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|. Introduction

Ce rapport cloture une collaboration, entreprm@rant 97, entre I’Agence
Nationale pour la Valorisation de la Recherche YAR), 'Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments(AFSSA), le Synditattional des Aquaculteurs Marins
(SFAM) et I'Institut Francais de Recherche pouxpibitation de la Mer (IFREMER).

A l'origine (97) ce contrat a démarré sous I'égittela délégation ANVAR de
Bordeaux et avec comme contractant principal le/8FLe statut juridique de ce
syndicat s’avéra incompatible au pilotage de ceidosUne nouvelle procédure fut
entamée avec '’ANVAR de Montpellier, 'IFREMER Rahs devenant le contractant
principal et L'AFSSA de Brest (ex. CNEVA) le deuxie contractant. En plus de la
cosignature de ce contrat, ’AFSSA et ''FREMER slés par un accord de
consortium.

Certains des travaux dépendant de cycles naturale gonditions de
température une partie des expérimentations ftoeihde méme initiées fin 97 afin
d’éviter que ce contretemps administratif ne p&eadi'une annnée les recherches. Par la
suite, pour permettre de finaliser certaines regtes, un délai supplémentaire d’un an
fut accordé par TANVAR aux différents partenair€es raisons expliquent la durée
supérieure aux 3 ans initialement prévus pour ge tie contrat.

En paralléle des recherches autres que cellestesarce contrat ont été
menées, elles permirent une meilleure cohésionnaeltiples facettes du sujet. Ces
résultats sont cités lorsque la compréhensiorededmble le nécessite

|.A. Le rapport
Ce rapport comporte deux types de numérotation :

Premier type de numérotation,sous forme de chiffre romain ou de lettre en
italique. Elle est chronologique et concerne leapiines de ce rapport.

Deuxieme type de numérotatiorsous formes de chiffres arabes. Elle fait
référence au plan de 'annexe technique (annexafl)ia été reprise dans les différents
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rapports et documents dont la partie scientifideieelui-ci (1ll). Cette numérotation
apparait plusieurs fois au cours de ce rapport.

. B. Les annexes

Les publications, présentations orales, résumémster et rapports internes
sont fournis en annexe. Les deux rapports interam@gi ne sont pas communiqués car
les partenaires en possedent un exemplaire. Lei@reapport était informel et
concernait essentiellement I'état d’avancementi@d@sux. Les quelques résultats qu'il
contenait ont été repris dans le second rappamats 2000. Les renvois font appel soit
aux annexes soit au rapport de mars 2000 soitl k& celui-ci

ll. Travaux réalisés en regard des objectifs

[I.LA Le bilan

Ce programme a été trés riche en enseignemenidigiees dont certains
étaient prévisibles et d’autre moins, ce qui agbles différents partenaires a des
adaptations permanentes.

Le bilan et les tableaux récapitulatifs reprennesfpropositions de I'annexe
technique (annexe 1) et utilisent le méme plan.

Sur la quarantaine de taches prévues la quasiéaatte effectuée, seules 2
n'ont pas éteé réalisées et 2 ont été réorientdesopdre 4 points cités dans le rapport
n'étaient pas prévus au contrat ANVAR. Elles ostréalisées car elles étaient
nécessaires a la sa cohérence ou s’incluent natmegit dans ce travail. Elles sont citées
a titre d’information.

1. Structure et propriétés du virus

La totalité des taches a été realisée.

Deux lignées de nodavirus infectant le bar onnéiges en évidence avec une
pathogénie variable selon I'age (larves, juvénikgsroducteurs...) et selon les facteurs
extérieurs. Ce virus s’est montré d’'une résistanxoeptionnelle aux facteurs tant
physiques que chimiques.

Bien que non prévue au contrat I'étude des ligadfestant d’autres especes a
été réalisée.

2. Mise au point des moyens de diagnostic

La totalité sauf une tache a été réalisée.

Les diagnostics existants ont été adaptés ou ré@bsous un autre angle. Des
diagnostics non prévus au contrat ont été mis & par ils étaient indispensables a une
comparaison fiable des différentes techniques.

Tache non réalisée:

«La suspension virale remplacée par... protéireesrecombinante... »

Lors de la rédaction du contrat la production dasssur culture de cellule était
encore aléatoire et toutes les options de remplackavaient été envisagées, mais:
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-La production de virus fut rapidement mise au poin

-Le choix de la production de protéine recombinanété réorienté (voir 4.1.4)

-Les informations obtenues lors du travail sumesnbranes (annexe 25), dans
le cadre des vaccins synthétiques, permettent eraint de douter de la pertinence de
cette alternative.

3. Etude épidémiologique
L’ensemble des taches a été réalisé.
4. Vaccin et vaccination

L’étude des peptides synthétiques a permis dets@eer un peptide
potentiellement protecteur.

Tache réorientée :

«Vaccin recombinant : clonage de la protéine dsidepdans différents vecteurs
(bactérie, baculovirus)» a été réorienté versditipn des plasmides directement chez le
poisson. 2 raisons ont justifié cette nouvellertagon:

-Il existe une différence de structure possibleeetat protéine produite par les
vecteurs et l'originale.

-Des travaux sur la truite ont montré une protecfiar l'injection directe de
plasmide

Tache non réalisée ou réorientée :

«Comparaison d’autres vaccins ou méthodes de \at@mmn.. Recherchen
condition normale d'élevage, des effets des vaatingthodes de vaccination
sélectionnés en laboratoire... »

L’absence de résultats probants en laboratoireaienés étapes prématurées. La
vaccination par virus tué a été envisagée maigetemue. L’'étude des virus tués comme
témoin positif a permis de mettre en évidence wsigtance de la virulence non
compatible avec son usage en tant que vaccin.

Le bilan global parait trés positif surtout en nebydes objectifs qui étaient trés
ambitieux. Ce bilan ne traite pas des voies patetment intéressantes qui se sont
avérees, apres étude, sans intérét.

5. Désinfection et inactivation du virus

L’ensemble des taches a été réalisé



II.B. Tableaux récapitulatifs

)

Tache a réaliser N°Ligne Acteur | Fait observations
Dans. Afssa
Phrase ou idée exprimée dans 'annexe L’annexe | Ifremer| Oui
technique technique Sfam | Non
Structure et propriété du virus 110
..définir une souche virale servant de |121 A+l oui SB2 Rapt 99 &
modéle Rapt. Scient.(lll)
81
Annexes 2 ;3
..etude de la variabilité des souches |123 A+S Oui |Rapt 99 81
virales en fonction de leur provenance Rapt. Scient.(lll)
géographique 81
Annexes 2 ; 3
...I'étude de la pathogénicité pourrait étf24 A+l Oui Rapt. Scient.(lll)
réaliséen vivo par contaminations 81;8 3.1; 83.2
expérimentales de larves et de juvéniles. Annexes 10 a 14
13
...le tropisme vis-a-vis de différents 128 A Oui Rapt.
organes, pendant la phase aigué de la Scient.(lll).8 3.1
maladie, la cinétique d’apparition du Annexes 10 43
virus et des Iésions dans les organes
cibles.
...ainsi que les organes porteurs de viruk29 A+l Oui Rapt. Scient.(Ill)
chez les poissons porteurs sains. 83.2.183.2.2
§4.2.1
Annexes 14 a 16
La multiplication du nodavirus en cultur&32 A+l Oui Rapt 99 8§2.2
cellulaire (SS N-1 en un premier temps) Rapt. Scient.(l11)
devrait permettre une production viralg §2.2.
importante, la quantification du virus,.. Annexes 2 425
I'étude de la pathogénicité réalisée 135 A+l Oui Rapt. Scient.(lll)
Vivo par contaminations expérimentales 83.1; 83.2
de larves et de juvéniles.
Mise au point et validation des moyens138
de diagnostic
Comparaison des sensibilités respectiv&s4 A Oui Rapt 99 §2.1

des techniques RT-PCR et nested RT-
PCR

Prérapt §2.1

Annexes a 6
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Tache a réaliser N°Ligne |Acteur | Fait observations
Dans. Afssa
Phrase ou idée exprimée dapsL’annexe |lfremer| Oui
I'annexe technique technique | Sfam | Non
Elaboration d’'un standard | 157 A Oui Rapt. Scient.(lll) § 2.2
interne 164 Annexes a 6
... contréle des faux positifs168
... automatisation 174
Validation de la
méthode...porteurs sains et
contaminés : encéphale, rein
yeux, rate, sang, gonades.
...SSN-1 pour I'isolement du | 179 A+l Oui Rapt 99 §2.2.
virus a partir de poissons Rapt. Scient.(lll) §2.2.
contaminés
Identification par 180 A Non
séroneutralisation -
Comparaison(cc) avec les |181 A+l Oui Rapt. Scient.(lll)
autres techniques de diagnostic 82.1;82.2.,82.3.:;82.4
;83.1;83.2
Annexe#, 5, 6,7et8
Utilisation d’'un ELISA 185a189 | I+A Oui La mise au point d’'un
sandwich pour la détection ELISA pour les
d’anticorps sériques chez le anticorps sériques n’es
bar pas prévue dans le
contrat ANVAR ((§ 2.3
Elisa ; Etat des
connaissances ). Seule
son adaptation au
dépistage est prévue.
Rapt 99 §2.3.1
Rapt. Scient.(lll) § 2.3.
Annexes/ a 8
La recherche d’antigéne viral non prévu |1 Oui Rapt 99 §2.3.2
par ELISA Rapt. Scient.(lll) 8
2.3.2.
Hybridation in situ non prévu |A Oui Rapt 99 §2.4.1.
Rapt. Scient.(lll) §
2.3.4.
Production IgG lapin anti-nodaon prévu | A Oui Rapt 99 §2.4.2
Adaptation ( ELISA) au 199 I Oui Rapt 99 8§83.2.1.1.
dépistage chez les
reproducteurs et cinétique
anticorps
Comparer les résultats obten 200 A+l Oui Rapt. Scient.(lll)

avec ceux des autres
techniques de détection (PCEH

A

culture cellulaires).

82.1;82.2.:82.3. :82.4
:83.1:83.2

Annexe#4 5, 6,7 et 8




Tache a réaliser N°Ligne | Acteur Fait observations
Dans. Afssa
Phrase ou idée exprimée dapsL’annexe |Ifremer| Oui
I'annexe technique technique | Sfam Non
Amélioration du test ELISA. |201 I A Rapt99 et Rapt.
La suspension virale remplagée Scient.(lll) 8.2.2 ;
par: 82.3.1.
-virus obtenu en culture Oui Annexes 15 ; 16
cellulaire, Les résultas des
Non travaux sur les
-protéine virale recombinante Oui membranes ont
-peptides de synthese montré I'absence
d’intérét de ce type
d’alternative. Rapt.
Scient.(lll) 84.2.2.
Annexes 19, 221,
22et23
Etude épidémiologique chez | 232 I
les géniteurs et les larves
Constitution de lots de 248 I Oui Rapt 99 § 3.2.1
reproducteurs sains et Rapt. Scient.(lll)
contaminés 83.2.1.;83.2.2.
Annexes 15; 16
Cinétique d’anticorps sériques?51 I Oui Rapt 99 § 3.2.1.1.1.
PCR (biopsies ovariennes, Rapt. Scient.(lll) 8
sang ?) 3.21.1
Annexes 17
rechercher le virus dans 254 I Oui Rapt 99 § 3.2.1.1.1.
différents organes (encéphale, Rapt. Scient.(lll) 8
gonades etc...) chez les 3.221.;84.21
porteurs sains. Annexes 17
transmission horizontale chez257 I oui Rapt 99 § 3.2.2
des larves issues de Rapt. Scient.(lll) §
reproducteurs “sains” 3.2.11
Annexes 2021, 22
transmission verticale chez dg258 I Oui Rapt 99 § 3.2.3
larves issues de reproducteurs Rapt. Scient.(lll) §
virosés (porteurs sains) ou 3.2.2.
expérimentalement Annexes 15 ; 16
contaminés.
Recherche des effets de 261 I Oui Température, stress

différents facteurs sur la
contamination, la cinétique d¢
I'infection et la réponse
immunitaire

v

Saison, age. Rapt99
et Rapt. Scient.(lll) §
3et§4.1

Annexes 18 ;221,
22
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-

Tache a réaliser N°Ligne | Acteur Fait observations
Dans. Afssa
Phrase ou idée exprimée dapsL’annexe |Ifremer| Oui
I'annexe technique technique | Sfam Non

Enquéte épidémiologique 264 A+S

dans les élevages

Etude spatio-temporelle de |266 A+S Oui Rapt 99 § 3.2.3.

I'infection, des facteurs de Rapt. Scient.(lll) 83.1

risque et des conséquences.

Vaccins et vaccination 270 A+l

vaccin classiquevirus tué, |271 A Oui/non | Rapt. Scient.(lll)

adjuvé ou non a titre de 84.1.

référence. Annexes 19

vaccin recombinantclonage |273 A Non/oui | Remplacé par

de la protéine de capside dans I'injection de

différents vecteurs (bactérie, plasmide

baculovirus) Rapt 99 § 4.2
Rapt. Scient.(lll) §4.’
Annexes 19

peptide de synthésdester 275 I Oui Rapt 99 § 4.3

différentes portions de la Rapt. Scient.(lll) §

protéine de capside, 4.1
Annexes 2Q@1, 22,
23,2425

Recherche des vaccins sur [278 A

juvéniles

Détermination d’'un modele |279 A Non Il faut attendre de

vaccinal posséder différents
vaccins potentiels
avant définir les
conditions de
vaccination.

Comparaison d’autres vaccin81 A non

ou méthodes de vaccination au

modele

Recherche des effets sur 284 I

géniteurs et larves

Détermination d’'un modele |285 I oui Rapt. Scient.(lll)

vaccinal chez les géniteurs

83.2.1.

Les reproducteurs ng
sont pas sensibles.
Protection éventuellg
de la descendance
pendant les 4

\L*4

premiers jours.
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Tache a réaliser N°Ligne | Acteur Fait observations
Dans. Afssa
Phrase ou idée exprimée dans L'annexe| |fremer Oui
I'annexe technique technique| Sfam Non
...des anticorps dans le sérum |286 I oui Rapt. Scient.(lll) 83.2.1. ;83.
(protection des reproducteurs) Annexes 15 ; 16
Cinétique d’apparition dans les | 287 I oui Rapt. Scient.(lll) §3.2.2.2
ovocytes des femelles et dans les Annexes 16
larves (transmission d’'une
immunité passive).
-protection des larves apres 288 I Rapt. Scient.(lll) §3.2.2.2
vaccination des géniteurs, et Annexes 16
recherche d'un éventuel portage
sain.
Comparaison d’autres vaccins 290 I Non/oui | Utilisation des vaccins tués
méthodes de vaccination comme témoin positif
Rapt. Scient.(lll) 84.1 ; 8§4.2.
Annexes 19,221, 22, 23 et 24
Essais cliniques en élevage 291
Recherchgen condition normale| 292 A+1+S Non Non envisageable tant que
d'élevage, des effets des vaccin(s) résultats labo ne sont pas
et méthode(s) de vaccination probants.
sélectionné en laboratoire
Désinfec. Inactiva. du virus
...I'étude de certaines propriétég 133 A Oui Rapt. Scient.(lll)
croissance, sensibilité aux §5;84.1
désinfectants, a la chaleur, Annexes 14 a 17 ; 26 et 27
lll Rapport Scientifique

Cette partie ne reprend que les idées principkesajorité des résultats ayant
déja éteé diffusée par d’'une facon plus détailléedpgutres voies, thése : publications
dans des revues internationales a comité de legitésentation orale ou sous forme de
poster dans des réunions nationales ou internd¢®mapport interne. Toutes ces
publications sont communiquées en annexe.

Support de communication Nombre
Publication dans des revues 10
internationales a comité de lecture
Présentation orale 7
Poster 6
Rapport interne et intermédiaire 5
These 1
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1.Structure et propriétés du ViruS(AFSSA Brest)

Il a été montré qu’au moins deux souches diffégedeenodavirus peuvent
infecter le baDicentrarchus labraxLe Sb1l qui a été isolé en atlantique et le Sbi2 iso
en Méditerranée

Thiéry R., Arnauld C., Delsert C., 1999.

Two isolates of sea bass, Dicentrarchus labrardryous necrosis virus with
distinct genomes.

J. Fish Dis., 22, 201-207. (annexe 2)

Thiéry R., Arnauld C., Delsert C., 1999.

Mise en évidence de deux génotypes distincts daviag du bar
(Dicentrarchus labrax).

2° journées francophone de virologie, Virologie?)3(81 (poster, annexe 3)

Une souchotheque comportant 41 isolats de nodadiougine géographique et
d’espéces de poissons différentes a été consfiiatdel)

Les isolats les plus représentatifs ont fait I'olbjene analyse phylogénétique
basée sur le séquencage d’'une partie du géne qualamta protéine de capside virale

(fig :1)

2. Mise au point des moyens de diagnostic

2.1. PCR (AFSSA Brest)

Un protocole de RT-PCR (voir Thiéeg al 99 ci dessus) permet de réaliser les
étapes de transcription inverse et de PCR dangtheentube sans interruption du
programme (RT-PCR ininterrompue, non publié). Ustgrole de nested-PCR a été
élabore.

Deux couples d’amorces sont utilisés pour idemtgféectivement les deux
génotypes impliqués dans les infections des possdlmves sur le territoire francais. Un
autre couple d’amorces, moins sélectif, mais paantthéoriquement la détection de
I'ensemble des génotypes de nodavirus connus@uca jégalement éte testé
récemment. Le virus du flétan (Halibut NNV), séaistsen Europe du nord et au
Royaume Uni est notamment détectable avec ces amorc

Une méthode alterne de typage rapide des noda@8hisou Sb2) par RT-PCR
suivie d’'une digestion a l'aide d’enzymes de resith (PCR-RFLP) est également
opérationnelle.

Thiéry R., Raymond J.C., Castric J., 1999.

Natural outbreak of viral encephalopathy and retathy in juvenile sea bass,
Dicentrarchus labrax , study by nested reversetrgrtase-polymerase chain reaction.
Virus Research, 63, 11-17. (annexe 4)
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Thiéry R. 1999.
Nodavirus characterisation and diagnostic tools

IXth International Conference "Diseases of Fish andIf8$te| Rhodes, Grece,
20-24 septembre 1999 (Communication orale, anngxe 5

Thiéry, R. Arnauld, C. Boscher, S. Castric, J. 1999
Genotyping of nodavirus isolates from sea bassribiaechus labrax:

implication on PCR-based diagnosistrll){nternational Conference "Diseases of Fish and

Shellfish", Rhodes, Gréce, 20-24 septembre 19985t@P-148, annexe 6)

2.2. CULTURE CELLULAIRE (AFSSA Brest)

Les techniques permettant la production et la netieede nodavirus dans les
tissus ont été mises au point

2.3. ELISA

2.3.1. Mise au point d’un ELISA pour la détection @ns le sérum
des anticorps spécifiqgues du nodavirus

Deux méthodes ont été utilisées, I'une a l'aidends@rum polyclonal de lapin anti-
immunoglobulines de bafAFSSA), l'autre a l'aide d'un anticorps monoclonal
(IFREMER).

Afin de réaliser I'étude sur le terrain, 'AFSSAites de Brest, a produit les
différents réactifs nécessaires a la réalisatiola dechnique ELISA: sérum polyclonal de
lapin anti-nodavirus, stocks de nodavirus soucht &iShb2, sérum polyclonal de lapin
anti-immunoglobulines de bar, sérums de bars pesitiégatif de référence.

Breuil, G. & Romestand, B. 1999. A rapid ELISA mathfor detecting specific
antibody level against nodavirus in the serum efdba bas®icentrarchus labraxL.):
application in the screening of spawners in sea bascheryJournal of Fish Disease
22 45-52. (annexe 7)

Breuil G, Pépin JF, Castric J, Fauvel C & Thiery2B00. Detection of serum
antibodies against nodavirus in wild and farmedtagka bass: application to the
screening of the broodstock in sea bass hatch&udisEurop. Assoc. Fish. Pathd@o0,
95-100. (annexe 8)

2.3.2. Mise au point d’un ELISA pour la détection dantigéne viral.
(IFREMER Palavas)

Objectif : Détecter la présence de nodavirus dassédghantillons de larves ou dans
des biopsies ovariennes. Cette technique présamtmtage d'étre rapide (24 h), facile a
mettre en ceuvre pour de nombreux échantillonggttonomique.
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Breuil G., Mouchel O. and Pepin J.F. 2001 A santviitISA to detect Nodavirus
in the sea bas®(centrarchus labrakx Disease of Aquatic Organism8, 25-31. (annexe
9)

2.4. Autres Méthodes

2.4.1. Hybridation in situ (ISH) (AFSSA Brest)

La méthode adaptée a la détection du nodavirusesitions de tissus (cerveau et rétine)
de bar, est relativement "lourde"” et ne paraitghas sensible que I'histo-immunochimie.
Cette technique sera difficile & adapter au diafmds routine.

3. Etude épidémiologique

3.1. Chez les alevins et les juvénil¢sFSSA Brest)

Un modele de transmission expérimentale de la riomae/chez le bar par
injection intramusculaire et balnéation.
L'injection d’'une dose de foa 1d PFU/poisson permet d’obtenir la DL50. La
DL50 n’est jamais atteinte par bain.
Par ailleurs, les voies de pénétration et la psxjom du virus dans I'hote ont
éte etudiées.

Péducasse S., Boscher S., Le Ven A., Baudin Laurénd999. Study of
portals of entry and progression for nodavirusuwepile sea bass Dicentrarchus labrax.

IXth International Conference "Diseases of Fish andIf&#fel Rhodes, Grece, 20-24
septembre 1999, (communnication orale —136, anh@xe

Péducasse S., Castric J., Thiéry R., Jeffroy JVareA., Baudin Laurencin F.,
1999. Comparative study of viral encephalopathyratidopathy in juvenile sea bass.
Dicentrarchus labradnfected in different ways. Dis. Aquat. Org., 35(11-20. (annexe
11)

Péducasse S. & Quentel C. 2000. Etudes des voiesrsration et du tropisme
du nodavirus chez le bdicentrarchus labrax une étude virologique. Virologie, 2emes
journées francophone de virologie, 4 (2), 149. f@osnnexe 12)

Un isolat de nodavirus isolé de daurades asymptiques (génotype Sb2) a été
démontré pathogene pour le bar. Les daurades pegd@symptomatiques peuvent
transmettre la nodavirose a des bars sains placésn¢act.

Castric J, Thiéry R, Jeffroy J, de Kinkelin P, Rayrd JC. 2001. Sea bream
Sparus aurata, an asymptomatic contagious fishftwosbdavirus.. Dis Aquat Organ.
47(1):33-38. (annexe 13)
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Des essais de transmission expérimentale du gén&typ montrent la
sensibilité du turbot a la nodavirose.

Boscher S., Péducasse S. Quentel C. 2001. Expgahmadavirus transmission
trials to juvenile turboScophhtalmuscomparison with juvenile sea basg@&ntrarchus
labrax. 10" international conference of the EAFP, Dublin,nda, 9-14 septembre 2001.
(Poster-233, annexe 14)

De méme, différents isolats de génotype Sh1l seégaiément révélés
pathogenes pour le turbot a basse températureri@etsal, non publié).

3.2. Chez les géniteurs et les larviEFREMER Palavas)

La période optimale pour le screening des repradustse situe en Ao(t-
Septembre.

Les premiers résultats sérologiques indiquent gyl a pas de différence
significative entre les proportions de poisson®pesitifs trouvés dans les installations
de Palavas et dans le milieu naturel

3.2.1. Chez les poissons séronégatif

Aucun virus n'a été détecté (PCR, ELISA et Cultureldulaires) dans les biopsies
des femelles séronégatives et leurs larves n’orgldppé aucun symptéme.

La pathogénicitédes différents isolats de nodavirus a été étuhée le bar
adulte et les larves. La différence entre les dmuwches Sb1l (origine Atlantique) et Sb2
(origine Méditerranée) se confirme. La souche Aitpre est plus pathogene que la
souche Méditerranéenne chez les larves (infeciarsgtade ovocyte) alors que le
phénomene inverse est observé chez les juvéniles pbissons en grossissement. Ici, le
facteur température de I'eau de mer doit avoirdle Les géniteurs n’ont jamais
développé la maladie aprés infection expérimeraade ces deux souches virales.

La transmissionverticale du virus de la mére aux ceufs a été
expérimentalement démontrée aprés inoculationaf@educteurs avec la souche Sh1l (et
non avec Sh2). Le virus peut étre détecté par RR-BCELISA au moment de la ponte
(ovules), juste avant (stade ovocyte méature) oasafmeuf fécondé) fécondation. Les
larves issues de ces géniteurs developpent dessegrales caracteristiques au niveau
du cerveau et visibles en histologie ali™f4our d’élevage.

3.2.2. Chez les poissons séropositifs
Les biopsies ovariennes étaient négatives en eglugllulaires. Par contre, du
virus a été détecté par RT-PCR (AFSSA Brest) eSBLdians deux échantillons. Les
recherches de nodavirus par ELISA ou HI sur lesvels issues de ces échantillons ont
été négatives.

Le dépistage chez les reproducteursCette expérimentation qui datpremiere
preuve expérimentale d’une transmission vertical@odavirus chez les poissons
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marins,a permis de constater qu’aucune des techniquespistalge direct du virus
actuellement disponibles (RT-PCR ou ELISA antigérepermet de détecter la présence
de virus dans les différentes biopsies ovarienffestaéesavantla ponte. Ce résultat

met en doute I'efficacité d’'un dépistage précocéatgent pathogéne chez les
reproducteurs de bar par ces différentes technidirebétat actuel, la détection des
anticorps par analyse sérologique semble la seétkade efficace pour constituer des
lots de géniteurs de bar indemnes de virus.

Breuil, G., R. Thiery, J.-F. Pépin, J.-P. Blancime2®01. The control of
nodavirus disease in sea bd3gentrarchus labraxfrom breeder to commercial size :
toward a new approach of organic aquacultApiaculture interchange program (AIP)
workshop, biosecurity in aquaculture productionteygss : exclusion of pathogens and
other undesirables, 23-26 July, 2001, Honolulu, HafUSA) IFREMER, Palavas-les-
Flots. (annexe 15)

Breuil, G., J.-F. Pépin, O. Mouchel, C. FauvelTRiery.2001. Experimental
vertical transmission of nodavirus from mother gg®and larvae of the sea bass
(Dicentrarchus labrak 10th International conference of the EAFP, 9th-18dptember,
2001, Dublin.(Communication orale119, annexe 16)

3.2.1.1. Etablissement d'un modéle de transmission
horizontale aux ceufs et aux larves

La contamination virale peut étre effectuée, smtpcement au moment de la
fécondation, soit plus tardivement, au stade LA/@i|a 4 jours post éclosion)

La souche Sb1 (origine Atlantique) semble bien plthogéene que la souche
Sbh2 pour les larves. L'existence d’'une pathogéhitiermodépendante différente entre
les souches Sb1l et Sh2 semble confirmée.

Breuil G, Mouchel O, Fauvel C & Pepin JF. 2001. BassDicentrarchus
labrax, nervous necrosis virus isolates with distinchpgenicity to sea bass larvéss.
Aquat. Org 43, 25-31. (annexe 17)

3.2.2.2. Réponse immunitaire des reproducteurs et
établissement d’'un modele de transmission verticake été démontré pour Sb1l

Breuil G., J.-F. Pépin, S. Boscher & R. Thiegxperimental vertical
transmission of nodavirus from mother to eggs amkle of the sea bad3i¢entrarchus
labrax). (in press, J.Fish Dis. annexe 18)

3.3. Etude sur le terrain (SFAM — AFSSA Brest)

L’enquéte effectuée en 1999, la premiére a étleséeasur cette maladie a
I'échelle d’'un pays, apporte aux aquaculteurs fnde poissons marins des
informations utiles qui doivent leur permettre dorter et d’optimiser rapidement les
investigations et les recherches portant sur lavioase :
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Elles ont montré la présence de nodavirus ouaténmel viral dans 20,4% des
échantillons étudiés et que 50% des écloserie@%tdes fermes de grossissement
étudiées en 1999 étaient contaminées.

Au total le nodavirus a été mis en évidence (piuicellulaire ou RT-PCR)
dans 28,4% des sites.

Sur les 887 sérums de bars analysés, 89,52 % &patitvus d’anticorps anti-
nodavirus (ELISA AFSSA).

Le nombre de sites ayant des poissons porteurabgps est relativement
éleve, 21/31, soit 67,7 % des sites.

Dans ces sites, le pourcentage d’animaux présetéardnticorps varie de 2 a
83 %.

En 2000/2001, la recherche d’anticorps anti-nadava été effectuée sur
I'ensemble des géniteurs de trois écloseries 180 bars. L'étude n’a pas pu étre
réalisée sur toutes les écloseries du fait du narguage individuel des poissons par les
éleveurs.

L’enquéte virologique de 1999 ayant mis en éviddaqgeésence de 2
génotypes viraux dans les élevages, et bien quenterps produits chez des animaux
infectés par un génotype donné reconnaissent tedegenotype, un cocktail viral
composé de Sbl et Sh2 a été utilisé, afin d’aneliarsensibilité de la technique
ELISA, 93% des animaux ne présentent pas d’antscanpi-nodavirus seriques.

4. VVaccins et vaccination

4.1. Vaccin recombinant(AFSSA Brest)

Différentes constructions moléculaires (plasmideg)été réalisées. Le principe
repose sur I'expression du gene codant la protineapside virale dans les cellules
musculaires de poisson apres injection (vaccing&ibN). La protéine synthétisée
vivo doit ensuite induire la synthése d’anticorps preters contre le nodavirus par le
poisson vaccing.

Apres injection de plasmides la présence d’ARMdIvieo-synthétisé au niveau
des cellules musculaires de bar été démontrée.

Boscher S., Thiéry R. , 1999.

Expression du géne de la protéine de capside davirad du bar (Dicentrarchus
labrax) aprés injection intramusculaire d'un plagrecombinant a des bars juvéniles.
2emes journées francophones de virologie

Virologie, 3(2), 179. (poster, annexe 19)

Des expériences de transfectiorvitro de cellules sensibles au nodavirus, par
ces différentes constructions moléculaires, onttréaque celles ci permettent la
synthese de la protéine de capside du nodavirusldartellules de poissons (non
publié).
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Différents essais ont été réalisés dans le butliév ces candidats vaccins en
terme de protection vis a vis de la nodavirose éhdéar. Aucune protection n’a put étre
mise en évidence.

Essais de vaccination contre la nodavirose. 20@ppBrt interne AFSSA site de
Brest (annexe 20)

Dans le but de produire une protéine recombinaifférentes constructions de
plasmides ont été réalisées. Celles ci doivent pitrenla synthése et la production de la
protéine de capside du nodavirus par les celludeséhiennesH. coli). Les constructions
sont disponibles, il reste a produire les proténeesmbinantes et a tester leur pouvoir
immunogéne et protecteur.

En outre, différents essais d’'inactivation du nades/(chaleur, traitements
chimiques) n’ont pas permis I'obtention d’un caradidaccin tué efficace et présentant
une innocuité suffisante.(Boscher et al, non piiblié

4.2. Peptides de synthegeFREMER Palavas)

Six peptides ont été testés, quatre issus derladi§bl et 2 de la lignée Sb2. lIs
correspondant aux extrémités C et N terminalese(CN-ter) de ces 2 lignées eta 2
boucles potentiellement externes du Sb1.

2 voies ont été explorées

- Epreuve vaccinale apres injection de peptidethsyigques

- La recherche de sites potentiellement proteqiaufa méthode des membranes
« peptide-spot »

4.2.1. Epreuve vaccinale apreés injection de peptidesynthétiques

Tous ces peptides, liés a la KLH comme protéingepise, sont immunogenes.
Le manque d'immunogénicité du N-ter avait pour ioegune surévaluation statistique de
la liaison du peptide a la KLH. Des mesures angis ont éliminé ce probleme.

Les anticorps générés par les 2 boucles ne regsai@nt pas le nodavirus. Et
un tiers environ (27 a 38%) des poissons injectés ane des extrémités (Cter ou Nter)
reconnaissaient le nodavirus.

La protection a été étudiée par injection du Sh2ec&b1 n’entraine aucun
symptémes ni mortalité chez les adultes ou cheal®sns. La pré-étude faite en 99
permettait de penser que le N-ter du Sbh1 étainpieteement protecteur contre le Sb2
mais ces résultats n'ont pas été confirmés en p@drinjection du N-ter du Sb2
théoriquement plus efficient car de séquence idaatau virus utilise.

Par contre la diminution (non significative) demartalité constatée avec le C-
ter du Sb1(98) a été confirmée avec le C-ter du(8001). Les conditions de I'étude de
2001 étaient plus rigoureuses (triplicat), pluschde la réalité (poisson de 10g) et
I’évaluation de la protection portait sur la mattakt la morbidité (nombre de malade).
La morbidité est significativement diminuée paCleéer du Sb2. Le C-ter du Sb2 semble
étre un candidat potentiel pour un vaccin.

Les vaccins issus de virus Sb1l ou Sb2 inactivétapehaleur sont
immunogenes et semblent conférer une protectiaalMarmais réelle qui pourrait étre
liée a un reliquat de virulence, entrainant unedci&n des résistants au challenge plutét
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gu’une vaccination. Ce type de vaccin pourrait @nésr des risques de développement
de la maladie.

L’étude comparative (culture de cellule, histoclimmmunohistochimie,
ELISA) des cerveaux des survivants et des mortsratné différents états de
contamination, allant de la simple présence deépretvirale a I'existence de vacuoles
contenant du virus vivant.

En marge de ces travaux, il a été observé quedsssaccélérait la mortalité
mais n’en modifiait pas son taux a terme. Il a aésconstaté qu’un pourcentage
variable et parfois important des poissons testésgalaient "naturellement” des
anticorps anti-KLH, éclairant I'importance du chaig la protéine porteuse.

Coeurdacier Jean-Luc, Laporte Florent, Pepin JeangBis 1999

Preliminary study of immunogenicity and protectamminst nodavirus
following injection of synthetic peptides from itapsid protein. Présentation orale au
colloque de L’'EAFP du 20 au 24 septembre 1999 adBfiqannexe 21)

Coeurdacier Jean-Luc, Laporte Florent, Pepin Jeanebis

Preliminary approach to find synthetic peptidesrfnroodavirus capsid
potentially protective against sea bass viral enakgpathy and retinopatt{fish and
shellfish immunol, in presannexe 22)

Coeurdacier Jean-Luc,
La vaccination potentielle contre le nodavirus papeptide de sa capside
(2002). Présentation orale Journées du SFAM 1&22ekr, Montpellier. (annexe 23)

4.2.2. La recherche de sites potentiellement protiur par la
méthode des membranes « peptide-Spot »

La recherche de sites potentiellement protecteulapaéthode des membranes
« peptide-Spot » a permis de confirmer les difféesnde structure entre les deux souches
(Sb1 et Sb2) mais n’a pas permis d’identifier deveaux sites potentiellement
protecteurs. La difficulté d’extrapoler ce typembdyse, basé sur la conformation des
protéines du modele mammifér, au modele poissste te handicape majeur pour le
développement de cette technique.

Coeurdacier Jean-Luc,

The use of spot-synthesis technique to investigatiavirus RNA2 protein sites
recognised by serum from nodavirus challenged aes (Dicentrarchus labrax)
Présentation orale au colloque de L'EAFP du 9-ptesebre Dublin (Poster.020, annexe
24)

Coeurdacier Jean-Luc
Adaptation de la méthode peptide-spot a la recleedelsites de la protéine
RNAZ2 du nodavirus reconnus par des sérums de Digertrarchus labrax) ayant
survécus a l'injection de ce virus vivant (Rappotérne annexe 25)

5. Désinfection inactivation de virus
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Les différents travaux ont montré la grande réststadu virus aux agents
physigues, chimiques, a la congélation, a la cmaktau temps (stockage).

Péducasse S. 2000. Caractérisation du nodavirtigygenie et épidémiologie
expérimentale de la nodavirose ou de I'encéphahipat rétinopathie virale chez le bar
juvénileDicentrarchus labraxX.. Thése de doctorat de l'université de Montpellie
(annexe 26)

Péducasse S., Castric J., & Baudin Laurencin FsiPalyand chemical

inactivation of sea bass nodavirus on SSN1 cedl iEolloque de L’'EAFP du 20 au 24
septembre 1999 a Rhodes. (poster 172, annexe 27)

6.Tableau et figures

Table I: Isolats de Nodavirus (Afssa Brest)

Isolats

Origine

Espece

V17 (Sb1)

France - Cote atlantique

Dicentrarchus labrax

V26 (Sb2)

France — Cote
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

V67

France — Cote atlantique

Dicentrarchus labrax

V68

France — Cote
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France — Cote
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France — Cbte
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

Tunisie

Dicentrarchus labrax

France - Cbte
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France - Cbte
Méditerranéenne

Sparus aurata

France — Cote
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France — Cote
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France — Cbte
Méditerranéenne

Siaena aquila

France - Cbte
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France — Cote
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France — Cote
Méditerranéenne

Sciaena aquila

Mt/01/Sba*

Malte

Dicentrarchus labrax

Gr/02/Sba*

Greece

Dicentrarchus labrax




Pt/08/Sba*

Portugal

20

Dicentrarchus labrax

France - Cbte
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France - Cbte
Méditerranéenne

Dicentrarchus labrax

France - Cbte
Méditerranéenne

Sciaena aquila

UK

Scophthalmus
maximus

It/24/ Uci

**

ltalie

Umbrina cirrosa

Sg/14/Sba*

Singapour

Lates calcarifer

France — outre mer

Lates calcarifer

France

Dicentrarchus labrax

France

Dicentrarchus labrax

France

Dicentrarchus labrax

France

Sciaena aquila

France- outre mer

Acanthurus triostegus

France- outre mer

Acanthurus triostegus

France- outre mer

Apogon exostigma

France- outre mer

Z. scopas

France- outre mer

A. triostegus

France- outre mer

A. lineatus

France- outre mer

V. strigata

France- outre mer

Apogon exostigma

France- outre mer

C. flavissimus

France- outre mer

D.trimatilacus

France

Dicentrarchus labrax

France

Umbrina cirrosa

France

* |solés en 2001

Dicentrarchus labrax

** Origine: Université de Stirling (Ecosse).
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Figure 1. Phylogénie moléculaire des isolats de nodaviruslyse effectuée d’apres la
séquence nucléotidique de la partie variable dertdaéine de capside. La position
d’isolats dont la séquence est disponible dankttiérature est indiquée (RGNNV,
SBNNV, JFNNV, RGNNV, TPNNV, Halibut NNV). Les isdk étudiés en 2001 sont

indiqués en rouge.
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V. Démarches dans un but de valorisation des
résultats

Différentes démarches de valorisation des résugtaentifigues obtenus ont été
entreprises au cours du programme (Intervet) ¢bsen fin de programme.

V. A . Démarches de valorisation aupres des entre@s
Elles ont consistées en :

-Une prospection téléphonique

-Un envoi de mails ou courrier

-une conversation téléphonique ou une visite sacepl

- I'envoi ou présentation d’un résumé des résuaties
publications consultables (§ IV.B.)

-Une reprise de contacts téléphoniques

Parallelement une démarche d’offre de technologidgpcanal du CRI a été
entreprise (8 V.D.)

Les méthodes de diagnostic ELISA ou/et PCR intérgdss « valorisateurs »
potentiels. L’aspect vaccination leurs semble ggsant, mais peu porteur a cours terme,
la tendance étant plutdt de rechercher de prodeseanimaux indemnes que de
vacciner, surtout dans un contexte de transfertigfaux vivants qui s’internationalise
de plus en plus.

Le principal obstacle semble étre la méconnaissdnararché et I'impossibilité
d’utiliser les outils ou les filieres, que ces &bés maitrisent, pour pénétrer ce marché.

Entreprises contactées et ayant recu un résunmésdiats

Société Adiagene Saint Brieuc § IV.C.a

Société Covalab Lyon §IV.C.b

Société Bioenvirotech Marseille § IV.C.c

Institut Pourquier Montpellier 8 IV.C.d

Société Kurios Libourne § IV.C.e

Société Intervet : Boxmeer The netherlands 8 IV.C.f
Société Aquastream Ploemeur § IV.C.g
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V. B. Résumé des résultats potentiellement valabkes

Ce résumé a été envoyé aux entreprises contalitémwend essentiellement
les résultats du rapport scientifique (8 Ill) m&sen différencie sur plusieurs points :

- Seuls sont cités les résultats ou travaux paietnent valorisables

- La majorité des résultats cités sont issus darabANVAR mais
apparaissent aussi d’autres travaux menés para#éle ou plus anciens.

- Certaines références ne sont pas issues deavasix mais présentent des
résultats similaires. lls permettent de donneridée de nos travaux sans entacher une
possibilité de protection ultérieure.

1. Structure et propriétés du ViruS(AFSSA Brest)

Il a été montré qu’au moins deux souches diffégedeenodavirus peuvent
infecter le baDicentrarchus labrax.

Thiéry R., Arnauld C., Delsert C., 1999.

Two isolates of sea bass, Dicentrarchus labrardryous necrosis virus with
distinct genomes.

J. Fish Dis., 22, 201-207.

Thiéry R., Arnauld C., Delsert C., 1999.

Mise en évidence de deux génotypes distincts dawviag du bar
(Dicentrarchus labrax).

Virologie, 3(2), 181.

2. Mise au point des moyens de diagnostic
2.1. PCR (AFSSA Brest)

Un protocole de RT-PCR (voir Thiéeg al 99 ci dessus) permet de réaliser les
étapes de transcription inverse et de PCR dangtheentube sans interruption du
programme (RT-PCR ininterrompue, non publié) Urtgrole de nested-PCR a été
élabore.

Thiéry R., Raymond J.C., Castric J., 1999.

Natural outbreak of viral encephalopathy and retatby in juvenile sea bass,
Dicentrarchus labrax :.study by nested reversestrgrtase-polymerase chain reaction

Virus Research, 63, 11-17.

Thiéry R. 1999.
Nodavirus characterisation and diagnostic tools
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IXth International Conference "Diseases of Fish andIf&ifel Rhodes, Grece,
20-24 septembre 1999 (Communication orale).

Thiéry, R. Arnauld, C. Boscher, S. Castric, J. 1999
Genotyping of nodavirus isolates from sea bassribiaechus labrax:

implication on PCR-based diagnosistrll){nternational Conference "Diseases of Fish and

Shellfish", Rhodes, Gréce, 20-24 septembre 199318?-

Thiéry R., Raymond J.C., Castric J., 1999

Natural outbreak of viral encephalopathy and retatby in juvenile sea bass,
Dicentrarchus labrax.study by nested reverse transcriptase-polymetaai@ reaction.
Virus Researchg3, 11-17.

2.2. CULTURE CELLULAIRE (AFSSA Brest)

Les techniques permettant la production et la netieede nodavirus dans les
tissus ont été mises au point

2.3. ELISA

2.3.1. Mise au point d’un ELISA pour la détection @ns le sérum
des anticorps spécifiqgues du nodavirus

Deux méthodes I'une a I'aide d’un polyclonal laphiSSA), l'autre a l'aide
d’'un monoclonal

Breuil, G. & Romestand, B. 1999. A rapid ELISA madhfor detecting specific
antibody level against nodavirus in the serum efgba basg)icentrarchus labraxL.):
application in the screening of spawners in sea hagheryJournal of Fish Disease
22: 45-52.

Breuil G, Pépin JF, Castric J, Fauvel C & Thiery2B00. Detection of serum
antibodies against nodavirus in wild and farmedtaszka bass: application to the
screening of the broodstock in sea bass hatch&udisEurop. Assoc. Fish. Path@o0,
95-100.

2.3.2. Mise au point d’un ELISA pour la détection ¢antigéne viral.
(IFREMER Palavas)

Détecter la présence de nodavirus dans des édbtastidle larves ou dans des
biopsies ovariennes. Cette technique présenteritaya d'étre rapide (24 h), facile a
mettre en ceuvre pour de nombreux échantillonggtitonomique

Breuil G., Mouchel O. and Pepin J.F. 2001 A santviitISA to detect Nodavirus
in the sea bas®(centrarchus labrax Disease of Aquatic Organismi8, 25-31.
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2.4. Autres Méthodes
2.4.1. Hybridation in situ (ISH) (AFSSA Brest)

La méthode adaptée a la détection du nodavirusestions de tissus (cerveau et
rétine) de bar Cette technique relativement "lousdea difficile a adapter au diagnostic
de routine

2.4.2. Production d’anticorps et d'IgG de lapin (IREMER
Palavas)

2.4.3.Des Anticorps Monoclonaux anti-Noda ont étérpduits
(covalab)

3. Etude épidémiologique
3.1. Chez les alevins et les juvénil¢sFSSA Brest)

Un modele de transmission expérimentale de la riomae/chez le bar par
injection intramusculaire et balnéation.

L’injection d’une dose de & 1d PFU/poisson permet d’obtenir la DL50. Par
bain on n’atteint jamais la DL50.

Par ailleurs, les voies de pénétration et la psxjom du virus dans I'hote ont
éte etudiées.

Péducasse S., Boscher S., Le Ven A., Baudin Laurénd999. Study of
portals of entry and progression for nodavirusuwepile sea bass Dicentrarchus labrax.

IXth International Conference "Diseases of Fish andIf&#fel Rhodes, Grece, 20-24
septembre 1999, O-136.

Péducasse S., Castric J., Thiéry R., Jeffroy JVareA., Baudin Laurencin F.,
1999. Comparative study of viral encephalopathyratidopathy in juvenile sea bass
Dicentrarchus labravinfected in different ways. Dis. Aquat. Org., 35(11-20.

3.2. Chez les géniteurs et les larviEFREMER Palavas)

La période optimale pour le screening des repradustse situe en AoQt-
Septembre.

Les premiers résultats sérologiques indiquent gyl a pas de différence
significative entre les proportions de poisson®pesitifs trouvés dans les installations
de Palavas et dans le milieu naturel

3.2.1. Chez les poissons séronégatif
Aucun virus n'a été détecté (PCR, ELISA et Cultuwreltulaires) dans les
biopsies des femelles et leurs larves n’ont déy#aucun symptéme
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3.2.2. Chez les poissons séropositifs
Les biopsies ovariennes étaient négatives en eglegllulaires. Par contre, du
virus a été détecté par RT-PCR (AFSSA Brest) eSBLdans deux échantillons. Les
recherches de nodavirus par ELISA ou HI dans léanges ont été négatives.

Breuil, G., R. Thiery, J.-F. Pépin, J.-P. Blancime2001. The control of
nodavirus disease in sea bd3gentrarchus labraxfrom breeder to commercial size :
toward a new approach of organic aquacultAcpiaculture interchange program (AIP)
workshop, biosecurity in aquaculture productiontsyss : exclusion of pathogens and
other undesirables, 23-26 July, 2001, Honolulu, daWSA) IFREMER, Palavas-les-
Flots, 26 p.

Breuil, G., J.-F. Pépin, O. Mouchel, C. FauvelTRiery.2001. Experimental
vertical transmission of nodavirus from mother gg®and larvae of the sea bass
(Dicentrarchus labrak 10th International conference of the EAFP, 9th-18dptember,
2001, Dublin "Diseases of fish and shellfigtiistract book. European association of fish
pathologists, Aberdeen, Scotland, p. 0-119

3.2.1. Etablissement d’'un modéle de transmission hrontale aux ceufset
aux larves

La contamination virale peut étre effectuée saisgrécocement au moment de
la fertilisation soit plus tardivement, au stade L4

La souche Sh1 (origine Atlantiqgue) semble plus pgdéime que la souche Sh2
pour les larves L'existence d’'une pathogénicitérttaaépendante différente entre les
souches Sh1 et Sb2

Breuil G, Mouchel O, Fauvel C & Pepin JF. 2001. ®aas,Dicentrarchus
labrax, nervous necrosis virus isolates with distinchpgenicity to sea bass larvdas.
Aquat. Org43, 25-31.

3.2.2. Réponse immunitaire des reproducteurs et diissement d’'un modele
de transmission verticale a été démontré pour Sb1l

Breuil G., J.-F. Pépin, S. Boscher & R. Thiegxperimental vertical
transmission of nodavirus from mother to eggs amkle of the sea bad3i¢entrarchus
labrax). (Submitted J.Fish Dis.)

3.3. Etude sur le terrain(SFAM — AFSSA Brest)

Cette enquéte, la premiere a étre réalisée sw mettadie a I'échelle d’'un pays,
apporte aux aquaculteurs francais de poissons sndes informations utiles qui doivent
leur permettre d’orienter et d’optimiser rapidemiestinvestigations et les recherches
portant sur la nodavirose.

Présence de nodavirus ou de matériel viral a &é em évidence. dans 20,4%
des échantillons

89,52 % de la population(900) examinée est dépsukanticorps anti-
nodavirus.
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Le nombre de sites ayant des poissons porteuriabgrs (67,7 % )

Dans ces sites, le pourcentage d’animaux présetéardnticorps varie de 2 a
83 %.

Il faut également remarquer que les plus forts gentages d’animaux positifs
se trouvent dans des sites ou le virus n'a padétecte.

4. Vaccins et vaccination

4.1. Vaccin recombinant(AFSSA Brest)

Apres injection de plasmides la présence d’ARNIvig-synthétisé au niveau
des cellules musculaires a été démontrée mais aywotection n’a put étre mise en
évidence. Dans le but de produire une protéinemdmante différentes constructions de
plasmides ont été réalisées.

Boscher S., Thiéry R. , 1999.

Expression du géne de la protéine de capside davirad du bar
(Dicentrarchus labrax) aprés injection intramusiceld'un plasmide recombinant & des
bars juvéniles.

Virologie, 3(2), 179.

4.2. Peptides de synthéegeFREMER Palavas)
Quatre peptides ont été testés:

-Le C-ter semble étre un candidat potentiel.(ndnlipy

-Malgré son caractere immunogéne la protectionredatvirus par le N-ter n’a
put étre confirmée

-Les peptides issus des 2 boucles internes nengprtecteurs ni immunogenes

-La mortalité des poissons vaccinés semble se otneceen début d’infection

-Les vaccins issus de virus Sb1 ou Sb2 inactivaahn sont immunogéenes et
semblent conférer une protection variable selor$sais. Ce type de vaccin peut
présenter des risques de développement de la mdtaah publi€).

Coeurdacier Jean-Luc, Laporte Florent, Pepin JeangBis 1999

“Preliminary study of immunogenicity and protectiagainst nodavirus
following injection of synthetic peptides from itapsid protein.” Présentation orale au
colloque de L'EAFP du 20 au 24 septembre 1999 adB$io

Coeurdacier Jean-Luc, Laporte Florent, Pepin Jeanegbis

Preliminary approach to find synthetic peptidesrfnoodavirus capsid
potentially protective against sea bass viral enakgpathy and retinopatt{fish and
shellfish immunol, submitgd

5. Désinfection inactivation de virus

Les différents travaux ont montré la grande réststadu virus aux agents physiques,
chimiques, a la congélation, a la chaleur et apgem
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Frerichs GN, Tweedie A, Starkey WG, Richards RHO@0
Temperature, pH and electrolyte sensitivity, helat,and disinfectant inactivation of sea
bass (Dicentrarchus labrax) neuropathy nodaviAguaculture 185, 13-24.

IV.C. Sociétés contactées

IV.C.a. Société Adiagene Saint Brieuc

Cette société est intéressée par le diagnostic BERuis I'envoie du résumé
des résultats et des courriers, la société Adiaggrésenter ce projet a AES ( groupe de
laboratoires). lls semblent intéressés par le disgin PCR.

La question de la brevétabilité des amorces se gas®ut si leurs séquences
ont déja été publiées.

Monsieur,

Comme convenu ce jour avec votre collaboratricejes communique en
qguelques mots le but de ma démarche.

Le nodavirus est I'agent responsable de I'endéplspongiforme qui affectant
le loup (Bar). Ces derniéres années cette magagievoqué, tant en France qu’a
I'étranger, des pertes importantes dans les @é=vde loups. Nous savons maintenant
gu’elle touche de nombreuses espéces sous tostiegitedes. Cette menace péese tant
sur les espéeces actuellement élevées que ses ceil devraient I'étre dans un proche
avenir.

L'IFREMER en collaboration avec d’autres équipea@amment dans le cadre
d’un contrat ANVAR, a travaillé sur les processggstransmission, les différentes
méthodes de diagnostics et les vaccins relatifaodavirus.

Les travaux sur la vaccination ont porté sur less\tués, les protéines
recombinantes, I'injection de plasmides et peptaleghétiques. Certains de ces résultats
sont prometteurs mais j'ignore s'ils rentrent dEenshamp de vos activités.

Vous seriez peut-étre intéressé par la valorisatendifférentes méthodes de
diagnostic (ELISA anticorps, ELISA antigene, PORI‘autant qu’elles ont été
comparées et validées entre elles.

D’autres résultats, s'ils ne sont pas exploitatiectement éclairent d'un jour
différent la vision que nous avions de ce probl&mngermettraient de mieux valoriser
'usage des ces diagnostics.

Je souhaiterais discuter avec vous, des prolongsmessibles de ces travaux
dans votre secteur d'activite.

Dans l'attente de vous avoir au téléphone, je variesde croire, Monsieur, a
expression de mes salutations distinguées
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IV.C.b. Société Covalab Lyon

Nous travaillons avec cette société sur d’autregnammes.

Cette société travail surtout sur le probleme horaaiserait éventuellement
intéressée si ces themes ou méthodes appliquésopavaient des liens potentiels avec
la santé humaine

Monsieur,

Vous collaborer avec I'équipe d'IFREMER-Palavasuemuelques temps et
vous étes, du moins partiellement, au couraniodalifférents travaux sur le Nodavirus.
Comme convenu la semaine derniere avec votre codsice je vous communique en
guelques mots le but de ma démarche.

L’'IFREMER en collaboration avec d’autres équipesasaaillé sur les
processus de transmission, les différentes méthaeldsgagnostics et les vaccins relatifs
au nodavirus responsable de I'encéphalite spongg@ffectant de nombreuses especes
de poissons.

Les travaux sur la vaccination ont porté sur lessvtués, les protéines
recombinantes, I'injection de plasmides et peptaleghétiques. Méme si certains de ces
résultats sont prometteurs je pense que ce doma@nentre pas dans le champ de vos
activités, mais je me trompe peut-étre.

Par contre vous seriez peut-étre intéressé paldaisation des différentes
méthodes de diagnostic (ELISA anticorps, ELISAgartie, PCR...) d’autant qu’elles ont
été comparées et validées entre elles.

D’autres résultats, s'ils ne sont pas exploitatietement éclairent d'un jour
différent la vision que nous avions de ce probl@tmgermettraient de mieux valoriser
'usage des ces diagnostics.

Je souhaiterais discuter avec vous des prolongemessibles de ces travaux
dans votre secteur d'activité.

Je vous téléphonerai dans la semaine, en atteneawotls prie de croire,
Monsieur, a expression de mes salutations distegyué
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IV.C.c Société Bioenvirotech Marseille

Cette société commercialise le monoclonal anti igMoup que nous avons
produit et qui sert dans les ELISA dosant la sésapité du loup (nodavirus, KLH,
peptide et éventuellement toute autre maladie dp)ldl avait été envisagé (1997) de
mettre au point un Kit « Multi séropositivité »rdde Noda. A I'époque, le point
d’achoppement était la production fiable d’antigdeenodavirus. Actuellement nous les
produisons par culture cellulaire et éventuellenpamtchimie ( Peptides). Cette société
semble travailler a fagcon, nous ignorons si ellgspde son propre réseau commercial

Monsieur ,

Vous avez collaboré avec I'équipe d'IFREMER-Palalgsa quelques année et
vous étes, du moins partiellement, au couraniodalifférents travaux sur le Nodavirus.
Comme convenu, ce jour, avec votre collaborajaaeus communique en quelques
mots le but de ma démarche.

L’'IFREMER en collaboration avec d’autres équipesasaillé sur les
processus de transmission, les différentes méthaeldsgagnostics et les vaccins relatifs
au nodavirus responsable de I'encéphlite spongd@fiectant de nombreuses espéces de
poissons.

Les travaux sur la vaccination ont porté sur lessvtués, les protéines
recombinantes, I'injection de plasmides et peptaleghétiques. Méme si certains de ces
résultats sont prometteurs et si ma mémoire esidgare domaine ne rentrait pas dans le
champ de vos activités, mais je cela a peut-éaagdh

Par contre vous seriez peut-étre intéressé paldaisation des différentes
méthodes de diagnostic (ELISA anticorps, ELISAggrtie, PCR...) d’autant qu’elles ont
été comparées et validées entre elles.

D’autres résultats, s'ils ne sont pas exploitatiectement éclairent d'un jour
différent la vision que nous avions de ce probl@mgermettraient de mieux valoriser
'usage des ces diagnostics.

Je souhaiterais discuter avec vous des prolongemessibles de ces travaux
dans votre secteur d'activité.

En attendant de vous avoir au téléphone, je vaesdercroire, Monsieur, a
expression de mes meilleurs souvenirs
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IV.C.d. Institut Pourquier Montpellier

Le laboratoire Pourquier est intéresseé par la privolu de kits ELISA. Ce
laboratoire a déja développé un kit de diagnostuette issu de la DRIM a Montpellier
(Unité mixte Université, IFREMER, CNRS). Cet étabBment se dit tout a fait
compétent pour transformer nos méthodes de labarato kit utilisable en routine. Mais
il ne s’estime pas compétent pour sa commerciaisat

Monsieur,

Comme convenu la semaine derniere avec votre coliftice je vous
communique en quelques mots le but de ma démarche.

Le nodavirus agent responsable de I'encéphldegforme qui affectant le
loup (Bar ). Ces derniéres années cette malagie@oquer tant en France qu’'a
I'étranger de nombreuses pertes dans les éledagesip et nous savons maintenant
gu’elle affecte de nombreuses espéces sous t@stéatitudes. Cette menace pése sur les
especes élevées mais aussi sur certaines garollet flans années avenir.

L’'IFREMER en collaboration avec d’autres équipesasaaillé sur les
processus de transmission, les différentes méthaeldsgagnostics et les vaccins relatifs
au nodavirus agent responsable de I'encéphlitegdjpome qui affectant de nombreuses
especes de poissons et Cette maladie a déja p®degquombreuses pertes dans les
élevages de loup (Bar) et nous savons maintenggitajaffecte de nombreuses espéeces
sous toutes les latitudes. Cette menace péesessespeces élevées mais aussi sur
certaines qui le seront dans années avenir.

Les travaux sur la vaccination ont porté sur lessvtués, les protéines
recombinantes, I'injection de plasmides et peptaleghétiques. Méme si certains de ces
résultats sont prometteurs je pense que ce dommanentre pas dans le champ de vos
activités, mais je me trompe peut-étre.

Par contre vous seriez peut-étre intéressé paldaisation des différentes
méthodes de diagnostic (ELISA anticorps, ELISAganie, PCR...) d’autant qu’elles ont
été comparées et validées entre elles.

D’autres résultats, s'ils ne sont pas exploitatiectement éclairent d'un jour
différent la vision que nous avions de ce probl&mngermettraient de mieux valoriser
'usage des ces diagnostics.

Je souhaiterais discuter avec vous des prolongsrpessibles de ces travaux
dans votre secteur d'activite.

Je vous téléphonerai dans la semaine, en atteneamat,s prie de croire,
Monsieur, a expression de mes salutations distegjué



32

IV.C.e. Société Kurios Libourne

Spécialisée dans la vaccination animale, nous®tarcontact avec cette
société deés le début du programme

Pour la vaccination la société Kurios semble irg®ee mais se pose toujours la
question du marcher potentiel.

Plusieurs éléments semblent montrer que le madehkr nodavirose du bar est
trés mal connu (surtout a I'étranger) et vraiselilelaent restreint. A ceci s’ajoute que,
d’'une facon générale, le marché des produits vetiges spéecifiques au poisson n’est pas
potentiellement intéressant pour un industriel.rRwauve I'arrét de commercialisation
de certain vaccin pour poisson. La seule voie ptssi'extension du marché serait
I'ouverture vers les pays du Nord de I'Europe destélevages (flétan et morue) sont
touchés par un nodavirus.

Il faut aussi préciser qu’actuellement il n’exiatgcun vaccin peptidique
vétérinaire ou humain.

Monsieur

Comme convenu avec votre collaboratrice je vousnsomque en quelques
mots le but de ma démarche.

Nous avons déja était en contact en 96 (Cf. vetteel a Antoine Dosdat 17 juin
97)

A cette époque nous projetions de travailler ssiplassibilités de vaccination
du bar et éventuellement d'autres especes contabkevirus responsable de I'encéphlite
spongiforme affectant de nombreuses espéces deopsis

Ces travaux ont porté sur différentes voies : vings, protéines recombinantes,
injection de plasmides et peptides synthétiques.

Certains de ces résultats sont prometteurs d'siur@e sont pas exploitables
directement éclaire d'un jour différent la visiameqous avions de ce probléme.

Je souhaiterais discuter avec vous des prolongemessibles de ces travaux
dans votre secteur d'activité.

Je vous téléphonerai dans la semaine, en atteneawotls prie de croire,
Monsieur, a expression de mes salutations distegyué
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IV.C.f. Société Intervet : Boxmeer The netherlands.

Cette société nous avait contactés pour utiliesrsouches de virus. Nous

avons repris contact
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Dear colleagues

Apart our last meeting on Fair project, we disedssvo points on
nodavirus vaccine: Intervet asked us for supplyiren in nodavirus and
the three partners work, outside of FAIR projectthis subject.

Intervet

We did not clearly understand if they spoke abaajgat, works in
process or nearly finish. It was proposed to adritas company again
to know what they did exactly on nodavirus vacand to propose them

a collaboration rather a simple supplying in virus

For our works

It was proposed to each partner to write a shartmary (double A4)
on their vaccine works in process to know theestdiart . It will

permit to have a better discussion with Intervet aventually to
propose a FAIR programme (new one or continuaifdhe current one)

Did some body have a new contact with Interver?
If yes, what new?
If no, who will be in charge of this contact?.

It will be of interest to inform the other parteeyn our state of art
on nodavirus vaccine

| sent last month, to each partner, au rough cdypublication on
peptide vaccines, it would permit to know whatdie in Palavas in
1998-99. | can summarise this work and thoseD6022001.

Please let me know your opinion on this proposal
Sincerely your

IV.C.g. Société Aquastream Ploemeur

Intéressé a produire des animaux indemnes de readadi mettre en place des
procédures dans ce sens
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IV.D. Demande aupres du CRI

Description générale

Deadline /date limite
Durée de validité de I'annonce, maximum 1 an.

Title /titre
ELISA to detect Nodavirus in the sea bass (Dicentrahus labrax).
Abstract /Résumé

This method is a new process for detection or dfieation of nodavirus. This
virus is the causative agent of a novel infectiowsuropathological condition,
characterised a high mortality among larval anetqule stages of fish. This infection has
been occurring with increasing frequency in theineaquaculture industry during the
past few years.

The sandwich ELISA allows to detect the nodavirusnfected larvae and this
technique was used in addition to the immunohistotbktry method or the Fluorescent
Antibody Technigue detection method recommendetheyOIE .

This ELISA was performed for two marine species, Isass and baramundi and
on different nodavirus strains. This assay canctlyde used for others species that are
infected by those three strains or cross-reactiity them; it can be easily extended to
other species.

A company, which is interested in this ELISA, ieded to standardise, product
and commercialise this technique as a Kit thatatte used in routine either in lab or in
practical conditions.

Description / Description

The fish Nodaviruses are the causative agents ddl \Encephalopathy and
Retinopathy responsible @r mortalities in larvae and juveniles of sevdislh species.
The causative agents (SINNV, Striped Jack Nervoesrdsis Virus and FEV, Fish
Encephalitis Virus) were isolated and characteribedstriped Jack Kseudocaranx
dente} in Japan, in sea bas®i¢entrarchus labrax and in barramundi(Lates
calcarifer) in France Comparable pathological conditions have now aksenbobserved
in larval and juvenile forms of many other fish sigs. The latest findings show that the
virus is present in more than 25 fish species.

A sandwich ELISA was achieved to detect, in larvaeavirus that is revealed
by biotiniled rabbit 19G. It was tested on two nwigas strains; Sea bass 1 (Sbl) was
isolated from sea bass collected in the Atlantie@c and sea bass 2(Sb2) isolated from
sea bass collected in the Mediterranean Sea (SkR)ta a nodavirus isolated from
baramundi. The assagsan be directly used for species infected by nwdavhat cross-
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react with the strain tested and it can be easilgre to other fishes that are infected by
other strains but in this case, specific antibogresluction will be needed.
Innovative Aspects /Aspects innovants

The Immunohistochemistry method or the Fluoreséenitbody Technique
detection recommended by the OIE needs individbséoration of larvae
Main Advantages / Principaux avantages
This ELISA is less time and money consuming andnisto detect nodavirurs earlier
than othergechniquesThe sample size can be bigger because a poolvaidare
dilacerated and homogenised before testing.
Technology keywords / Mots-clés décrivant la technologie (cf liste)
Diagnostic, virus
Current Stage of Development / Etat de développemede la technologie

Development phase
Available for demonstration

Exploitation of RTD Results / Exploitation de resutats de programmes R&D

National Programme and FAIR

Intellectual Property Rights | Propriété intellectuelle

Will be defined further

IPR Comments /Commentaires sur Pl

Organisation/Company / Nature de l'organisation pr&entant I'offre
Research institute

Size [Tallle
>500

Domaines d'application de la technologie
Application Domains
AGRICULTURAL AND MARINE RESOURCES AND PRODUCTS

Food - Agro Industry
Fisheries, resources of the sea
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Veterinary
Market application keywords / Mots-clés concernant les domaines d‘application
Diagnostic test and equipment, animal husbandry
Market Applications Highlights / Domaine d'applications commerciales
Veterinary laboratories, fish farming
Type de collaboration/ Collaboration Type
Technical cooperation

Manufacturing agreement
Commercial agreement with technical assistance

Informations complémentaires
Autres informations
www/ifremer.fr

Diffusion
Distribution List/ Liste de diffusion

* All countries

Laboratoire d'Immuno-Pathologie
IFREMER

Route de Maguelone

F 34 250 Palavas les Flots
France

Phone: 334 67 50 41 11 or 00
Fax :33 467 68 2885

email:

jlcoeurd@ifremer.fr
gbreuil@ifremer .fr

IV.F Autres pistes de valorisation

Des démarches sont en cours pour proposer nosatssuldifférentes start-up
(canadienne notamment).

V. Choix de la protection
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Il est souhaitable de breveter ce qui peut I'étergréserver I'avenir car
souvent la valorisation ne se fait que plus tanmtke Btude de brevetabilité de certains
résultas devrait étre lancée.

Listes des annexes

annexe 1 page 2
Annexe technique
Contrat ANVAR A9804041J

annexe 2 pagel3

Thiéry R., Arnauld C., Delsert C., 1999. Two isekabf sea bass, Dicentrarchus labrax
L., nervous necrosis virus with distinct genomeisigh Dis. 22, 201-207.
http://dx.doi.org/10.1046/].1365-2761.1999.00164.x

annexe 3 page21l

Thiéry R., Arnauld C., Delsert C., 1999. Mise eidénce de deux génotypes distincts du
nodavirus du bar (Dicentrarchus labrax).2emes gesrirancophone de virologie,
Virologie, 3(2), 181. ( poster)

annexe 4 page23

Thiéry R., Raymond J.C., Castric J., 1999. Natautbreak of viral encephalopathy and
retinopathy in juvenile sea bass, Dicentrarchusababstudy by nested reverse
transcriptase-polymerase chain reaction. Virus &ebe 63, 11-17.
http://dx.doi.org/10.1016/S0168-1702(99)00053-2

annexe 5 page 31

Thiéry R. 1999. Nodavirus characterisation and mi&gjc tools

IXth International Conference "Diseases of Fish 8hdllfish", Rhodes, Grece, 20-24
septembre 1999 (Communication orale)

annexe 6 page 34

Thiéry, R. Arnauld, C. Boscher, S. Castric, J. 1998notyping of nodavirus isolates
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International Conference "Diseases of Fish andIfg#t€] Rhodes, Gréce, 20-24
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Breuil, G. & Romestand, B. 1999. rapid ELISA metHoddetecting specific antibody
level against nodavirus in the serum of the sea,laisentrarchus labrax (L.):
application in the screening of spawners in sea bhaghery. Journal of Fish Disease
22: 45-52.

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1046/j.1365421.1999.00136.x/pdf

annexe 8 page 45
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Breuil G, Pépin JF, Castric J, Fauvel C & Thiery2B00. Detection of serum antibodies
against nodavirus in wild and farmed adult sea:bsgdication to the screening of the
broodstock in sea bass hatcheries. Bull Europ. &dssh. Pathol. 20, 95-100.

annexe 9 page 52

Breuil G., Mouchel O. and Pepin J.F. 2001. A sactvELISA to detect Nodavirus in
the sea bass (Dicentrarchus labrax). Disease cathgQrganisms 43, 25-31.
http://www.int-res.com/articles/dao/45/d045p025.pdf
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Péducasse S., Boscher S., Le Ven A., Baudin Laurénd999. Study of portals of
entry and progression for nodavirus in juvenile lsass Dicentrarchus labrax. IXth
International Conference "Diseases of Fish andIfg#t€] Rhodes, Gréce, 20-24
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Péducasse S., Castric J., Thiéry R., Jeffroy JVareA., Baudin Laurencin F., 1999.
Comparative study of viral encephalopathy and ogi@thy in juvenile sea bass
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10th international conference of the EAFP, Dullilande, 9-14 septembre 2001.
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disease in sea bass, Dicentrarchus labrax, froedbréo commercial size : toward a
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