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RESUME

Divers salmonidés francais ont été éprouvés, aussi bien en pisciculture qu’en eau libre, pour
leur activité séroneutralisante dirigée contre le virus de la Nécrose Pancréatique Infectieuse de
type Sp. Toutes les truites arc-en-ciel présentent une activité nette contre ce virus. Seules, quelques
rares truites fario en sont dépourvues. La nature exacte et l'origine de cette activité sont encore
indéterminées, mais la spécificité de la neutralisation suggére qu’elle est de nature immunitaire.

INTRODUCTION

I,a Nécrose Pancréatique Infectieuse (NPI) est une virose des alevins de salmo-
nidés. I,’étiologie de la maladie fut établie par WoLF ef al (1960) tandis que les carac-
téristiques de croissance 7# vitro d’une souche de virus américain étaient fixées par
MALSBERGER et CERINI (1965), puis Moss et GRAVELL (1969). Ces derniers suggéraient
son appartenance au groupe des Réovirus, qui fut confirmée par COHEN et SCHERRER
(1972). L’antigénicité du virus a fait I'objet de travaux tant aux U. S. A. (Wory et
QuiMBY, 1971) qu’en Europe (VESTERGARD-]JORGENSEN et KEHLET, 1971) : plusieurs
souches d’antigénicité différente — communément dénommées sérotypes — ont été
décrites. En particulier :

— ATCC VR 299, une des souches nord-américaines ;
— Ab et Sp, les deux souches connues au Danemark.

Tous les virus de la NPI isolés en France appartiennent au type « Sp » Dés 1963,
WOLF et al. signalaient que la plupart des survivants d’une épizootie de NPI pouvaient
rester porteurs du virus jusqu'a leur maturité sexuelle et le disséminaient
dans leurs excréments ou leurs produits sexuels, entretenant ainsi la transmission
verticale de la maladie.
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Ces porteurs se caractérisaient par 'absence d’anticorps sériques neutralisant
le virus ATCC VR299, tandis que les autres survivants, chez lesquels le virus ne pou-
vait étre mis en évidence, présentaient une activité sérique neutralisante notable.
WoLr et QuiMBY (1969) insistaient sur le fait que les sérums des truites Arc-en-ciel
et des Saumons de fontaine provenant de piscicultures indemnes ne neutralisaient
pas le virus. De tels animaux réagissaient a 'injection du virus par la production
d’anticorps neutralisants.

Nous avons cherché & retrouver dans les cheptels salmonicoles frangais des
poissons appartenant aux trois catégories définies par WoLr et QuiMBY (1969)
c’est-a-dire poisson « normal », porteur « tolérant », poisson immunisé.

MATERIEL, ET TECHNIQUES

Poissons et prélévements

Les animaux controlés appartenaient aux espéces suivantes : truite Arc-en-ciel (Salmo gaivd-
neri), truite Fario (Salmo trutta), Saumon de fontaine (Salvelinus fontinalis) et Saumon Atlantique
(Salmo salar). Les détails concernant la taille et ’origine des poissons sont donnés dans le tableau 1,
les lieux des prélévements étant indiqués sur la figure 1. Le sang est obtenu par ponction cardiaque
ou artérielle (artére caudale). Aprés coagulation (deux heures a la température ambiante) et centri-
fugation (4 ooo g, 15 mn), les sérums sont recueillis et stockés & — 20°C. La recherche éventuelle
du virus sur des poissons sacrifiés est faite a partir de broyats derate et de rein antérieur, homo-
généisés dans un milieu physiologique (solution de Earle tamponnée ##is), puis centrifugés (5 ooo g,
15 mn).

Cellules

Les cellules de la lignée RTG 2 (WOLF et QUIMBY, 1962) sont cultivées & 4 20°C en boites
« Falcon » de 250 ml dans du milieu de Stocker (Eurobio, Paris) tamponné a pH 7,4 par le #ris-HC1
0,16 M. Ce milieu est supplémenté par 1o p. 100 de sérum feetal bovin et 10 p. 100 de phosphate
de tryptose, et contient 100 UI de pénicilline, 100 pg de streptomycine et 50 pg de kanamycine par
millilitre.

Virus

Le virus utilisé pour les épreuves de séroneutralisation appartient au type Sp et provient d'un
isolement effectué au laboratoire par de KINKELIN (souche 27/70). Ce virus est cultivé sur des
monocouches confluentes de cellules RTG 2, dgées de 2 jours et incubées aprés infection a4 + 14°C
dans du milieu de STOKER 2 2 p. 100 de sérum. Cette infection provoque en 2 jours un effet cyto-
pathogéne généralisé. Le milieu infectieux est soumis aux ultrasons (1 mn, & 0°C sous 200 W
et 10 kilocycles) et les débris cellulaires éliminés par centrifugation (5 ooo g, 10 mn). Les suspen-
sions virales ainsi obtenues sont conservées a — 20°C, soit additionnées de 10 p. 100 de DMSO,
soit mélangées & un volume égal de glycérol. Aucune baisse notable de titre n’a été observée dans
de telles conditions aprés plus d’'un an de stockage.

Titrage du virus et éprewve de sévoneutvalisation

Le titrage du virus est réalisé sur un volume de o,1 ml suivant la technique de plages sous
0,5 p. 100 d’agarose, technique décrite par de KINKELIN et SCHERRER (1970) a4 propos du virus
d’Egtved.

La séroneutralisation est effectuée en incubant 1 heure 4 + 20°C des volumes égaux de sérum
a la dilution voulue et d’une suspension virale titrant 2 ooo u.f.p. par ml. Le titrage du pouvoir
infectieux rémanent se fait suivant la technique citée plus haut. Le titre d'un sérum est exprimé
par I'inverse du coefficient de dilution correspondant & une réduction de 50 p. 100 du nombre de
plages par rapport & une suspension témoin non neutralisée (la méme suspension virale de
2 000 u.f.p./ml mélangée & un volume de milieu de Eagle) suivant une adaptation de la technique
décrite par CasaLs (1967). Les suspensions virales obtenues a partir de I'extrait d’organes infectés
ont pu de la méme fagon étre titrées et le virus de la NPI identifié par séroneutralisation avec un
sérum de lapin immunisé contre un virus de la NPI du type Sp.
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F16. 1. — Carte indiquant les points de prélévement figurés par des fleches et des nombres
dont la signification est détaillée dans le tableau 1

RESULTATS

Au cours de cette enquéte sérologique, les sérums de plus de 250 salmonidés
ont été éprouvés contre le virus de la NPI de type Sp, soit individuellement, soit par
groupes lorsque 1a taille des animaux ne permettait pas 1'obtention de volumes indi-

viduels suffisants de sérum. Le tableau 1 résume les résultats obtenus.
Seuls les sérums de quelques truites Fario n’avaient aucune activité neutrali-

sante. Il s’agissait de poissons capturés sur une riviére, I'Andelle (8 sur 16 éprouvés),
et surtout sur de petits ruisseaux isolés, la Veyre (6 sur 6) et 'Eclimont (6/6). Dans
ces deux derniers cas, les poissons appartenaient a4 des peuplements que l'isolement
du biotope et 'absence de réempoissonnement permettent de considérer comme

« sauvages »
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Les poissons provenant de salmonicultures (truite Arc-en-ciel, truite Fario et
Saumon de fontaine) et la plupart des salmonidés des deux riviéres importantes
traversant des piscicultures (Bresle et Andelle) se révélérent posséder une activité
séroneutralisante importante. Cela s’est vérifié chez des Saumons atlantiques adultes
capturés sur les frayéres avant la ponte et des saumons immatures (smolts) pris
avant la descente vers la mer.

Il n’a été possible de trouver aucun sérum de Truite Arc-en-ciel dépourvu d’acti-
vité neutralisante. Méme des alevins de 0,12 g de poids moyen et 4gés de 1 mois,
élevés au laboratoire d’ichtyopathologie, et chez lesquels le virus n’a jamais été mis
en évidence, ont présenté cette activité.

Chez des truitelles, survivantes d'une épizootie de NPI, le virus fut aisément
isolé i partir de la rate, du rein antérieur ou des excréments, en dépit du fait que ces
mémes poissons possédaient une activité séroneutralisante notable (titre du sérum
supérieur 4 2 000) : pisciculture n° 2.

Nous n’avons jamais trouvé des poissons « tolérants » au sens immunitaire tels
ceux décrits par WOLF et QUIMBY (1969). Il fut en effet impossible de mettre en évi-
dence le virus de la NPI chez 6 truites Fario dont le sérum n’était pas neutralisant.

DISCUSSION

11 va de soi que I’enquéte sérologique rapportée ici ne suffit pas & donner un apergu
représentatif de la situation sur le plan sérologique des populations de salmonidés
frangais vis-3-vis du virus de la NPI. I, ’obtention de poissons provenant des eaux
naturelles n’est pas toujours aisée, en particulier si on désire obtenir du sérum de
poissons « sauvages ». En effet les riviéres sont généralement repeuplées avec des
poissons de pisciculture. Pour la Truite Arc-en-Ciel, il ne semble pas exister actuelle-
ment en France de population établie se reproduisant naturellement. Cependant, on
peut déja faire les remarques suivantes :

— Les seuls sérums pouvant étre considérés comme « normaux » (d'un point de
vue immunologique) proviennent de truites Fario appartenant 4 des peuplements
«sauvages » ;

— Aucun sérum dépourvu d’activité neutralisante n’a été trouvé en pisci-
culture, méme parmi les individus porteurs du virus. On retrouve a cette occasion
ce qui est parfois observé chez les mammiféres : la coexistence de I'infection virale
et de la production d’anticorps neutralisants (PARAF ef al., 1971).

La situation en France, ol tous les virus de la NPI isolés jusqu’'a présent appar-
tiennent au type Sp, est donc différente de celle qui a été décrite aux U.S. A. par WoLF
et QuMBY (1969) avec le type ATCC VR 299. De la méme fagon, VESTERGARD-
JORGENSEN (1973) note la présence de cette activité séroneutralisante chez les truites
Arc-en-ciel de piscicultures danoises officiellement indemnes de NPI.

1’ubiquité de ce «facteur neutralisant » parmiles truites Arc-en-Ciel indemnes per-
met de mettre en doute sa nature immunitaire, dans la mesure oll aucun sérum non
neutralisant n’a pu étre décelé. Une caractérisation plus précise a donc été entreprise &
partir des sérums des truites Arc-en-Ciel appartenant a la pisciculture n° 11 (DORSON et
de KINKELIN, 1974). La neutralisation est associée a la fois a des molécules 16S corres-
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pondant aux IgM déja décrites (DORSON, 1972) et 4 des molécules 6S. La spécificité
de la neutralisation est comparable 4 celle d'un sérum de lapin immunisé contre
le virus de type Sp. 1l en est de méme avec les sérums de truites fario. La nature
immunologique de la molécule 6S neutralisante semble donc probable, mais seul
son isolement par affinité et sa caractérisation biochimique permettront de I’affir-
mer. En effet, si des anticorps d'un coefficient de sédimentation de 6 S ont été
décrits chez les poissons téléostéens (CLEM et SMALL, 1970) leur existence est contes-
tée (MARCHALONIS, I1971) et ils n’ont pu étre mis en évidence chez la truite immu-
nisée avec des immunogénes non viraux (DORSON, 1972).

La détermination du stimulus immunogénique éventuel responsable de la syn-
theése de tels anticorps risque d’étre malaisée : on recouvre généralement du vocable
« d’anticorps normaux » des immunoglobulines pour lesquelles I'immunogéne échappe
a l'expérimentateur (BORDET, 1972).

De toute fagon, cette activité d’apparition ontogénique précoce peut expliquer
les échecs rencontrés dans la reproduction expérimentale de la maladie (DORSON
et de KINKELIN, résultats non publiés). Son réle éventuel dans la résistance des
alevins a la maladie sera recherché par examen des sérums au cours de I'évolution
de celle-ci en salmoniculture. Enfin, ces résultats mettent en lumiére I'inutilité des
épreuves sérologiques pour le controle de I'état sanitaire des piscicultures eu égard
ala NPIL

Recu pour publication en wmars 1974.
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SUMMARY

INFECTIOUS PANCREATIC NECROSIS :
SEROLOGICAIL SURVEY OF FRENCH SALMONID POPULATIONS

A variety of French salmonids were tested for serum neutralizing activity against Sp serotype
Infectious Pancreatic Necrosis Virus, as well in trout farms as in rivers.

— The rare « normal » (from an immunological view point) salmonids were brown trout from
wild populations.

— Non neutralizing serum could not be found in trout farm fish (Rainbow trout, brown
trout, brook trout), and serum from virus carriers exhibited a noticeable activity, as well as
serum of rainbow trout from IPN free trout farms.

The nature and origin of the neutralizing factor are still unknown, but first characterization
results suggest an immunological nature.
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PE3IOME

ITanxpeaTnyeckuit MHGEKIMO3HBIN HEKPO3 JIOCOCEBLIX : Ceposornyeckas aHKeTa
B AOMAlIHMX ¥ JUKHX MNONYJIALUAX.

Hamu usydaanck pasHble paHIycckue JiocecéBble, KAk B pbIGOBONCTBAX,
TaK H B CBOGONHHIX BOXAX — pacCMATpUBaJach MX CepoOHeHTpANM3MpYOIAA
AKTMBHOCTb, HANpaBJeHHAA INPOTHB BHPYCAa MAHKPEATHYECKOro HHEOEKIMOH-
HOTO HeKpoaa tuma Sp. Bcee openy pagyra moxasblBalOT ABHYK NHPOTHROBH-
pycHyw arTumBHOCTb. OnHu ¢openan ¢apuo, Gojee pegKHe, JMIIEHB 3TOH
axTMBHOCTH. TouyHyH0 NpUPOMY M NpPOUCXOKMEHME ITONM AKTUBHOCTH, N0 CHX
Op, HE YIAJ0Ch ONpPENe]UTb, HO CHelUMPUYHOCTH HeHUTpaIM3auuy IOKCKA-
3bIBAET, YTO OHA MMMYHMTADHOI'0 IOPAIKA.
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