par leur chorion, celles-ci n’ont pas

pu étre prélevées séparément du surnageant.

Les résultats de gPCR sont présentés dans le Tableau 14, ci-dessous.

Tableau 14 : Copies ADN du CEV détectées par qPCR suite a l'infection des ceufs embryonnés

) i i Copies CEV détectées
) i Copies CEV détectées | _
Copies CEV presentes . alJ+4
Inoculum . dans le surnageant a
dans I'inoculum 341 (surnageant + masses
+
embryonnaires)
2018-41 ) ADN du CEV non
Contrble négatif . NA
(200 uh détecté
2017-16
3,4.107 /200 pl 4,5.10%/ 700 pl 3,0.10% /500 pl
(200 pl)
2019-SK1* ADN du CEV non
2,0.10%/ 200 pl 9,4.10%/ 700 pl ) )
(200 uh détecté
2019-SK1* ADN du CEV non ADN du CEV non
1,0.10%/ 200 pl i i i i
(100 pl) + détecté détecté
milieu ADN du CEV non ADN du CEV non
1,0.10%/ 200 pl i i i i
(200 pl) détecté détecté
*2019-SK1 : échantillon 2019-SK1-15.4n°3
NA : non analysé
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Le lendemain de linfection, TADN du CEV n’a pas pu étre détecté dans le
surnageant du puits infecté avec le contrble négatif (2018-41). Cependant, des traces
de ’'ADN du CEV ont été détectées dans I'ceuf provenant de ce méme puits. Il est trés
probable que cette positivité résulte de contaminations. Des traces ADN du CEV ont
également été détectées dans les ceufs des puits infectés prélevés a J1. Les charges
détectées sont insuffisantes pour pouvoir exclure une contamination et les résultats

sur les ceufs prélevés a J+1 ne peuvent pas étre interprétés.

Bien que I'inoculum ait été retiré aprés infection, ’ADN du CEV est détecté dans le
milieu de culture des puits 2017-16 et 2019-SK1-15.4n°3 (noté 2019-SK1 par la suite)
le lendemain de l'infection. La quantité d’ADN viral détecté dans le puits 2017-16 est
inférieure a la quantité présente dans l'inoculum. Cependant, la quantité d’ADN viral
présent dans le puits 2019-SK1 est du méme ordre de grandeur que la quantité
inoculée. A J+4, ’ADN du CEV n’est détectable que dans le puits 2017-16 (charge
similaire a celle détectée a J+1).

Compte tenu de la concentration élevée en ADN du CEV de I'inoculum 2017-16, il
est vraisemblable que la charge détectable a J+4 soit le reflet des restes de 'inoculum.
Pour les autres puits, TADN du CEV n’est plus détectable a J+4. Ainsi, aucune

multiplication virale n’a pu étre mise en évidence au cours de cette expérience.
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3.2. Infection de Ila culture primaire de cellules
embryonnaires de carpe Koi

3.2.1. Infection des cellules 24 heures aprés établissement de
la culture primaire

Aucun effet cytopathique n’a été observé dans les 35 jours suivant l'infection des
cellules. L’ADN du CEV n’a pas été détecté dans le surnageant de culture cellulaire

trois jours apres infection, et ce quel que soit I'inoculum utilisé.

Vingt-trois jours post-infection, 'TADN du CEV a été détecté dans les cellules (sans
le milieu) d’un puits par type d’inoculum, y-compris pour le contrble négatif. Les
charges virales sont du méme ordre de grandeur pour les 5 puits (1,6.10% a 7,8.10?
copies par puits (P96)). La positivité du contréle négatif est probablement due a une
contamination, d’autant plus que les puits contrdle négatifs sont dans la méme boite
gue les puits infectés. La quantité d’ADN du CEV présente dans les cellules des puits
infectés est inférieure ou du méme ordre de grandeur que la quantité inoculée. En
I'absence d’augmentation significative du nombre de copies de 'ADN du CEV dans un

puits, on ne peut pas conclure a une multiplication virale.

3.2.2. Infection des cellules au cours du deuxieme passage

Aucun effet cytopathique n’a été observé dans les 14 jours ayant suivi I'infection.
Les résultats des qPCR reéalisées sur des pools de surnageant sont repris dans le
Tableau 15, page 95.

L’ADN du CEV n’est pas détecté dans le surnageant du contréle négatif. Les puits
infectés avec le broyat d’embryons infectés par I'inoculum 2017-16 ont présenté une
acidification intense du milieu 48 heures post-infection, associée a la mort de la totalité
des cellules. Un des trois puits infectés avec I'inoculum 2017-11 a présenté une
acidification du milieu le dixieme jour post infection. Le milieu a donc été retire, les
cellules rincées deux fois avec du milieu de culture puis 400 pl de milieu neuf ont été

mis dans ce puits.
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On observe dans les puits ayant connu une mortalité cellulaire une légere
augmentation de la charge virale (Tableau 15, ci-dessous). Cependant, du fait de la
mortalité cellulaire, une partie des cellules mortes en suspension ont été prélevees.
Ces prélevements sont donc différents des prélevements de surnageant et sont

difficilement comparables.

Globalement, la charge virale présente dans le surnageant diminue fortement
(Tableau 15, ci-dessous). Dans certains puits (2019-SK1-15.4n°3, 2019-SK1-23.4n°1,
2019-SK1-25.4n°2), une légére variation de la charge virale présente dans le
surnageant entre J7 et J14 est observée. Celle-ci est cependant trop faible, notamment
en comparaison aux charges détectées a JO et J2, pour étre jugée significative.

Tableau 15 : Détection de 'ADN du CEV par qPCR dans le surnageant des puits contenant des cellules
embryonnaires de carpe Kol infectées au cours de leur deuxiéme passage
Nombre de copies ADN du CEV pour 150 pl de surnageant (pool de trois puits)

Jours post-infection | JO J2 J7 J10 J14
2018-41 0,0.10° 0,0.10° 0,0.10° 0,0.10° 0,0.10°
Controle négatif

2017-11 1,1.10° 6,4.10% 3,8.102 1,9.10%* |1,1.10°
2017-16 1,1.10° 9,8.10% 8,5.10 1,5.108 7,0.102
2019-SK1-15.4n°3 1,0.10* 1,6.10% 4,8.10° 7,3.102 1,3.103
2019-SK1-23.4n°1 3,0.10% 7,8.10° 3,8.102 2,8.102 5,5.102
2019-SK1-25.4n°2 1,6.104 1,0.104 1,7.102 7,0.102 7,3.102
2019-FC2 4,0.104 1,6.103 4,2.10* 0,0.10° 0,0.100
Embryons 16 0,0.10° 2,8.10%"

* . mortalité cellulaire compléete dans les trois puits a J2

* . mortalité cellulaire partielle dans un des 3 puits a J10, le milieu a donc été changé
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4. Conclusion et discussion

L’ADN du CEV a pu étre détecté dans des embryons et des cellules embryonnaires
de carpe Koi ayant recu le contréle négatif. Considérant que dans les deux cas les
groupes ayant recu le contrdle négatif étaient dans les mémes boites que les groupes
infectés, il est possible qu’il s’agisse d’une contamination lors des manipulations.
Cependant, sachant que ces embryons et ces cellules proviennent de la méme ponte
obtenue a la Pisciculture d’Estalens ou le CEV est présent et sont issus du méme
croisement, on ne peut pas exclure une contamination des ceufs avant leur transfert
vers le laboratoire, bien que cela soit tres peu probable. Compte tenu du faible nombre
d’ceufs disponibles lors de cette ponte, tous les ceufs ont été utilisés pour ces
expériences et la présence du CEV dans ces ceufs n'a pas été testée en amont.
Cependant, des cultures cellulaires non infectées et maintenues a 37°C ont été testées
apres leur deuxieme passage et le CEV n’a pas pu étre détecté. Il conviendrait de
renouveler ces expériences en s’assurant que le CEV n’est pas initialement présent
dans les ceufs utilisés. Ainsi, le rechercher dans la laitance et les ceufs semble

approprié pour les prochaines expériences utilisant des ceufs embryonnés de carpes.

Les résultats obtenus précédemment sont en défaveur d’'une multiplication efficace
du CEV dans les cultures primaires de cellules embryonnaires et dans les embryons
déchorionnés. En effet, nous n’avons pas observé d’augmentation significative de la
charge virale, ni deffet cytopathique spécifique qui seraient des indices de
multiplication virale. Bien que 'ADN du CEV puisse étre détecté dans les cultures
primaires de cellules embryonnaires pendant au moins 25 jours, et dans certains ceufs
embryonnés jusqu’a la fin de I'expérience, ceci n’est pas un indice de multiplication
virale.

Dans le cas du Salmon gillpox virus, seul le variant canadien a pu étre isolé sur
culture cellulaire de CHSE-214 (LeBlanc et al. 2019). On peut supposer par analogie
gue tous les variants du CEV ne se comportent pas de la méme maniére quant a la
possibilité de les isoler sur culture cellulaire. Or, les principaux essais d’isolement du
CEV réalisés ont été faits avec des variants appartenant au génogroupe |l (variants
génotypés ou provenant du Japon ou seul le génogroupe Il a été détecté a ce jour)
(Murakami et al. 1978 ; Oyamatsu 1996 ; Oyamatsu, Hata, et al. 1997 ; Lewisch et al.
2015 ; Jung-Schroers et al. 2015 ; Ouyang et al. 2019). Il pourrait donc étre intéressant

d’essayer d’isoler sur différentes lignées cellulaires des variants du génogroupe I.
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Chapitre 3 : Etude du génome du CEV

1. Introduction

A ce jour, trés peu d’informations sont disponibles a propos du génome du CEV.
Au total, moins de 3 500 pb sont séquenceées : le géne P4a (N° accession Genbank®
MH645915.1), une partie de la région non traduite en 5’ (5’ UTR) de ce méme géne et
une partie du géne P4b (Oyamatsu 1996). Ces deux protéines présentent
respectivement 26 % et 38 % d’identité avec les protéines éponymes du Salmon gillpox
virus, faisant de ce-dernier le virus connu le plus proche du CEV.

Bien que ces virus aient tous les deux un tropisme pour les branchies
d’actinoptérygiens (poissons a nageoires rayonneées), ils présentent néanmoins des
différences importantes. En effet, la taille d’un virion mature de Salmon gillpox virus
est de I'ordre de 200 nm en longueur et la surface de son enveloppe est lisse (Gjessing
et al. 2015). Selon les études, la taille du CEV varie entre 200 nm (Ouyang et al. 2019)
et 300 - 400 nm (Miyazaki et al. 2005). L’enveloppe du CEV est recouverte de
formations tubulaires d’environ 50 nm (Miyazaki et al. 2005), ce qui lui donne un aspect
de mdre caractéristique : « Mulberry-like profile » (Ono et al. 1986). La taille du
génome du Salmon gillpox virus est de 241 565 pb (taille obtenue par séquencage
(Gjessing et al. 2015)), contre environ 450 kb pour le CEV (taille estimée par
électrophorése sur champ pulsé (Oyamatsu 1996)).

Le séquencage complet du génome du CEV, sans a priori, demanderait de grandes
quantités d’ADN du CEV, et s’avere impossible en I'absence d’échantillons de terrain
trés concentrés ou d’'une méthode de réplication in vivo ou ex vivo efficace. Seul le
séquencage post-amplification est envisageable et sera tenté a partir des séquences
déja connues. Chez le Salmon gillpox virus, environ 6 kb sont situées entre les génes
P4b et P4a (Gjessing et al. 2015). Si I'on suppose que l'organisation des génes est
identigue chez le CEV, l'amplification de la zone inter-génique P4b — P4a est
envisageable. La Figure 21 représente les emplacements des génes P4b et P4a chez
le Salmon gillpox virus et I'orientation supposée des séquences du CEV CyPP-77 et
CyPP-3. Ce séquencage partiel du génome du CEV pourrait permettre de le classer
et notamment de confirmer son appartenance a la famille des Poxviridae.

& CyPP-77 & - CyPP-3 =

P4b P4a

100967 103192 109535 113053

Figure 21 : Représentation schématique de I'emplacement des génes codant pour P4a et P4b chez le
Salmon gillpox virus et orientation présomptive des séquences CyPP-3 et CyPP-77 du CEV.
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2. Matériels et méthodes

La premiere étape consiste a vérifier que I'amplification par PCR d’une partie des
des genes P4b et P4a est possible (amorces dessinées sur les séquences CyPP-3 et
CyPP-77 publiées par Oyamatsu en 1996). Si ces deux amplifications sont possibles,
on essaiera dans un second temps d’amplifier la partie du génome du CEV comprise
entre ces deux séquences. Si cette longue amplification fonctionne, 'amplicon sera
ensuite séquence, la présence de cadres ouverts de lecture (ORF) recherchées et une
analyse phylogénétique sera conduite sur les séquences d’acides aminés obtenues

par traduction des ORF.

2.1. Amplification et séquencage des fragments codant
partiellement P4b et P4a

Les extraits ADN des échantillons 2017-16 (dilution & 1/100), 2019-OT3-EB13.4n°4
(dilution a 1/10), 2019-FR21G1-EB13.4n°5 (dilution a 1/10) et 2019-OZ4-eau (sans
dilution) ont été sélectionnés car leurs concentrations absolues et relatives en ADN du
CEV étaient élevées. Deux contrbéles négatifs sont ajoutés : 2018-41 et eau nanopure.
Les amorces sont dessinées a partir des séquences nucléotidiques CyPP-3 et CyPP-
77 publiées par Oyamatsu en 1996. Ces séquences proviennent d'un virus
appartenant au génogroupe Il, tout comme nos échantillons, néanmoins il est
génétiquement différent (cf. analyse phylogénétique page 63 et suivantes). Il est
possible que les amorces soient dessinées sur des parties variables, auquel cas elles
ne pourraient pas s’hybrider et I'amplification serait impossible. Plusieurs échantillons

génétiqguement différents sont donc testés afin de limiter ce risque.

Le choix des amorces doit permettre de couvrir le maximum de chaque séquence.
De plus, il est préférable de réaliser les deux amplifications en paralléle. Il est donc
nécessaire que les températures d’hybridation soient proches pour les quatre amorces
et que chaque paire ne forme pas de diméres d’amorces. Pour P4a, les amorces
publieées CEV-for-B-int (Tm : 55 °C) et CEV-Oya-R (Tm : 53 °C) sont choisies. Pour
P4b, une paire d’'amorces est dessinée en utilisant I'outil en ligne Primer-BLAST (Ye
et al. 2012). Ces derniéres sont nommées CEV-P4b-F (Tm : 59 °C) et CEV-P4b-R
(Tm : 63 °C). Les caractéristiques et les publications d’origine des différentes amorces
sont données dans 'annexe A, page 129. Les positions des amorces sont en annexe
B, page 131.
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Le mélange réactionnel est composé de 0,1 ul de Kapa taqg (Sigma Aldrich), 1,0 pl
de tampon A 10X, 0,2 pl de dNTP a 10 mM, 0,4 pl de MgCl2 a 25 mM, du couple

d’amorces concerné a 500 nM, 2,0 ul d’extrait ADN et d’eau nanopure qsp 10 pl.

Le programme d’amplification comporte une étape de dénaturation initiale d’'une
minute a 95°C, 40 cycles (dénaturation : 30 secondes a 95°C ; hybridation : 1 minute
a 50°C ; élongation : 30 secondes a 72°C) et une étape d’élongation finale d’une

minute a 72°C.

Les produits PCR d’intérét sont purifiés aprés électrophorése sur gel d’agarose (Kit
NucleoSpin® gel and PCR clean up — Macherey-Nagel) puis séquencés (méthode
SANGER).

2.2.  Amplification et séquencage de le la zone inter-
génique P4a — P4b

Chez le Salmon gillpox virus, environ 6 kb sont présentes entre les génes P4b et
P4a. Compte tenu du fait que la position de la séquence CyPP-77 sur le gene P4b du
CEV n’est pas connue et que le génome du CEV est donné pour étre deux fois plus
grand que celui du Salmon gillpox virus, on s’attend a obtenir un amplicon d’au moins
6 kb. Les amplicons aussi grands sont difficiles & obtenir et requiérent I'utilisation de
polymérases spécifiques et d’échantillons suffisamment concentrés en ADN cible. Les
échantillons les plus concentrés en ADN du CEV pour lesquels 'amplification des

d’'une partie des génes P4a et P4b a été possible sont alors choisis.

Lors des premiéres PCR, I'amplicon formé ne recouvrait pas entierement la
séquence cible. Cependant le séquencage de ces premiers amplicons a permis de
dessiner de nouvelles amorces internes ciblant une séquence plus courte, et donc plus

facile & amplifier.
2.2.1. Amplification initiale de la zone inter-génique P4b — P4a
et séquencage

Les extraits ADN des échantillons 2017-16 (dilution a 1/100), 2019-OT3-EB13.4n°4
(dilution a 1/10) et 2019-FR21G1-EB13.4n°5 (non dilué) sont utilisés. Deux contrdles

négatifs sont ajoutés : 2017-41 et eau nanopure.
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Le mélange réactionnel comprend 0,4 pl de PrimeSTAR GXL polymerase
(takarabio), 2 ul de de tampon GXL (5X) associé€, 0,8 pl de dNTP & 10 mM, 200 nM de
I'amorce CEV-P4b-R et 200 nM de 'amorce CEV-oya-R a 200 nM, 4,0 ul d’extrait ADN

et de I'eau nanopure gsp 10 pl.

Le programme d’amplification comporte 30 cycles (10 secondes de dénaturation a
98°C, 15 secondes d’hybridation a 55°C, 1 minute d’élongation a 68°C), ainsi qu’une

étape d’élongation finale d’'une minute supplémentaire a 68°C.

Les produits PCR d’intérét sont purifiés aprés électrophorése sur gel d’agarose (Kit
NucleoSpin® gel and PCR clean up — Macherey-Nagel). Les extrémités de I'amplicon
sont séquencées par la méthode SANGER en utilisant les amorces CEV-oya-R et
CEV-P4b-R pour les extrémités et CEV-rev-J-int pour une partie manquante du géne
P4a. Une autre partie du gene codant pour P4a a précédemment été séquencée (cf.

Chapitre 1, partie 2.5.2, page 49).

2.2.2. Amplification interne de la zone inter-génique P4b — P4a
et séquencage

Aprés séquengage des extrémités du premier amplicon, des amorces intérieures
sont dessinées a l'aide de l'outil Primer-BLAST (Ye et al. 2012) afin d’amplifier une

séquence plus courte qui sera par la suite séquenceée.

L’amplification de la séquence comprise entre les génes P4b et P4a était
inconstante, ce qui a motivé la mise en place d’'une PCR semi-nichée utilisant de
nouvelles amorces internes : CEV-P4b-R — CEV-P4a-2R lors de la premiére étape et
CEV-P4b-2R et CEV-P4a-2R lors de la deuxiéme étape. L'utilisation d’'une PCR semi-
nichée permet de réaliser d’avantage de cycles d’amplification et donc d’augmenter le
rendement tout en augmentant la spécificité de la réaction. Les caractéristiques des
amorces sont disponibles en annexe A, page 129 et leurs positions en annexe B, page
131.

Les échantillons 2019-FR21G1-27.4n°1 (contréle négatif), 2019-OT3EB13.4n°4,
2019-OT3EB13.4n°5 et 2019-SK6-eau sont amplifiés.
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Le mélange réactionnel contient 0,8 pl de PrimeSTAR GXL polymerase (takarabio),
4,0 pl du tampon (5X) associé, 1,6 pl de dNTP a 10 mM, 200 nM de chaque amorce
du couple, 80 ng d’ADN pour la premiere étape ou 4 pl de produit de la premiere étape,

pur et dilué au dixieme, pour la deuxieme étape, eau gsp 20 pl.

Le programme d’amplification comporte 30 cycles d’une étape de dénaturation de
10 secondes a 98°C, d’'une étape d’hybridation de 15 secondes a 60°C et d’'une étape
d’élongation de 6 minutes a 68°C, suivis d’'une élongation finale d’'une minute a 68°C.
La durée de I'étape d’élongation est allongée a 1 minute par kb, conformément aux
recommandations du fabriquant lorsque le protocole « rapide » de 10 secondes par kb

ne fonctionne pas.

Les produits PCR d’intérét sont purifiés apres électrophorése sur gel d’agarose Les
extrémités de I'amplicon sont séquencées par la méthode SANGER en utilisant les
amorces CEV-P4a-2R et CEV-P4b-2R. Ce séquencage permet de confirmer
I'hybridation spécifique des amorces sur le génome du CEV. Si 'amplicon correspond
bien au génome du CEV, celui-ci est séquencé par séquencage de troisieme
génération (MinlON — Oxford Nanopore Technologies).

La séquence obtenue par séquencage nanopore est ensuite confirmée par
séquencage SANGER. Pour se faire, de nouvelles amorces sont dessinées grace a
outil en ligne « Sequencing Primer Design » proposé par Eurofins Genomics? :
CEV_P4ab_F1, CEV_P4ab_R1, CEV_P4ab_F2, CEV_P4ab_R2, CEV_P4ab_F3,
CEV_P4ab_R3, CEV_P4ab_F4, CEV_P4ab R4, CEV_P4ab_F5, CEV_P4ab_R5,
CEV_P4ab_F6, CEV_P4ab_F7. Les caractéristiqgues des amorces sont disponibles en
annexe A, page 129 et leurs positions représentées schématiquement en annexe B,
page 131. Chaque couple CEV_P4ab_Fn — CEV_P4ab_Rn est utilisé pour réaliser
une PCR conventionnelle conformément aux recommandations du fabriquant de la
polymérase Kapa taq (Sigma Aldrich). Si une amplification en une étape ne fonctionne
pas, une PCR nichée est réalisée en respectant les recommandations d’utilisation de

la polymérase PrimeStar GXL (Takara bio).

4 https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/sequencing-primer-design/
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2.3. Alignement et assemblage des ségquences
nucléotidiques et recherche de cadres ouverts de lecture

Les séquences obtenues par séquencage SANGER sont alignées et assemblées
a l'aide du logiciel Mega X (Kumar et al. 2018). Les séquences CyPP-3 et CyPP-77
(Oyamatsu 1996) codant pour une partie des précurseurs des protéines de core 4a et
4b ainsi que la séquence complete codant pour le précurseur de la protéine de core
4a (n° d’accession Genbank MH645915.1) sont utilisées pour aligner les premiéres
séquences obtenues. L’assemblage de la séquence compléte est réalisé en alignant

manuellement les extrémités des séquences internes obtenues.

Une fois la séquence nucléotidiqgue assemblée, les cadres ouverts de lecture (ORF
— Open Reading Frame) sont recherchés grace a l'outii NCBI ORF finder
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/). D’éventuelles correspondances entre les
séquences d’acides aminés obtenues par traduction de ces ORF et des protéines

connues sont recherchées en utilisant les outils Blastp et PSI-Blast (Altschul 1997).

Pour les génes n’appartenant pas a des familles de genes conservés chez le
Poxviridae, des protéines homologues ou analogues sont recherchées en utilisant
I'outil PHYRE 2 disponible a I'adresse http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/ (Kelley et al.
2015).

2.4.  Analyses phylogénétiques

L’organisation des genes hypothétiques détectés sur I'assemblage nucléotidique
de cette zone du génome du CEV est comparée a celles du Salmon gillpox virus et

d’autres Poxviridae.

D’autre part, une analyse phylogénétique est conduite sur les séquences
protéiques obtenues a partir des cadres ouverts de lecture détectés et pour lesquelles
des protéines orthologues sont connues. Les séquences de protéines orthologues des
Poxviridae sont obtenues a partir de la base de données VOC'’s, téléchargeable a partir
du site www.4virology.net (Upton et al. 2003). L’analyse phylogénétique est conduite
a laide du logiciel MegaX (Kumar et al. 2018) sur la concaténation de plusieurs

protéines conservées chez tous les Poxviridae.
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3. Résultats

3.1. Amplification et séquencage des fragments codant
partiellement P4a et P4b

Les amplifications réalisées avec les couples d’'amorces CEV-P4b-F — CEV-P4b-R
et CEV-for-B-int — CEV-oya-R ont permis d’obtenir deux amplicons de tailles attendues
(environ 1000 pb) pour chacun des échantillons 2019-OT3-EB13.4n°4 et 2017-16.
Aucune amplification spécifique n’a été observée pour 2019-OZ4-eau et 2019-
FR21G1-EB13.4n°5.

Les séquences (méthode SANGER) obtenues a partir des produits d’amplification
de I'échantillon 2019-OT3-EB13.4n°4 présentent 99,98 % d’identité avec la séquence
CyPP-77 et 99,97 % d’identité avec la séquence CyPP-3, ce qui confirme la spécificité

de ces amplifications.

P4b P4a

2019-FR21G1-EB13.4n°5
2019-FR21G1-EB13.4n°5

2019-OT3-EB13.4n°4
2019-OT3-EB13.4n°4

2019-OZ4-eau
2019-OZ4-eau

2018-41
2017-16
2018-41
2017-16
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Figure 22 : Gel d'électrophorése des produits d’amplification P4a et P4b
(gel d’agarose a 1 %, marqueur de poids moléculaire, marqueur de poids moléculaire EXACTLADDER®
100 pb, les tailles sont donnée en pb)
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3.2.  Amplification et séquencage de la zone inter-génique
P4b — P4a

3.2.1. Amplification initiale et séquencage

Un produit peu concentré d’environ 6 kb est obtenu suite a 'amplification de I'extrait
ADN 2019-OT3-EB13.4n°4 (OT3) avec les amorces CEV-oya-R et CEV-P4b-R.
Aucune amplification n’a été observée pour les échantillons 2019-FR21G1-EB13.4n°5

(FR), 2018-41 (contr6le negatif) et 2017-16.
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Figure 23 : Gel d'électrophorése des produits de la PCR P4a - P4b (produit 6 kb) (gel d’agarose a 1 %,
marqueur de poids moléculaire EXACTLADDER® 2 log)

La quantité de produit aprés la premiere amplification était insuffisante pour
permettre le séquencage. Une nouvelle amplification (mémes conditions) est alors
réalisée a partir du méme échantillon et du produit de la premiére amplification. Aucune
bande n’est visible suite a la nouvelle amplification de I'’échantillon 2019-OT3-
EB13.4n°4 alors qu’une bande a 3 kb est observée pour I'amplification du premier
produit. La séquence obtenue (méthode SANGER) a partir de cet amplicon de 3 kb
est identique (> 99 %) avec la séquence MH645915 codant pour la protéine P4a du
CEV, confirmant la spécificité de la réaction. Il semblerait que 'amorce CEV-P4b-R se
soit hybridée ailleurs que sur la séquence ciblée, entrainant 'amplification d’'une zone

plus restreinte qu’attendu.
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3.2.2. Amplification interne et séquencage

3.2.2.1. Amplifications CEV-P4b-R — CEV-P4a-2R et CEV-P4b-
2R — CEV-P4a-2R et séguengage nanopore

Les produits d’amplification ne sont visibles qu’apres la seconde étape de la PCR
semi-nichée, pour les échantillons 2019-OT3-EB13.4n°4 et dans une moindre mesure
2019-0OT3-EB13.4n°5. lls forment une bande au niveau du marqueur de poids
moléculaire de 10 kb. La Figure 24 présente le gel d’électrophorése du produit d’'une
nouvelle amplification de I'échantillon 2019-OT3-EB13.4n°4 en utilisant la méme PCR
nichée. La taille de cet amplicon est trés supérieure a la taille attendue (env. 3 kb).
Cependant, cette zone n’ayant jamais été séquencée, il est possible que I'estimation
de la taille attendue soit erronée. Les extrémités de cet amplicon ont donc été
séquencées (méthode SANGER). Celles-ci se superposent avec les extrémités des
séquences utilisées pour dessiner les amorces internes, ce qui confirme le succes de
I'amplification interne de la zone inter-génique P4b — P4a (P4b et P4a partiellement

inclus).

L’erreur faite dans I'estimation de la taille de la zone ciblée pour cette amplification
peut expliquer les difficultés précédemment rencontrées pour 'amplifier, notamment

par la sous-estimation du temps d’élongation nécessaire.

Contréle  2019-0T3
nég (EB) .EBn°4

Figure 24 : Gel d'électrophorese du produit d’amplification de I'échantillon 2019-OT3-EB13.4n4 de la
seconde étape de la PCR nichée P4a > P4b

(Gel d’agarose a 1%, marqueur de poids moléculaire EXACTLADDER® 2 log, les tailles sont données
en kb)
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Le séquencage nanopore de cet amplicon (a partir de I'échantillon 2019-OT3-
EB13.4n°4) a produit une séquence assemblée de novo de 21 kb. L’estimation de la
taille des grands fragments (> 10 kb) par électrophorése sur gel d’agarose est difficile,
il n’est donc pas surprenant de visualiser un amplicon de 21 kb au niveau du marqueur
de 10 kb. L’analyse de cette séquence a montré une concaténation en palindrome d’un
méme motif de 7 kb répété 3 fois. Ce genre de concaténation peut notamment se
produire lors de PCR semi-nichée et/ou lorsque la durée de I'étape d’élongation est

trop longue.

3.2.2.2. Amplifications CEV_P4ab Fn - CEV_P4ab Rn et
séquencage SANGER de la partie interne de la zone inter-
génique P4b — P4a

La Figure 25 reprend I'agencement schématique des amorces utilisées dans cette
sous-partie. Les positions exactes des amorces sont disponibles en annexe B, page
131. Par souci de clarté, les amorces CEV_P4ab Fn et CEV_P4ab_Rn seront
abrégées dans cette partie Fn et Rn. Par exemple, 'amorce CEV_P4ab F1 est

abrégée F1.
F1 R1 F3 R3 F5 F6 F7 R5
Séquence de 7 kb obtenue par séquencage nanopore

e

F2

Figure 25 : Schéma représentant 'agencement des amorces CEV_P4ab_Fn et CEV_P4ab_Rn sur la
séquence nanopore de 7 kb (échelle non respectée)

Trois PCR conventionnelles ont permis d’obtenir suffisamment de produit pour
permettre le séquencage des amplicons. Il s’agit des réactions réalisées avec les
couples d’amorces F1 — R1, F3 — R3 et F4 — R4 (Figure 26). L’amplification avec le
couple F2 — R2 a permis d’amplifier la cible mais le rendement était insuffisant pour
séquencer I'amplicon. Aucun produit de I'amplification avec le couple F5 — R5 n’est
visible sur le gel d’électrophoreése. Les amorces des couples F1 - R1, F3- R3 et F4 -
R4 ont été utilisées pour séquencer (méthode SANGER) les amplicons associés.
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F2-R2

Figure 26 : Gel d'électrophorése des produits PCR CEV_P4ab_Fn - CEV_P4ab_Rn
(gel d’agarose a 1%, marqueur de poids moléculaire EXACTLADDER® 2 log)

Une PCR nichée utilisant les amorces F1 — R3 pour la premiere étape et F2 — R2
pour la deuxieme étape a permis d’amplifier la zone ciblée (Figure 27). Les amorces

F2 et R2 ont été utilisées pour le séquencage (méthode SANGER) de cet amplicon.

Des PCR nichées utilisant les amorces CEV-revJ-int et F4 pour la premiere étape
et F5 — R5, F6 — R5 et F7 — R5 ont permis d’amplifier la cible des amorces F5 - R5
(Figure 27). Afin de réduire le risque de défaut d’hybridation entre les amorces F6 / F7
et le produit d’amplification au cours du séquengage, trois amplifications distinctes sont
réalisées lors de la deuxieme étape. Les amorces F5, F6 et F7 sont utilisées pour
séquencer les produits associés. Le séquengage a I'aide de 'amorce R5 est réalisé
sur le produit F5 - R5.

2000 pb
1500 pb

1000 ph

Figure 27 : Gel d'électrophorése des produits des PCR nichées CEV_P4ab_Fn — CEV_P4ab_Rn
(gel d’agarose a 1 %, marqueur de poids moléculaire EXACTLADDER® 2 log)
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3.3. Alignement et assemblage des seéquences
nucléotidiques obtenues et détection des cadres de lecture
ouverts

Tous les séquencages nucléotidiques ont été réalisés a partir de produits
d’amplification de I'échantillon 2019-OT3-EB13.4n°4.

La séquence nucléotidique assemblée a partir des séquencages SANGER mesure
10 951 pb et est disponible en annexe C, page 132. Cette séquence s’aligne avec les
séquences de référence : CyPP-3, CyPP-77 (Oyamatsu 1996) et avec la séquence
codante compléte du géne P4a (N° d’accession GenBank® MH645915). Des
polymorphismes, exclusivement de type substitution, sont observés. Le
positionnement schématique de ces séquences est disponible dans la Figure 28.

-49 1197 9720 10 992
CyPP-77 CyPP-3
Séquence originale de 10 951 pb
8 430 10 457
MH645915

Figure 28 : Réprésentation schématique de l'alignement de la séquence de 11 kb originale avec les
séquences de références.
Les positions des séquences de références sont données par rapport a la séquence originale.

Huit ORF de plus de 200 pb ont été détectées (Tableau 16 et Figure 29 page 109).
Les protéines codées par ces ORF partagent toutes au moins 25 % d’identité avec des

protéines du SGPV et les génes supposés sont organisés de maniére identique.

Six génes supposés s’inscrivent dans des familles de génes conservés (génome
de référence : Vaccinia virus — souche Copenhague), a savoir les familles P4b
precursor (Cop-A3L), RNA polymerase subunit 19 (Cop-A5R), viral membrane
assembly protein (Cop-A6L), viral early transcription factor large (Cop-A7L), viral
intermediate transcription factor-3 small (Cop-A8R) et P4a precursor (Cop-Al10L). Les
deux ORF qui ne correspondent pas a des familles de génes conservés codent tout
de méme pour des protéines apparentées aux protéines du Salmon gillpox virus
SGPV-102 et SGPV-107.
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Tableau 16 : Liste des cadres ouverts de lecture de plus de 200 pb détectés dans la zone inter-génique P4b — P4a du CEV et des familles de génes conservés
associées

N° Sens | Début | Fin Longueur en | Longueur en acides Famille de aénes conservés associée Conservation de la famille de
d’ORF nucléotides | aminés (SGPV) g génes parmi les NCLDVs
1 - 1722 | <1 >1722 >573 (742) | P4b precursor (Cop-A3L) Tous les Poxviridae, Mimiviridae
@
2 ) 2905 1756 730 249 (238) (30 % d'identité avec la protéine SGPV-102)
3 + 2540|3073 534 177 (181) | RPO-19 (COP-A5R) Tous les Poxviridae
4 - 4383 | 3244 1140 379 (412) | VMAP (COP-A6L) Tous les Chordopoxvirinae
5 : 6644 | 4419 2226 741 (738) XELT)F'L (early transcription factor large) (Cop- | 1 ¢ \os poxviridae, Mimiviridae
6 + 6604 | 8148 1545 514 (436) | VITF-3 34kda subunit (Cop-A8R) Tous les Chordopoxvirinae
@
! ) 84218128 294 7 (8) (27 % d'identité avec la protéine SGPV-107)
8 - 10 458 | 8 431 2028 675 (1173) | P4a precursor (Cop-A10L) Tous les Poxviridae
/ RPO 19 N SGPV-107
& Pdbprecursor & > < VETF-L < <

Séquence originale de 10 951 pb (zone inter-génique P4b — P4a du CEV)

& & VMAP ¢« - VITF3S - &  Pdaprecursor &

sapv-102—"

Figure 29 : Représentation schématique des génes supposés présents sur la séquence originale de 11 kb (zone inter-génique P4b — P4a du CEV).
Les génes supposés sont nommés a l'aide du nom de la famille de genes conservés ou a l'aide du gene supposé du Salmon gillpox virus (SGPV) orthologue
guand aucune famille de génes conservés n’est détectée.
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L’organisation de cette zone est conservée chez les Chordopoxvirinae qui
partagent tous le méme agencement des genes, excepté le SGPV et le CEV. Pour
ces-derniers, les génes appartenant aux familles core protein (Cop-A4L) et late virion
membrane protein (Cop-A9L) sont absents. En leurs lieux et places sont présents
respectivement un gene (SGPV-102 et son homologue chez le CEV) appartenant a la
famille homologue des co-chaperonnes DNAj — hsp-40 (SGPV : 16 % de couverture,
88 % de confiance ; CEV : 67 % de couverture, 96 % de confiance) et un géne (SGPV-
107 et son homologue chez le CEV) codant pour des protéines de petite taille
possédant un (CEV) ou deux (SGPV) domaines transmembranaires pour lesquelles

aucun homologue n’a pu étre trouve.

Des génes orthologues a Cop-A3L, Cop-A5R, Cop-A7L, Cop-A9L et Cop-Al0L
sont également présents chez les Entomopoxvirinae (Upton et al. 2003). Cependant,
l'ordre de ces génes, observé grace a loutii VOC’s, sur les génomes des
Entomopoxvirinae est tres différent de celui observé chez les Chordopoxvirinae.

3.4. Analyses phylogénétiques

L’analyse phylogénétique réalisée a partir de la concaténation des protéines P4a,
VETF-L et RPO19 (Figure 30) place le CEV parmi les Chordopoxvirinae, sur la méme
branche que le SGPV.

Lumpy skin disease virus - Neethling |
Myxoma virus - Lausanne

Swinepox virus - Nebraska

Eptesipox virus - Washington

Variola virus - Ind3

Cetaceanpox virus - TA

Sea otterpox virus - ELK

Squirrelpox virus - UK o
Bovine papular stomatitis virus Chordopoxvirinae
Seal parapoxvirus - AFK76s1
Molluscum contagiosum virus - st
Fowlpox virus - lowa

Crocodilepox virus - ZWE
10t Sea water crocodilepox virus

- Carp edema virus
100

Salmon gillpox virus-2012 |
— Melanoplus sanguinipes entomopoxvirus - Tuc

100 \_E Amsacta moorei entomopgx\nrus - Moyer j| Entomopoxvirinae
L Anomala cuprea entomeopoxvirus - CV6M

100

100

100

Figure 30 : Arbre phylogénétique des séquences concaténées de protéines conservées chez tous les
Poxviridae (P4a, VETF-L et RPO19)

Analyse réalisée en utilisant la méthode de vraisemblance maximale, le modéle (Le, Gascuel 2008) et
une distribution gamma discréte (5 categories (+G, parameter = 1.1320)). L’arbre est a I’échelle, la
longueur des branches représente le nombre de substitutions par position. Les valeurs de bootstrap
(sur les branches, en pourcentage) ont été calculées a partir de 100 réplications.
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4. Conclusion et discussion

Le séquencage de la zone inter-génique P4b — P4a permet de confirmer
'appartenance du CEV aux Poxviridae et la précise. || permet également d’envisager
la mise en place de nouvelles méthodes PCR pour amplifier TADN du CEV, que ce
soit dans un objectif de dépistage ou pour réaliser des analyses phylogénétiques, mais
aussi pour amplifier TADN de possibles autres Poxviridae de poissons en ciblant des

régions tres conservées entre le CEV et le SGPV.

4.1. Eléments permettant de placer le CEV parmi les
Chordopoxvirinae

Dés les premiéres observations en microscopie électronique, le CEV a été
considéré comme un membre de la famille des Poxviridae, bien qu’il n’ait pas été
officiellement classifié (Ono et al. 1986 ; Hedrick et al. 1997). En effet, le CEV présente
de nombreux points communs avec certains Entomopoxvirinae tels qu’Amsacta
moorei entomovirus : forme ovoide, présence d’un nucléoide, d’'un unique corps latéral
et de structures globulaires a la surface des particules matures qui leur donne un
aspect de mdre (Granados, Roberts 1970) et remplit les conditions morphologiques
d’appartenance a la famille des Poxviridae établies par I'lCTV en 1974 (Fenner et al.
1974). La premiere étude portant sur le génome du CEV a apporté de nouveaux
€léments concordants : le génome du CEV est en effet constitué d’ADN double brin et
de grande taille (env. 450 kb) (Oyamatsu 1996).

Le séquencage de la zone inter-génétique P4b — P4a réalisé dans notre étude
conforte la classification du CEV parmi les Poxviridae et la précise. En effet, sur les 8
cadres de lecture ouverts de plus de 200 pb détectés, 3 correspondent a des familles
de genes conservées chez tous les Poxviridae et 3 a des familles de génes conservées
chez tous les Chordopoxvirinae. Les deux derniers sont apparentés a des genes
présents uniquement chez le Salmon gillpox virus. L’agencement de ces 8 génes est
identique chez le CEV et chez le SGPV. De plus, 'agencement des 6 génes conserves
chez les Chordopoxvirinae est identique chez le CEV, le SGPV et les autres membres
de cette sous-famille. Ces éléments positionneraient le CEV parmi les
Chordopoxvirinae. D’autre part, la présence de deux génes homologues chez le SGPV
et le CEV, mais pas chez les autres Chordopoxvirinae indiquerait la présence d’un
ancétre commun au CEV et au SGPV.
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L’analyse phylogénétique menée sur les génes P4a, VETF-L et RPO19 (familles
de genes conservés chez tous les Poxviridae) confirme le positionnement du CEV a
la base des Chordopoxvirinae, sur la méme branche que le SGPV. Ces deux virus

semblent cependant distants et il est peu probable qu’ils appartiennent au méme genre.

La position du CEV sur la méme branche que le SGPV a la base des
Chordopoxvirinae conforte I'nypothése d’'une coévolution entre les Poxviridae et leurs
hétes (Gjessing et al. 2015). En effet, la branche portant les Actinoptérygiens (poissons
a nageoires rayonneées) se situe a la base de I'arbre phylogénétique des chordés
(divergence estimée a 410 millions d’années avant notre ére). Au-dessus de cette
branche, se trouve la branche portant les sauropsides (oiseaux-reptiles) qui ont
divergé des ancétres des mammiferes plus récemment, soit environ 310 millions
d’années avant notre ére (Legendre et al. 2013). De méme, les branches portant les
Crocodylopoxvirus et les Avipoxirus se situent juste au-dessus de la branche portant
le CEV et le SGPV, mais en dessous des branches portant les Chordopoxvirinae qui
infectent des mammiferes (Figure 30, page 110). Si I'on s’intéresse plus précisément
aux hétes du CEV et du SGPV, leur dernier ancétre commun aurait vécu environ 250
millions d’années avant notre ére (Betancur-R et al. 2017). Cet élément est concordant
avec la distance phylogénétique relativement grande qui existe entre le CEV et le
SGPV et I'hypothése de coévolution entre les Poxviridae et leurs hotes.

Le SGPV et le CEV se répliquent tous deux quasi exclusivement dans I'épithélium
branchial de leurs hotes et provoquent une hypertrophie et une hyperplasie des
branchies (Miyazaki et al. 2005 ; Adamek, Oschilewski, et al. 2017 ; Gjessing et al.
2018). Un autre virus est responsable de lésions comparables chez un autre poisson
d’eau de mer : Plecoglossus altivelis, aussi appelé Ayu. Ce virus possede d’autres
points communs avec le CEV et le SGPV : particule virale de grande taille, virus a ADN,
présence d’'un nucléoide et d’'un unique corps latéral (Wada et al. 2008). De plus, les
deux séquences ADN publiées a ce jour (n° d’accession Genbank® LC541736.1 et
AB747357.1) codent partiellement pour des protéines comparables aux protéines Cop-
A16 et Cop-L1R de nombreux Chordopoxvirinae (utilisation de l'outil Blastx (ANON.
2016), résultats non présentés). Ainsi, il est probable que ce virus appelé Plecoglossus
altivelis pox-like virus (PaPV) ou Ayu pox-like virus se place sur la méme branche que

le CEV et le SGPV, a la base des Chordopoxvirinae.
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La présence d'un unique corps latéral n'est pas courante chez les
Chordopoxvirinae, qui en présentent généralement deux, et il semblerait que cette
particularité soit rencontrée uniquement chez les trois Chordopoxvirinae qui infectent
des poissons. Les Entomopoxvirinae présentent quant a eux un a deux corps latéraux.
D’autre part, les particules virales matures du CEV, tout comme celles du PaPV,
présentent des formations globulaires a leur surface, alors que les particules virales
matures du SGPV, tout comme celles des autres Chordopoxvirinae en sont
dépourvues. Seuls quelques Entomopoxvirinae présentent une structure externe
irréguliére pouvant se rapprocher de ces formations. Le fait de retrouver ces formations
chez certains Entomopoxvirinae et chez certains Chordopoxvirinae de poissons, mais
pas tous, interroge sur l'origine de ces formations et sur leurs éventuelles fonctions
(Miyazaki et al. 2005 ; Nylund et al. 2008 ; Wada et al. 2008 ; Bergoin, Dales 1971 ;
Arif 1984 ; Williams et al. 2017).

4.2. Vers la mise en place de nouvelles méthodes PCR

Le séquencage de la zone inter-génique P4b — P4a permet d’envisager la mise en
place de nouvelles méthodes PCR, que ce soit pour réaliser des analyses
phylogénétiques sur les différentes souches du CEV ou pour dépister le CEV, mais

aussi potentiellement d’autres Chordopoxvirinae de poissons.

En ce qui concerne le dépistage du CEV, il est aujourd’hui réalisé par amplification
d’'une partie du gene P4a ou sa région non traduite 5’UTR. Un manque de sensibilité
pour les méthodes ciblant la région 5’UTR, notamment pour les souches du
génogroupe | est connu (Adamek, Matras, et al. 2017). Le gene P4a est conservé chez
tous les Poxviridae et sa région codante apparait donc comme une cible peu variable
et fiable pour dépister le CEV. On ne peut cependant pas exclure que certains variants
du CEV, tres éloignés des souches connues possédant donc plus de polymorphismes

au niveau de ce gene, ne puissent pas étre détectés par les PCR habituelles.

Cibler un géne plus conservé permettrait alors de cibler des variants plus distants,
voire des especes différentes. Ainsi, le gene VETF-L (Cop-A7L) apparait bon candidat.
En effet, celui-ci est conservé chez tous les Poxviridae mais aussi chez les Mimiviridae.
De plus, les alignements réalisés a partir de ce géne du CEV et du SGPV présentent
49 % de sites conservés en protéines et 57 % en nucléotides (analyses réalisées a
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I'aide de MegaX, (Kumar et al. 2018), résultats non présentés), ce qui confirme que ce
géne est peu variable. Ainsi, la mise en place de nouvelles PCR avec des amorces
classiques (non dégénérees) pour cibler le CEV ou de type CODEHOP (COnsensus-
DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer (Rose et al. 1998)) pour cibler d’autres
Chordopoxvirinae de poissons pourrait permettre un meilleur dépistage des

Chordopoxvirinae infectant des poissons.

Cette nouvelle séquence pourrait également permettre de réaliser des analyses
phylogénétiques des différents échantillons de CEV récoltés en utilisant une nouvelle
cible. Jusqu’a présent, les analyses phylogénétiques sont réalisées sur de courtes
séquences (< 500 pb) de la région codante de P4a ou de maniere plus anecdotique,
de sa région 5’UTR (Adamek, Matras, et al. 2017 ; Soliman et al. 2019 ; Padhi et al.
2019). L'utilisation de séquences aussi courtes rend linterprétation des analyses

phylogénétiques délicates car celles-ci se fondent sur peu de polymorphismes.

L’analyse des futurs échantillons de CEV pourrait porter sur une cible plus grande
mais incluant la région de P4a utilisée jusqu’a présent (entre les positions 9 774 a
10 301 de la séquence publiée ici). Ceci permettrait d’'améliorer la qualité des analyses
phylogénétiques futures sans pour autant perdre la possibilité de comparer les
nouvelles séquences avec celle publiées précédemment. Les amorces CEV-for-B,
CEV-rev-J, CEV-for-B-int et CEV-rev-J-int utilisées jusqu’a présent pour séquencer
cette région de P4a ne sont pas optimales pour le séquencage SANGER et il
conviendrait d’en dessiner de nouvelles dans cet objectif. Ceci pourrait permettre
d’augmenter la longueur de chaque séquencage réalisé et donc d’obtenir des

séquences plus longues avec le méme nombre de séquencages.

D’autre part, de nouvelles analyses phylogénétiques pourraient étre réalisées sur
les échantillons déja analysés a partir d’'une ou de plusieurs cibles différentes, et ce
afin de confirmer le découpage actuel des génogroupes. La région inter-génique P4b
— P4a n’ayant été séquencée que chez un seul échantillon du CEV, les sites conservés
et les sites variables ne sont pas encore connus. On peut cependant raisonnablement
penser que les régions codantes, notamment des genes les plus conservés parmi les
Poxviridae, sont les régions les moins variables et donc les meilleures candidates pour

dessiner des amorces susceptibles de s’hybrider avec tous les variants du CEV.
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Conclusion

Le CEV est responsable de mortalités massives chez les carpes de I'espéce
Cyprinus carpio, et notamment chez les carpes Koi (Rehman et al. 2020). Une telle
mortalité a pu étre observée a la Pisciculture d’Estalens en 2017 ou deux lots
récemment importés du Japon ont présenté des taux de mortalité de 44 et 100 %.
L’implication du CEV lors de tels événements est rapidement suspectée, d’autant plus
gue les signes cliniques sont tres évocateurs étant donné que les individus ont I'air de
dormir, soit en surface soit au fond des aquariums. Notre étude montre néanmoins que
des lots asymptomatiques, présentant peu ou pas de mortalité, peuvent également
étre infectés par le CEV, et notamment que certains individus asymptomatiques
peuvent excréter plus de particules virales que des individus symptomatiques. D’autre
part, lors de I'importation de carpes Koi en provenance du Japon de 2019, 'ADN du
CEV a été détecté dans 16 poches de transport sur 21, et ce alors qu’aucun individu
importé n’a présenté de signe clinique de KSD a son arrivée, et qu’aucune mortalité
n’a été observée durant le transport. De plus, le CEV détecté dans certains lots post-
importation était identique a celui détecté dans la poche d’importation correspondante,
ce qui démontre que les importations de carpes Koi sont une voie de propagation
efficace du CEV, et ce méme si les carpes Koi sont en apparente bonne santé.

Il apparait donc primordial, si 'on souhaite limiter la propagation du CEV, de mettre

en place des mesures d’épidémio-surveillance et de biosécurité.

Parmi celles-ci on notera I'intérét du traitement des eaux de sortie des structures
importatrices et d’'une quarantaine pour tous les individus récemment importés ou
ayant présenté des signes clinigues de KSD. Nos résultats montrent que cette
qguarantaine devrait durer au moins 2 semaines pour les lots asymptomatiques et 1
mois pour les lots symptomatiques. Il faut cependant noter que cette étude a été
réalisée dans une seule structure et a la suite d’'une seule importation. Il est probable
que la durée d’excrétion dans d’autres conditions soit différente et potentiellement plus

longue.
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Concernant I'épidémio-surveillance, les techniques nécessitant I'euthanasie des
individus sont rarement acceptées par les propriétaires, que ce soit pour des raisons
économiques ou bien affectives. De plus, les préléevements létaux ne peuvent étre
réalisés que sur un petit nombre d’individus, ce qui augmente le biais
d’échantillonnage. C’est pourquoi des méthodes non Iétales apparaissent
indispensables. Nous avons montré que le CEV peut efficacement étre détecté dans
des écouvillons de branchie. Cette procédure nécessite tout de méme que les carpes
soient d’'une taille suffisante (au moins 5 cm) et |égerement anesthésiées pour étre
réalisée dans de bonnes conditions, tant pour le bien étre du poisson que pour la
qualité du prélevement. Les écouvillons de branchies présentent également 'avantage
de pouvoir étre répétés dans le temps, ce qui permet de suivre I'évolution d’un individu

ou d’un lot.

Dans un contexte d’'importation, la recherche de 'ADN du CEV dans les poches de
transport peut également s’avérer trés utile. Nous avons en effet pu détecter TADN du
CEV dans de I'eau de transport (ou dans son culot aprés centrifugation) et dans des
écouvillons de lintérieur des poches de transport. Bien que la sensibilité de cette
méthode semble limitée, elle présente deux avantages majeurs : elle ne nécessite pas
de manipuler les poissons et évite le biais d’échantillonnage. Cela en fait donc une
technique prometteuse pour la surveillance de CEV, notamment lors d’'importations. Il
serait tentant de rechercher le CEV dans I'eau des aquariums pour éviter de manipuler
les carpes. Les essais que nous avons faits (données non présentées) n’ont permis
de détecter que des traces de 'ADN du CEV, et ce dans un seul aquarium contenant
des carpes cliniguement atteintes de KSD. Analyser I'eau des aquariums n’est donc
pas une solution envisageable pour rechercher TADN du CEV dans des lots
asymptomatiques. Il est probable que la quantité de particules virales du CEV présente
dans I'eau qui entoure les carpes soit proportionnelle a la densité des individus et
inversement proportionnelle au renouvellement de I'eau. Ceci expliquerait pourquoi le
CEV était détectable dans les poches de transport de carpes asymptomatiques en
relative abondance alors que seules des traces ont été détectées dans un aquarium
de carpes symptomatiques. En effet, la densité de carpes Koi dans une de ces poches
de transport est environ 30 fois supérieure a la densité en aquarium de maintenance
et la durée estimée du trajet entre les fermes d’origine au Japon (moment de

'emballage) et les aquariums de la Pisciculture d’Estalens est d’environ 72 heures.
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Plusieurs épizooties de KSD ont eu lieu a la Pisciculture d’Estalens, en dehors de
tout contexte d’importation. Dans chaque cas, la grande majorité des lots de carpes
KoT présents ont montré des signes cliniques de KSD, ce qui montre une capacité de
contamination importante de la part du CEV. La propagation a vraisemblablement eu
lieu de proche en proche, probablement par la projection de gouttelettes d’eau entre
aquariums. L'origine de chaque épizootie reste cependant inexpliquée. Il est
néanmoins certain que des lots ayant déja été CEV-positifs ont présenté des signes
cliniues de KSD plusieurs mois plus tard. Ceci pose la question de la mise en place
d’'une immunité adaptative contre le CEV et de son efficacité, ainsi que la question de
I'origine de ces épizooties. Existerait-il une réplication a bas bruit du CEV chez certains
individus ? En ce qui concerne le Salmon gillpox virus, I'étude du transcriptome suite
a une infection naturelle n’a donné aucun signe de mise en place d’une immunité
adaptative (Gjessing et al. 2020). La question d’'une réplication a bas bruit, échappant
a la réponse immunitaire, dans des tissus autres que I'épithélium branchial est

également posée chez le SGPV (Gjessing et al. 2018).

Les traitements aujourd’hui mis en place pour lutter contre la KSD sont
symptomatiques (on peut notamment citer l'utilisation du sel a 0,5 — 0,6 % (Murakami
et al. 1978 ; Seno et al. 2003)). Le développement d’'un médicament antiviral
spécifique ou d’'un vaccin pourraient constituer un nouvel axe de lutte contre le CEV.
De telles applications, tout comme le développement d’un test sérologique permettant
de vérifier la présence d’anticorps anti-CEV, sont néanmoins inenvisageables sans
méthode d’isolement sur lignée cellulaire ou sans la séquence compléte du génome
du CEV. L’isolement du Salmon gillpox virus, Chordopoxvirinae situé sur la méme
branche gue le CEV, est également impossible sur de nombreuses lignées cellulaires,
excepté pour un variant canadien (LeBlanc et al. 2019). On peut espérer que cette
découverte récente permettra de savoir si des anticorps anti-SGPV sont produits lors
d’une infection par le SGPV mais aussi de mieux comprendre la réplication du SGPV
(notamment pourquoi seul ce variant a pu étre isolé). Ces résultats pourraient

potentiellement étre transposés au CEV.

Le séquencage de la zone inter-génique P4b — P4a a permis de placer le CEV
parmi les Chordopoxvirinae, sur la méme branche que le SGPV. De nombreux
arguments sont en faveur d’'une coévolution entre les Poxviridae et leurs hodtes

(Gjessing et al. 2015). Cela signifierait donc que le CEV existe depuis aussi longtemps
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que I'espéce Cyprinus carpio et conforte 'hypothése selon laquelle les génogroupes |
et Il seraient apparus suite a la séparation des sous-especes Cyprinus carpio carpio
(a I'est, génogroupe 1) et Cyprinus carpio haematopterus (a I'ouest, génogroupe Il). Si
I'origine du CEV est aussi ancienne, il est surprenant de constater que les cas de
mortalité massive de carpes Koi atteintes d’'une anasarque ou de signes cliniques de
maladie du sommeil n'aient été rapportés qu’a partir des années 1970 au Japon, qui
plus est dans plusieurs provinces de maniere concomitante (Hosoya, Suzuki 1976 ;
Murakami et al. 1978). Si I'on compare avec le SGPV, celui-ci provoque de
nombreuses formes asymptomatiques chez le saumon, et la forme clinique touche
essentiellement des individus stressés (Thoen et al. 2020). Chez les carpes
communes Cyprinus carpio carpio et les carpes communes Cyprinus carpio
haematopterus du fleuve Amour, le CEV semble provoquer peu de signes cliniques et
les cas de mortalité massive sont souvent associés a des co-infections, notamment
avec [CyHV-3] (Adamek, Oschilewski, et al. 2017 ; Toffan et al. 2019 ; Ouyang et al.
2018).

Ainsi, on peut se demander si le CEV était présent au Japon des les premiers
élevages de carpes Koi, soit depuis le début du 19¢™¢ siecle (Balon 1995) et qu’un
élément extérieur, tel que larrivée d’'un nouveau pathogéne, un changement
climatique ou une modification des pratiques d’élevage, a rompu I'équilibre établi, ou
si le CEV n’était pas originellement présent dans les élevages de carpes Koi et aurait

été introduit dans les années 1970.

Les analyses phylogénétiques que nous avons menées laissent penser qu’un lien
existe entre 'emplacement de I'élevage et la séquence nucléotidique du CEV présent.
La séquence utilisée était cependant trop courte pour présenter suffisamment de
polymorphismes pour étudier ce phénoméne avec exactitude. Une analyse
approfondie de séquences nucléotidiques plus longues des différents échantillons de
CEV présents dans les élevages de carpes Koi au Japon, mais aussi chez les carpes
communes asiatiques, pourrait peut-étre permettre de connaitre l'origine des

épizooties de KSD ayant eu lieu au Japon a partir des années 1970.
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Annexe A : Caractéristiques des

amorces utilisées

Nom de

Tm

Position de

Cible

I’amorce Sequence (°C)* | 'amorce * Type PCR Reference
CEV-PCRq-F1 | ATG GCA AGA AAC AAACTC TCTTT 57 9981 — 10 003 P4a (249 pb) IHAP., non
CEV-PCRg-R1 | ACG TTG ATA CAATTC CAG AGC A 57 10 229 - 10208 | 9PCR publié
CEV_TiHo_gF | CAT TTC CTAGTT TGT ATG GCA AG 59 9 966 — 9 988 P4a (200 pb) (MAgt?;nSel;t N
CEV_TiHo gR | TGA TGA TTG GAA TAA GAT GTC TGT C 63 10 165 -10 141 | 9PCR 2017) ’
CEV-for-B ATG GAG TAT CCA AAG TACTTAG 55 9774-9795 P4a (528 ph)
CEV-rev-J CTC TTC ACT ATT GTG ACT TTG 53 | 10301-10281 |PCRnichéel (Way et al.
: 2017

CEV-for-B-int GTT ATC AAT GAAATT TGT GTATTG 55 9802 -9825 P4a (478 pb) )
CEV-rev-J-int TAG CAA AGT ACT ACC TCATCC 55 10279 - 10259 | PCRnichée 2

P4a partie 5’UTR (Oyamatsu,

PCR conventionnelle avec Matoyama, et
CEV-oya-R TGC AGG TTG CTC CTAATCC 53 [11022 - 11 040] | £\ o (1219 pb) ou al, 1997),

CEV-for-B-int (1191 pb) original
CEV-P4b-F ACT TGG TCT TCA GTT TAG TGC AA 59 1135-1113

P4b (1170 pb) Original
CEV-P4b-R GCA ATT TCATAT GTG CTT CCATAAC 63 [-34 — -10]
CEV-P4b2-R AGC GAA GCT ATC GAG ACT ATG 57 961 — 981 Amplification du fragment N

situé entre les génes P4a et | Original
CEV-P4a2-R AGA GTG AGG AAC TAG AAG CTG 57 8 471 -8 451 P4b (7511 pb)

P4a partie codante pour
CEV-P4a3-F | CAA CTG ACA ATG TAT CTC CAC C 50 |9360-9381 | Seduencage, PCR Original

conventionnelle avec CEV-

rev-J-int (899 pb)

*: calculé a l'aide de laformule : Tm=2*(nA+nT)+4*(nC +cG) -5
+ : par rapport a la séquence de 10 951 pb située entre P4b (partiellement inclus) et P4a (inclus) disponible en annexe C. [italique] : 'amorce

se situe a I'extérieur de la séquence de 10 951 pb obtenue dans cette étude
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Nom de Séquence Tm Position de Cible Référence
I’amorce 9 (°C)* | l'amorce * Type PCR
CEV_P4ab_F1 | CTT TCT TAT CTG AAG CAT CTC CAC 63 |1566-1589 | PCR conventionnelie pour
- - séquencage SANGER de la Original
premiére portion entre les
CEV_P4ab R1 | ACC AAC TAT TGC ATACTC TCT AGC 63 2794-2770 génes P4a et P4b (1200 pb)
CEV_P4ab_F2 | CTT TGT CTG AAG AAG AAG AGG AAG 63 |2607-2630 | PCR conventionnelle pour
- - séquencage SANGER de la Original
deuxiéme portion entre les
CEV_P4ab R2 | TGT CAA AGT AGT CTC TAC TAA CCC 63 4 333 -4310 génes P4a et P4b (1716 pb)
CEV_P4ab_F3 | ACA AAG TTT ATC TAC GTC ACC TCC 63 |4204—427 | PCR conventionnelle pour
séquencage SANGER de la Original
troisiéme portion entre les
CEV_P4ab R3 | CTAATC CCT TCC TAA GTT GGA AAC 63 5527 -5504 génes P4a et P4b (1312 pb)
CEV_P4ab_F4 | CAG AAG ACA ATC CAG TAA TGA CAG 63 |5003-5026 | FPCR conventionnelle pour
- - séquencage SANGER de la Original
guatriéme portion entre les
CEV_P4ab R4 | CTTTGATCC TTA CTC AGT AGA CAG 63 6 312 -6 289 génes P4a et P4b (1304 pb)
CEV_P4ab_F5 | CCA ATT GAC TAT TCC TAC TTG TCC 63 |6156-6179 | PCR conventionnelle pour
— — séquencage SANGER de la Original
cinquiéme portion entre les
CEV_P4ab R5 | GGA TCT GCA AAT AAA CAT GGT CTC 63 8 631 -8 608 génes P4a et P4b (2445 pb)
CEV_P4ab F6 | TTCTGAGTT CGAAGATTC CATTCC 63 6 624 — 6 647 Séquencage SANGER interne
de 'amplicon CEV_P4ab_F5 — | Original
CEV_P4ab_F7 GGG ATT AGT GTATTT ATG GAC GAG 63 7 375-7 398 CEV_P4ab_R5

* calculé a l'aide de laformule : Tm=2*(nA+nT)+4*(nNC+cG) -5
+ : par rapport a la séquence de 10 951 pb située entre P4b (partiellement inclus) et P4a (inclus) disponible en annexe C
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Annexe B : Positionnement des amorces utilisées sur la séguence
de la zone inter-génique P4b — P4a

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2 000
CEV-P4b-R CEV-P4b-2R  CEV-P4b-F CEV_P4ab_F1
2 000 2 200 2400 2 600 2 800 3 000 3 200 3400 3 600 3 800 4000

» &

CEV_P4ab_F2 CEV_P4ab_R1

4000 4200 4 400 4 600 4 800 5000 5200 5 400 5 600 5 800 6 000
CEV_P4ab_F3 CEV_P4ab_R2 CEV_P4ab_F4 CEV_P4ab_R3
6 000 6 200 6 400 6 600 6 800 7000 7200 7 400 7 600 7 800 8000
"CEV_P4ab_F5 CEV_P4ab_R4 CEV_P4ab_F6 CEV_P4ab_F7 '
8 000 8 200 8 400 8 600 8 800 9000 9200 9 400 9 600 9 800 10 000
CEV-P4a-2R  CEV_Pdab_R5 CEV-P4a-3F CEV-for-B  CEV-TiHo-qF

CEV-for-B-int CEV-PCRq-F1

10 000 10 200 10 400 10 600 10 800 11 000

‘ {::l Les amorces sont positionnées schématiquement sur
CEV-TiHo-qR _ CEV-rev-lint CEV-Oya-R la séquence de 11 kb obtenue a l'issue des expériences
CEV-PCRg-R1 CEV-rev-J du chapitre 3. Ladite séquence est disponible en annexe
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Annexe C : Séquence de la zone inter-génique P4b — P4a

Séquence nucléotidique du CEV située entre les genes P4b (partiellement inclus) et P4a (inclus). Résultat de 'assemblage des

séquences obtenues par séquengage SANGER d’amplicons de I'extrait ADN de I'écouvillon de branchies 2019-OT3-EB13.4n°4.

I S R T e e e e e

101
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501
601
701
801
901
001
101
201
301
401
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801
901
001
101
201

>CEV_P4aP4b_assemblage_SANGER

TGTTGGCTCG
AAGATTAGAG
TTCTTGGATT
GAAGCTATCG
GAAGTCTTCA
ACATGAATTC
AATATTTCTG
GTCATAACTA
CTGCAAGCTT
AATAAATCCT
TTACTATTAT
CATTGAATGT
AATCTTATCT
TTCTTTTGTC
ATGTAGTTGG
ATCTTCCTCT
CTTTTTTCGA
TACAACGTTT
TTTATCTAGA
TTATTAGGCA
ATTCAGATTC
TTTTATTTTT
TCACAAATAT

AAGTTAATCT
AACCATCTAC
TTGGAATCCG
AAGGTAGTAT
TTACTGAACT
TGGACTATTC
ATTGCCATAT
GATTTCCAAA
CTTAGCAAAA
TCACTCTGTT
CGAACTTAGC
ACTTGCACTA
CCATAAGTCT
CAACAATCTT
TCCAGAGTTA
TCTACAGCGT
AATAATCACT
AGGATTGCTC
TTCATTTTTC
ATTTGATGAT
TTCTAATTTA
TTATCTATGA
CTCTGTATGA

GAACTGGGAA
GACAATATTG
ATTCCAGTAT
GGTAAATGTA
TCCTTCCTTG
TTGGCAATGA
GAATTATAGA
CTCAGAAGGA
AGAGCTACTA
TCTTTGAAAG
TCTAATTAGA
AACTGAAGAC
TGATCATTGA
TCTCTTTTTT
CTATGAACGT
GTACGAAATC
TTTAGACACT
ATTTATTAGG
GTTTTTTAAT
TTTTTTAAAT
AAATTAACTA
ATCCTGAATC
TACCGTTATT

TGGATTGCTA
TTGTTCATGA
GATCTTGTTG
ATCGTTGTTG
ATTGTCTTGC
GTTTCATGAT
TTTCTCCATT
ATCTTTTCCT
GAATTGGATG
ATTGTAGATA
GCAAGAGGAT
CAAGTTGGTT
ACATTCAGCT
ACTGGTGCTC
GATTAGGCTC
TTCTTGTTCT
ATACGAAAAT
TGTAATATTA
TCCTTGATTA
CCAACGAAAT
GAATTAGAAG
GTCACAAGTA
GGATATGAAG

TTCTTAATGA
AAGGATATGA
CATCTGTCCG
ATTACAATTG
TTGAGATTCC
GTAGTTGATC
TCTACACTAA
TTGAGACAAT
TACCATATTT
TTGTAATAAT
GATTCCAAGT
TGAAATTGTT
GTATCACTGA
CACCAACAAC
AACTTCAAGA
TGAGTTAGTT
TGCAAGTTGG
TGAAAAGTTT
GGTAAAACCA
AATCATTATG
TCTATTAAGT
CATTTATCTC
TTCCTTCTTC
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AGCAAGTATC
AATTGGTGCA
TAATTCTTGA
GCTCAGCCAT
TCTAATTCCA
AATTTAGAAT
CCAAATCTCT
TTTCTTAAAG
TGAATTCCAT
TAATTTCCTC
TGTTTGTTTA
ATGATATCTG
TTTCTAACTC
ATCACTTACA
GTATTTTTCT
CTCCTCCTTC
AATTCCGAAA
TAATGTCAAT
GAGGATTAAT
TGAAATATTT
TTTACAAAAT
TAATCATAAA
ATTATAGAAA

TGAGAAATTA
TATGCTGGAG
TTATGTGCTG
ATCAGCAACC
AGAATGTGAA
TACCAGTTAC
GGAATCTCTT
AGATAATAGC
TTCCATATTC
AGCGAAGCTA
ATTTGCTTAG
AGAGTTTGAA
CTCTCCTTTT
TACATATGAT
TGAATTCAAC
TACATCTTTC
GAATTCAAAA
TAAATACAAA
AAATCTTTGT
GTATAATATA
TAGAATTAAA
AAAAGATTTA
TCATTTATTG

TGTTGATGAT
TCTCAGAATA
AGTTACTGGT
ATGTTACTAA
GAACCATGTA
TTTGAAGTTT
GAGTAGATTT
TGTCTCCAAC
GAAGTATTTG
TCGAGACTAT
ACATTACAGC
ATCTCCTTTC
CTTGCAGCTT
GATTGAGTCT
TTCTCTAGAA
TTATCTGAAG
CTGTTGGATG
AAAAATTATA
CCTTGACTAT
CAACGTTACC
TGGAGTTTTA
CTTTCAAATT
AAACTTTAAT

GTTTTTGTCT
TCTTGTATCA
TGTAGTTCTA
TATTTACTGT
TAGAATATGT
CCAATTCTAA
CATCATCTTC
AATTGCATTA
TCATTAACAT
GAAGATTTTC
TCTTACGTAC
TTGTTCTTTA
GGAGTCCCAT
AAGTAGAGAA
TCTAGAAGAG
CATCTCCACC
TCCTAATTCT
AAATCCCCAT
ATTCTACTTC
TTTTTCAGCA
TTATTGACTA
TATGTAAGTA
GTAATGTATA

CTGAATGAAG
TAGAATGGAT
GCCTATTGTA
AATGTAAGAA
TCTTCATTAG
GATTCTGAAC
ACTAACTTTG
TCTTCAATTC
CACTAATGTC
CTTGATCATT
ATTACAACTC
GTACTGCAGC
TCTTGCAGGC
CAACAAGAAC
ATTCAGAATA
ATAAATTTCA
AGATCGCAAA
AAACCAAGTT
ATGATATTTT
TCTATGGCAT
CAAAATTAGT
ACTACATCTG
ATAATATTAA
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AATCGTTAGT
TGTGTTAGCA
TCCATATCTC
AGTTTTCTTT
TATCGATGAA
TCTCATAGAT
AGATAAAACA
AATTTGTGAC
CAAATATGTG
AATAAAAAAT
AGCTGGAATA
TCTTCTCCTA
TCTTACAAGA
AGTTTTAACT
GTTGTTGTTT
TTTCAGAAAT
TTTAGACATT
TTAATAGTTT
CATTGTAAAC
AGTACAAAGT
TTGTTATCAG
AAAAGTTAAA
AAGATATTGA
TTTGCTTTTC
AAGTTCTAGT
ATCATATCTG
ACTCTCTAGG
ATCAGAAGAC
TTGATACTAT
CTATACATTT
ATATACATAT

ATTTTGTACT
TTGGAGTTTT
AAAAATAATA
GTCTGAAGAA
ACTAGTAATA
ATAACCAAAT
AGGAGTATTT
TACTGGAAAG
ATAATACATA
AAATTTTTAT
TTAAATCTAG
GTTTACTTGA
ATCTAGAACA
TCTTCAGGAG
TAGGATTCTC
ATCATTAGCT
ACAATTTGTT
GTTGGAACAT
AGATTTGACA
TTATCTACGT
GGTTAGTAGA
AAAATGAATT
TGATGAATGC
ATCTACGTTA
CCATCTTTTT
TCTTGTTATC
ATATAAAATA
AATCCAGTAA
CTTTTAAGAA
TTTATATAAT
TGTCCATTAT

GATAGAATAT
TGTCTGGGTG
TTTAAATTAT
GAAGAGGAAG
CTAATTTAAA
TGTAAAAGGA
CCTGTAGTAA
AGCAACGTAA
AGTAAATTTA
GTCCCATTTA
AACAAAAAGT
GAGTACTGAA
TCTTTAACAA
TTTTAGTTTT
CCAAAGTAGT
GGATTAATTA
CGAATTGATC
CTCTGTTAGT
TTTCCTACTA
CACCTCCATG
GACTACTTTG
AAAATTTCGA
TTTAATGAAA
ATATTTTTTA
TAGTTATAGT
TTTTTTGATC
TTATCATTCT
TGACAGTAAA
TGAGATCTTG
TGAGTTTTTG
CTTCAGAACA

TTTTATATTT
ATATTTTATT
TTAAAATAAA
AGGAGGAAGA
AAAAGTAGAA
TCGATTCCTT
TAAAAAAAGG
AATTCCTATG
TTATTAAAAA
AAAAAGAGTA
ATTGTATACA
GTAATTTTAC
TTTCTTTAAT
ACAGAATTCT
ACTAATTCTA
GTTTAATGAA
TGGAGATTGT
TTTCCTACAC
GACAAATCTG
TTTTTGGTAA
ACAATTTCAT
GAAGTACTCT
CTTTCAGGTT
TAGAAATAGT
TTTATCGTCA
TCAATAAGAT
GTATCAAGAT
ATTATTTACT
TTTTCCAAAA
TCTGATCTTG
TTTATGAACA

TTCTAACTTG
AGTAACTCTT
TGGACGAGTT
TTCTGAAGAA
AATAGTAGAA
TGTGTATTAA
TGAATATTAT
GATTATTCTC
AGCTAAAGAC
ATTTTATACT
GATTTTACCT
TAATATCTTC
ATCTTCTAGT
CTTAGAACAG
GGAAAGCAAA
TCGTACTGTG
TTGAATTCAG
TAATAACTTC
GATGAAGCTA
ATATCGACAA
CTTTAAGCTC
TGTAAAATTC
GACTACATTC
ATAATCTGTA
GGAACGAAGT
TATGTACCAT
GATTTTTGAT
TTAATTATTC
TAATCTTACC
GATAAAGCAA
TTGTTAGATT
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CTTTTATTAT
TTTTAGCAGA
TTCCCCCGAC
GAGAATCTTT
AGAATTATAT
CTCAAAGGAT
ATTAAGATTA
CTATGTTGTT
AATTTTTGAC
TGTAGAATTA
TAGTACTGTT
GAATTTAAAT
CCTCCAAATT
CAGATCTAGA
CAAATCTTCT
TACTTCTCTT
ATGCAATTTT
ATGTAGTACA
AGATTTTTAA
TGGTTTTTAG
AACGTAAGAT
TTTTGGTCTT
TATATTTTTG
GATAACCTAG
GATTTAGTTC
TTCTTTTATC
CCATTAACAT
TCCTATTTTC
ATATTTTAGA
CAAGGTAAAC
CGTCAATATA

TTAAAATTGA
CTCTTTTTTA
GATTTTTTTC
TTGATATTTC
CTTCAATAGG
TATTATGAAA
CTGACTTTCC
TTGGGAGAAT
TTTGCATAAA
GTCTGATCTT
ATCATTACTT
TTATTATCAA
CAAATAGAAT
AAATACCTTC
TTTTTGAAGT
TAGTAATGAA
AGTAATATCA
TTAACGAAGT
GTTCAACTTT
GAAATCATAA
TGGTAATTTT
TTCTATTTCG
AAATACTCGG
TTTCAAATAA
ATAGATCATT
AAAACTTTAT
AATTTAGAAT
TTCTTCTAGA
ATATATAGAT
AAGTATTATT
TAAATCTATG

ATTACATTTT
AATAAATCAA
AATCTGATGA
AACTATAAGT
CTAGGAGAGT
AATATACTCC
TTATAAAGTA
TAAATAATCT
CAAACTAAAT
TTCGATCAAA
TCTACAATTT
GATTAATTTT
ATTAAGGAAG
TTTACGATTT
TGAAGTTTTC
TCTTTCTAGG
TGAAGATCAG
TAGATAGGAA
CTTAATGAAC
TCTTGCTTTA
TACTATCTTC
TCAATACTGT
TGAAATATTT
TTCTCCATCA
TTCCGTTTCT
AGTCATAGAA
ATCTTGTTCT
ATTAATTCGA
CAACCTCCTT
AATATTATGG
TTCTTTCCTC

AGAATAAAAT
AAATCGGAAC
AGAGTTCGAT
CAGATCGAAG
ATGCAATAGT
ATTCATCGCA
GTACAACATA
CAACATAGAA
AGTATTTGGA
CTATTATATA
CTTTTAGAAT
TGTATGTCCA
ACTGCAATTT
CTTTAATGTT
ATCAATCTTC
ATTACAATAA
ATTCTATCTC
TTTAGATTTA
TTTAGAAGAT
CATTAAAAGT
CATTATTTAA
TTTTCAAATT
TTTAACTACT
ACATAGAATC
CTAAGTTTAC
TTCACTTGGT
TTAGCAAGTC
CTCCTTTATT
TTGTTCATAT
AAAATCTTAA
TAAAGAAATT

CAGTATCAGC
TATAGTATTT
TCCGAACAAG
AGATTTCTAA
TGGTATGATG
ATATTAGACG
GATTGGAAAT
TCATAATGAT
TTAACCCAAT
GTTCATCTCC
TGCTTCTTTA
GCTACAATTT
TAAATTTAAG
TGTTTTATTT
TGAAGAGTAC
TCTGGTTTAG
TCTATTATCC
TTAGAAGAAG
CAGCTTCACT
ATCTTTAACT
AAAATGATTT
AAAAAGTAGA
CTGACGTTAG
CTCCAAACTT
AGATTTTTTG
TTAACATAGA
TAATACTTTT
CAAAAAGTTA
TCTTTTTTCT
GAAATCCTAG
TGGTCCAATT



O O O O O N J 9 9 9 9 9 39 9 9 o0 oo oo 6o oo 60 oo oo oo o U oo uouo ;o L»m

401
501
601
701
801
901
001
101
201
301
401
501
601
701
801
901
001
101
201
301
401
501
601
701
801
901
001
101
201
301
401

TCCTTAATGT
ACGGTTTCCA
ATAATTTCTC
AGGAAGTTAA
CTATCATAAT
GAGTAGAGTA
GTAGATTTTG
AATCGATATT
CTTAGATTCC
TAAGGATCAA
ATCCTCTAAT
TCTATAAGCG
TTAATGATTT
AAACTATTAG
TTGTTCATTA
GTCAAAAAAA
CTGAACTTAA
TAAACCCATT
GACAAGGAAT
GTACTACTGA
TGACGAAGAG
TTGCTGAAGT
TAGTTTATAA
ACTTTTAAAA
AGTCAAGAAT
CAACACTAAA
GAATGATCTA
GGAATCAAAA
AAAAATATAA
TCAACACCTT
TAACATAGCA

TATTTTCCTG
ACTTAGGAAG
ATTTTAATTG
TATTAAGATC
AGGATAAATT
TCTGGATTTT
AATATTCTAA
TACTTTTTTG
ATACACCAGA
AGATTTGTTT
CTGGTTATTG
TTTGATCTAT
CTGTAAATGA
TATTAATGAA
GGTTATTTTA
ATAATATAAT
TGTAGAAACT
AATAAAGATA
TTAATGCTAA
TCTTAAGTCA
TTTTACAACG
TTTTTAAAAA
CCTATTTCTT
ATTGGAGTTT
ATTACGAAAC
CCAATTTGAC
AGTTTAGTAT
AAAAGATCAA
TTACAAAAAT
TTTAATAATT
CCTTCATACA

GAAATAAGAC
GGATTAGAAA
TAATCCGATT
AATTTTCAAA
TCATTAGTTA
TATAATAAGT
CAAAGTTTTA
ATGGCATTAA
TAATTAGATT
ATCAACATAA
TTCAAAGTTA
AGTCAATTTC
CTTTTCTGAG
AGTAGAGAAC
ATTACAGAAA
CAATAGTTTA
GGTAAAAAGA
GTGTAGATTA
TTATTTGGAA
GAAGTAAAAC
AAGATTATGA
AATATATATA
GACTTCTATA
ATGATTATAA
CAAATCTATC
ATACCTTCTA
TATTAGAAAA
TCAAATGTTA
TCCAAAGACT
CCAGATATTG
TTTAAATTGT

TTATCTGGAA
GATAATTAGG
TCTTGCAATA
GCAGAATTAA
GATTTTTGTC
CAAATTGTTT
ATAATCTTCT
AAATCTTCTC
GTCAAAACAA
CTATAATCTA
AAAAAATATG
GTCTGCGTGA
TTCGAAGATT
AGTATAAAAG
TCCTTTTATT
TATATTTATA
ATTCTTTCAA
TTATGATAAA
TTTTTAATGT
TAGATGTTGG
TATTGATTCA
TTTAATTTCC
ACAAGCTTGA
TAAACCTGAA
AAAAGTTATA
CTAACAAAAA
ACCAGAATTA
AACATTCTTT
AAGATCGTGA
AACTTGCTAT
TTAAAAAAGT

TAAACAAAGT
ACTATGAATA
AGAATACTAT
TACTGTTTTT
TCTAATTATA
CCTGTCATGT
TCATCTCAGT
TTCATATCCG
TCTGGGTATA
TATTATGTTG
ATTTTTTTTA
GATAAATACA
CCATTCCAGT
ATCGAATAAT
ACAGAATTGG
TTTTGAAAAC
AAATCAGATA
AATCAAATTA
CTGGAGATAT
AGAAGAAGAT
GAAGTATTTA
AAAATAAAAT
AATTCTTAAA
AGAGTACCAA
AAAAACTTAC
AGAAATGTCA
GCAAAACTGT
TTGTCTGAAA
CTAAACTTTC
ATTAAAAAAA
TCCTCATTAG
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AGGTTTACGA
TAATTGTAAG
TCTTTTTATC
CAATTCTATC
ATATTGGAAT
AAATATTGTT
TTCAGAGATT
ATATTCCAAT
GTTTATATAA
GTAACTATAT
TGTTCTAGAG
GACATCTATC
ATTTATAACA
AAAAAGAATC
AAAACTCAGA
TCTTAGTGAA
AAAATTCAAT
GTAATATTGT
TAGTTTAATC
GAAACTAGTA
CTGAAGAAGA
CATTAGTCAG
GGTTTTTTAC
GCAATAGATT
AGGGTTTTTG
GAATTTATAA
TTTATCTAAT
TGACAGCACG
TATATAAAAT
GAAGAAGACA
CAGCTTCTAG

TTTTTGTTAT
AGATGACCAT
TGGAGTTAGG
TTATGAGTAA
TTGTAATGAC
ATTATCTGTA
TCAGTTCTAA
TGACTATTCC
AACCATATCA
AAAATAATTG
GAGGTATAAT
TATTTTTTTA
GATAATGTTG
CAAGATTCTA
ATTAAAATTA
GGAATAACTT
ATGAAAATCT
AAAAGGTCAT
GATACTATTT
AAGATTCTGG
AGTTTTAGAA
AGTCTTAAAA
CTAATCTAAC
TAAAATTCCA
GATACTAACA
AAACTAGCGA
GACAGAAAAA
TAATGCTGTA
AAATATTTAG
ATAATACTCT
TTCCTCACTC

TTGCATTTTG
TAGAACCAAG
ATGATATTAT
TATCAGACTT
AATTCCAATT
GTGTAGTAAT
AATTATTATT
TACTTGTCCG
TTCTTATGTA
GAGTATCTAA
ATTTGAACTT
TCTTCTTTAG
ATATAACAAA
TTCGTCAATA
ATTATCAAAG
TTTCAGAAGC
TAGAGATGAC
GTAATTTTCT
TTAAGTTCAC
TTATGGGATT
GAAACTGAGT
AAACCATAAT
TAACCAAGAA
AAAGATTTAT
AACTCAATTT
TTTCATTTTC
CTCAATCCAT
GTACTTGACA
TATTAAACTT
TGTCACAGCT
TGTACTCCTA

ACAGATTCTA
TATTTTTCTA
TGGTTGCTGT
AATTCTTTGG
TGGTTAAACT
TAAGAGTAAT
AGTATGACTA
ATCTCTGGAT
GAGAAATTCT
TTCTAAAAGA
TTAGTTAACA
TTAAGATAAT
TGAGTATTAT
ACCAAAGAAG
AAATGTCAGA
TTTCATAAAT
GATCAGTTTA
TAAGAAATGT
TGATGCTGAT
AGTGTATTTA
TCAAAAAATT
TGTCGACAAA
ATCATAAGTT
TCGAATCTAT
TTACAATAAA
AAGTATATAT
ATAGAATCGA
TTATTTTTTT
TTTTTTAGTT
TCCATAACTT
GTTCTCCAGA

CTCCAATAAT
AACCTTTGTA
TTCCACAAAA
AAATCATGCT
CGTTAACTAA
TTTGTAGTTG
GTAATTTTAA
AATTAGAATA
GTCTACTGAG
TTTGCAATGT
AAGAATAAAA
AAGCTGAGGT
AATGTCGAAA
ATGAGAGAAC
AAAATTCAAT
TACTATATTC
AAAAGTTTTT
AATTTTATTT
TTACATTTTT
TGGACGAGTT
CGAACATATG
TTAATGTGGG
ATTCTAATAG
TTTAAGTTCT
TATTATTTAC
TTATTTTCGA
ATCATTTTTT
TAGTAATAAT
AAGAATTCAG
CCAACGACTG
AACCTTCTCA
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ATTATTTTAT
TCTCATCGAG
AAGATTCTTG
ACCATTGAGT
TTGTTGTCAT
TTCAAAGATA
ACAATATTAT
ATTCAAGAAT
CTCTGTAAGT
CCTTTTCCAG
GAGTATCAGC
AATTTCATCA
TTGTATAGTA
TGTTATCAAT
TCCATTGGCA
TTTACTGAAA
CTAGAACTAG
TTTAACTTGC
GTTGTCATTT
CCATTACGTA
TGCATCAAAA
CCAAGAGCAT
GTCCAAACAA
CAATTGATTT
TAGGTTGGCA

TAATTGTTGT
ACCATGTTTA
ATTATTGCGT
TCATTATGTA
TCTTTGAATC
TCTTTAATTC
CAGAGTTGAT
ATCATCTTTC
AGTAGTTCTT
CTCCAGCAAT
AGCTTCAACA
GTTTTAGTAT
CTTTATTTGC
GAAATTTGTG
TAAAATCCTT
CTCCTTGAGG
AGCAAGATTA
TCTGGAATTG
TAATTTGTTG
ACTAGAATCA
GTAATAAGTT
AATGATATTC
AGTTAGGTAA
TATACTTGAA
TCGAAATAAC

CTGGTATGCA
TTTGCAGATC
TTCCTTGTTT
TCCAACATCT
TGTCTAGAAG
CATATCCAGC
TATTGAACCA
ATTGGAGCTT
GGATATTGAT
ATCAGCACAA
TTATTTCCAT
TTGTTGTTGA
TGCAGGATCT
TATTGTGTTT
CCCAGATTTG
AATTTGATCT
GAAGTCATTG
TATCAACGTA
TAGTCCAATT
CGAAGCTCAG
GACGAGGGAA
AAGATCTAGT
AATAGTTTTA
GAACATTCAA
TTGCATAATC

TTTAGGTTAC
CACCTCTTCC
TGCAATTACT
TCTCCAGTCT
AAACCAATTG
AGCAACATCT
TCTACTGAAC
CATAAACTGC
ATTATGATAA
GCTTTTGTTG
CTTTTCTTAG
TCTAATAACA
GTATCCTTGT
TTGTTAGTCC
TGTTGAAACA
AGAATTCCAC
TCTTATCGAA
TCCAATATCT
TCTGCAAATT
GATCTCTTGC
TGATTGAGAT
CTAATTTGAT
GGATTGAAGC
GAAGATTAGA
TAGAAGTTCA

TTGTTAGACT
AATAAATTCT
TCTTTTACAT
TTAGCATTGC
TTTTGCAAGT
TCACTTTCAC
CACTTACAGC
CTTCTTGAAA
AATGGAATTG
CACTAGGATA
AGCTGCAATA
TATCCCAATT
ATCTGCAAGT
AAGAGTTTTC
TGTTTTAGTG
AGAATGTAAT
GACAGACATC
TTCTTTACTA
GGTGTATATC
CGCTGCTGTT
AAAGTAGAAC
CTGGAGAATA
AAGAGCTGCT
GAAATTCTCA
TCAACATCAA
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AGGTTTAATA
AGAAGTCCTC
CTGAGTTAAT
TCTATGTCTT
TCATCTACAA
TTCTGAATAT
AAGATTCCAT
TTATCGATAC
GATCATTTTC
TGAAAGGAAA
ACTTTAGATC
TTGTTAGAAG
ACAATAGAAA
TTCTCATCGT
TTTTGTAGAT
CTCAAATTTG
TTATTCCAAT
CGTAATTTGG
AGGAATATCA
GCAACCATTT
TTCTTGTATA
AGTGTATGCC
GCACTTTTAG
AGAATTAGAA
A

TGATTGTAAA
TTGTGAAGTC
TTCTACTCCA
AGTGCATACT
TGTAATTTGA
ATTATTGAAA
CTTAGATGTT
AATTCTTGAA
AACTGACAAT
TTGTAGATAA
TTAGAGATTG
AATCCAAATC
GCAAGAAGTT
TTGTTACTTT
TGTAGCATTT
TTTGTGGAGT
CATCAATCTG
ATGAGGTAGT
AATTTAACCA
GAGAATGAAC
ATGTATATCT
TTAATTCCAT
GAGGACAAGT
TTGCAACTTC

TTACATTTAG
AACTACAACA
TGAGTTTTCT
CGGGAATTCT
CTCAAGTTCA
TCATGTTGAA
CGGGATATGA
TGGTCTGCAA
GTATCTCCAC
AAAGAATTAG
TTTTGTGAAT
AAATTTAGTA
TGTATGGAGT
TTGTAGTTGC
CCTAGTTTGT
TTTTGAAGTA
AATTCCTTTC
ACTTTGCTAA
TATTTGCAAA
TGAATCAACA
TGAGAAGCAG
ACAGTTTAAT
AAAGTTACCA
TAGTCTCTCT

AGTTTCAGAA
CAAGTCTTAT
CTAGAGCTTT
CTTAAGGAAA
GTAGTTTCAG
CTGACTTCTC
AGATTTGATA
TTCTTTAGTT
CTGAAGTATC
AGGTTCACAG
GAAGGAAATA
CTGCCTTATT
ATCCAAAGTA
TTAATATTTG
ATGGCAAGAA
TACAGTTTCA
CAGAACATAA
CAAAGTCACA
TGGATTTGCT
AGTTGATATG
CTGCTCCACC
GAAATGCTCA
CCAGCTCCCT
AGTTTTTCTA

TCAATGTCTG
ATAGAGAATA
CATATTTGAT
TGTCCAGGTC
ATTCTAGTTG
TACAATATCT
CTGTCAGCAA
CTTCTCCAGA
TTCTTTTGTT
TTGTTAATTA
CCTTAAAACT
AGAAGGAATT
CTTAGATTAA
TGATAAGATT
ACAAACTCTC
TCATACAATC
CATTTGCAAT
ATAATGAAGA
GCTGGTGCTG
CCTTTGCGAT
TGCTACAATT
TAATTACCTT
ACAAGGAAAG
GATTTAGATT
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Etude du virus responsable de la maladie du sommeil de la carpe : analyses épidémiologiques
et moléculaires

Résumé :

Le Carp edema virus (CEV) est responsable de la maladie du sommeil de la carpe (Koi sleepy disease,
KSD). Cette maladie, découverte au Japon dans les années 1970, touche exclusivement les carpes
Cyprinus carpio et entraine des mortalités massives a travers le monde.

Nous avons collecté nos échantillons a la Pisciculture d’Estalens (Gers — France) entre 2017 et 2020.

Lors de I'importation de carpes Koi du Japon de 2019, le CEV a été détecté dans 76 % des poches de
transport. La durée d’excrétion post-importation était variable mais pouvait atteindre deux semaines
dans des lots asymptomatiques et un mois dans des lots symptomatiques.

Les essais de réplication sur culture primaire de cellules embryonnaires et sur embryons de carpe ont
été sans succes.

Nous avons séquencé pour la premiére fois la zone intergénique P4a P4b.

Les analyses phylogénétiques positionnent nos échantillons dans le génogroupe Il et le CEV parmi les
Chordopoxvirinae, a proximité du Salmon gill poxvirus.

Mots-clés :

Carp edema virus, maladie du sommeil de la carpe Ko, Koi sleepy disease, Poxviridae, carpe commune,
carpe Koi, Cyprinus carpio, épidémiologie moléculaire, cinétique d’excrétion, isolement viral, phylogénie

Study on Carp edema virus: epidemiological and molecular analyses
Abstract:
Koi sleepy disease (KSD), caused by Carp edema virus (CEV) was originally described in Japan in the
1970’s. It now causes worldwide mass mortality exclusively among carps (Cyprinus carpio).
We collected samples in a fish farm (Pisciculture d’Estalens, Gers — France) between 2017 and 2020.

In 2019 carp Koi importation from Japan, CEV was detected in 76 % of shipping bags. The duration of
viral shedding was inconstant. It could last up to two weeks for asymptomatic batches and up to one
month for symptomatic batches.

Viral isolation in primary culture of embryonic cells and carp embryos was unsuccessful.
Genome region between P4a and P4b genes was sequenced for the first time in this study.

Phylogenetic analyses showed that our samples belong to CEV genogroup Il and that CEV is on the
same branch as Salmon gill poxvirus, among Chordopoxvirinae.

Keywords:

Carp edema virus, Koi sleepy disease, Poxviridae, common carp, Koi carp, Cyprinus carpio, molecular
epidemiology, viral shedding timeline, viral isolation, phylogeny



