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RÉSUMÉ

La Septicémie Hémorragique Virale (SHV) de la Truite Arc-en-Ciel est une maladie d’eau
froide (température inférieure à I4°C) qui est causée par le virus d’Egtved. L’injection de ce
virus à la Truite provoque l’apparition de taux élevés d’interféron circulant, parallèles à la viré-
mie, et entraîne des mortalités aussi bien à i5oC qu’à iooc. La synthèse d’interféron est plus
précoce à i5oC (maximum au 2e jour) qu’à iooc (maximum au 4e jour). Ceci est un argument
en faveur de l’hypothèse d’une intervention de l’interféron dans la résistance de la Truite à la
SHV quand la température de l’eau dépasse 140C.

INTRODUCTION

Le virus d’Egtved (ZWILLENBERG, JENSEN et ZWILLENBERG, 1965), un rhab-
dovirus, est l’agent de la Septicémie Hémorragique Virale (SHV). Cette maladie
est responsable de sévères mortalités chez les Truites Arc-en-Ciel des salmonicultures
européennes. Bien que le virus se développe parfaitement in vitro à la température
de + z5!C, la maladie ne s’observe pas en pisciculture quand la température de
l’eau dépasse 14°C. D’autre part, si le virus est un très médiocre immunogène (VES-
TERGÀRD-JORGENSEN, 1971), tout au moins pour l’induction d’anticorps neutra-
lisants, il se révèle un bon inducteur d’interféron pour la Truite Arc-en-Ciel (de KIN-
g>~LIN et DORSON, ig73). Il est donc nécessaire d’apprécier le rôle de la production



d’interféron dans la résistance du poisson à la maladie quand la température de
l’eau dépasse + 14°C. L’importance de la température dans tout le métabolisme
des poïkilothermes est connue, et en particulier celle-ci affecte la cinétique de pro-
duction des anticorps chez les poissons (AVTALION et al., 1973). D’autre part, la
production d’interféron par des cellules de mammifères en culture est plus précoce
à température élevée (LAI et JOKLIK, i9!3).

Nous avons cherché à retrouver cette influence au niveau de la production
d’interféron par la Truite, à des températures proches de la température critique
(14°C) pour le développement de la maladie.

MATÉRIEL ET TECHNIQUES

Poissons et prélèvements

Les Truites Arc-en-Ciel (Salmo gairClneYi RICHARDSON) provenaient d’une pisciculture
indemne des deux viroses qui affectent la salmoniculture européenne, la Septicémie Hémorragique
Virale (SHV) et la Nécrose Pancréatique Infectieuse (NPI). Les animaux étaient maintenus dans
des bacs de 150 1 alimentés en eau de ville déchlorée et aérée par recyclage ; un groupe réfrigérant
associé à un échangeur thermique assurait le refroidissement de l’eau d’un des bacs. Les poissons
étaient identifiés grâce à des incisions des opercules réalisées suivant un code déterminé. Pour
les essais de contagion les poissons pouvaient être isolés dans des cages flottantes confectionnées
à l’aide d’un grillage en matière plastique.

Les prises de sang ont été effectuées en alternance, par ponction cardiaque et saignée à l’artère
caudale. Le sérum destiné à la recherche d’interféron était obtenu par centrifugation (5 00o g,
10 mn) après formation du caillot (2 à 3 h à la température ambiante et une nuit à -!- 4!C). Le
sang destiné à la mesure de la virémie était immédiatement dilué au 1/10 dans du milieu de

Eagle maintenu à o°C et le caillot éliminé deux heures après par centrifugation. Tous les prélè-
vements ont été systématiquement congelés avant titrages de façon à standardiser les conditions
de ceux-ci.

La recherche du virus dans les cadavres a été opérée sur la rate et le rein antérieur. L’extrac-
tion du virus a été réalisée par broyage des organes en présence de milieu de Eagle et centrifu-
gation (5 00o g, io mn), toutes les opérations étant réalisées à une température inférieure à + io!C.
Des prises de 0,1 ml du surnageant ont été inoculées à des cellules FHM et le virus identifié par
séroneutralisation à l’aide d’un sérum de lapin monospécifique.

Cellules et virus

Deux lignées cellulaires ont été utilisées : des cellules de Truite Arc-en-Ciel, Rainbow Trout
Gonad ou RTG 2 (WOLF et QUIMBY, 1962) et des cellules d’un cyprinidé, Fathead Minnow ou
FHM (GRAVEL et MALSBERGER, 1965). Ces lignées ont été cultivées en milieu d’Eagle modifié
par Stoker (Eurobio, Paris) dans des conditions déjà décrites, ainsi que la production du virus
d’Egtved et son titrage par la méthode des plages en cellules FHM (de KINKELIN et SCHERRER,
i9!o). Le virus de la NPI (WOLF et al., ig6o) utilisé pour les titrages d’interféron appartient à
la collection du laboratoire d’ichtyopathologie (souche 2!.!0). Ce virus est produit à 140C en
cellules RTG 2, âgées de deux jours et arrivées à la confluence. Après apparition d’un effet cyto-
pathogène marqué, les cellules sont collectées, soumises à l’action des ultrasons et les débris
cellulaires éliminés par centrifugation (5 ooo g, io mn). Le virus de la NPI a été conservé à - 300C
dans un mélange à parties égales de milieu de Eagle et de glycérol. Les titrages sont réalisés sur
cellules RTG 2 suivant des modalités identiques à celles décrites pour le virus d’Egtved.

Titrage de l’interféron

Les sérums sont préalablement chauffés (37°C, 2 h) de façon à éliminer totalement le pouvoir
infectieux du virus d’Egtved circulant. Il a été démontré auparavant que le virus d’Egtved inac-
tivé par chauffage était incapable d’induire la production d’interféron dans les cellules de titrage.



D’autre part, toutes les truites Arc-en-Ciel possédant dans leur sérum des anticorps neutralisant
le virus de la NPI (DORSON et de KINKELIN, r9!4), il a été vérifié que cette activité ne s’exerçait
pas dans le test utilisé. Des monocouches de RTG 2 âgées de 24 h, en boîte de Pétri, sont traitées
pendant une nuit (x6 h) par i ml de la dilution du sérum. Après un double rinçage par du milieu
de Eagle, elles sont éprouvées par 100 u.f.p. du virus de la NPI. L’effet interféron se manifeste
par une réduction du nombre de plages par rapport à un témoin non traité ou traité pendant
une nuit par un sérum normal dilué au 1/10!. La conversion du pourcentage de réduction du
nombre de plages en unités interféron a été réalisée d’une façon classique (WAGNER, 1961), une
réduction de 50 p. 100 correspondant par définition à une unité interféron.

RÉSULTATS

A. - Production d’interféron, virémie et mortalité à -!- 100 et -! 15°C

Dans deux bacs identiques, maintenus respectivement à des températures
de 10° ! 1°C et i5o ± 10C, ont été placées 30 truites (poids moyen, 80 g) et io trui-
telles (poids moyen, 20 g), ces dernières isolées dans des cages flottantes. Tous les
poissons de la classe 80 g ont reçu par injection intrapéritonéale 5 X 106 u.f.p.
du virus d’Egtved au jour o. Dans chacun des deux lots (10 et i5!C), io poissons
furent saignés aux jours 3, 9, r4 (série IOA et i5n), Io autres au jour 4, m et 17
(série roB et yB). Les la poissons restants (ioc et i5c) étaient destinés à contrôler
la mortalité sur des sujets non soumis à la saignée. Enfin, les 10 poissons maintenus
en cage (série D) ont permis de suivre la mortalité dans des conditions « naturelles »
de contagion. Dans le sang des poissons des séries A et B, furent suivies à la fois
la production d’interféron et la virémie. Les quelques poissons ayant succombé
aux manipulations ne furent pas comptés. D’autre part, les titrages d’interféron
et la détermination de la virémie n’ont été effectués que sur une fraction des sujets
d’expérience, choisis de façon à obtenir des résultats à la fois pour des poissons
morts et survivants. Le tableau i fournit les mortalités observées au 2oe jour après
la phase aiguë de la maladie. Aucun décès ne fut enregistré entre le 2oe et le 40e j jour
(fin de l’expérience), Les sujets morts présentaient tous, à divers degrés, les lésions



caractéristiques de la SHV : exophtalmie prononcée due à des hémorragies des
espaces rétrooculaires, hémorragies dans la musculature. Enfin, le virus a été retrouvé
et identifié dans les organes des poissons morts de toutes les séries. Dans les essais
de contagion « naturelle u (série D), nous avons retrouvé ce qui est de règle en pisci-
culture : l’absence de maladie à -!- 15°C. En revanche, par injection, on peut pro-
voquer une mortalité notable à i5oC, série A, B, C (tabl. i). Le tableau 2 donne la

production d’interféron et la virémie chez les mêmes poissons, et permet les remarques
suivantes : des titres élevés en interféron circulant peuvent être obtenus aussi bien
à 100 qu’à i5!, et il existe une grande hétérogénéité entre les divers individus dans
l’intensité de la réponse. Ces titres élevés coïncident avec une virémie intense et

les poissons meurent malgré un titre élevé en interféron dans leur sérum. Enfin,
les survivants éliminent le virus de leur circulation. Les résultats précédents ne
permettent pas d’établir une différence entre la cinétique de production à 100 et

i5!C ; on note seulement à la seconde saignée que le titre en interféron a relativement
baissé d’une façon plus importante chez les animaux maintenus à 15°C que chez
ceux maintenus à iooc.

B. - Cinétique de production d’interféron à + 10° et -! 150C

Une seconde expérience a été réalisée dans des conditions d’élevage similaires
(IIO ! WC et 15° ! o,50C pour les températures) avec, dans chaque lot, 10 sujets
d’un poids plus élevé (200 g), recevant 1,5 X io5 u.f.p. de virus, et chez lesquels
seule la production d’interféron a été recherchée au cours de 6 saignées successives.
La courbe de production d’interféron chez trois sujets de chaque lot montre une



nette différence dans la cinétique (fig. i). Pour les poissons maintenus à 150C, le
maximum de production est atteint à la seconde saignée (ze jour), alors qu’il faut
attendre la troisième saignée (4e jour) pour les sujets maintenus à mC.

1

DISCUSSION

L’injection de doses élevées de virus d’Egtved à des truites Arc-en-Ciel provoque
une mortalité importante à 10°C, et ceci correspond bien à ce qui est observé en pisci-
culture. Cependant l’infection par voie parentérale a provoqué aussi la maladie
aiguë à 150C, ce qui était moins attendu. En fait, les conditions d’infection sont
très différentes, et l’introduction brutale de plusieurs millions de virions déborde
le mécanisme réactionnel éventuel jouant lors d’une contagion « ordinaire ». En

effet, les truitelles infectées par contagion ont fourni des résultats plus conformes
aux observations de terrain : mortalité très forte à 100 et nulle à i5°C. Des titres
en interféron circulant élevés (plus de 2 ooo chez plusieurs poissons) ont été obtenus
aussi bien à -!- iooc qu’à -! 150C et ces titres élevés coïncident avec une virémie
importante, ce qui est classique chez les mammifères (BARON et al., i966). Cependant,
une forte production d’interféron n’empêche pas les poissons de succomber : on
assiste en quelque sorte à une course de vitesse entre la production d’interféron et
le développement du virus, de l’issue de laquelle dépend sans doute le sort du poisson.
Aucune différence marquante ne peut être mise en évidence dans l’intensité de la
production d’interféron entre les poissons maintenus à iooc et ceux maintenus à



150C. Si une telle différence existe, elle est masquée par la grande hétérogénéité
dans les réponses individuelles et le petit nombre d’animaux d’expérience. Cette
hétérogénéité est constante : en effet, de même qu’il existe des lignées de souris
bonnes et mauvaises productrices d’interféron (DE MAEYER et DE MAE’,YF,R-GUIGNARD,
ig68), il doit exister des truites bonnes et mauvaises productrices. Mais l’équivalent
des lignées pures de mammifères de laboratoire n’existe pas chez les poissons, et

la population ayant fourni les sujets expérimentaux est génétiquement très hétéro-
gène. Cependant, une différence nette apparaît dans la cinétique de production
(fig. i). Malgré le petit nombre de cinétiques individuelles (seuls ont été retenus les
animaux ayant fourni suffisamment de sang à toutes les saignées), la production
d’interféron apparaît plus tardive et plus étalée dans le temps à -!- iooc qu’à + i5oC.
Les dates correspondant au maximum de production d’interféron (2e jour à 150C
et 4e jour à iooc pour l’expérience rapportée) ne sont pas absolues : des saignées
quotidiennes auraient permis d’obtenir une image plus précise. La synthèse d’inter-
féron chez la truite est beaucoup plus précoce - avec les moyens de détection dont
nous disposons - que celles des anticorps chez le même animal : à i8oc les anticorps
sériques antibactériophages ne sont détectables qu’à partir de i5 jours après l’immu-
nisation (DORSON, Ig j2). On retrouve une différence comparable à celle qui existe
chez les mammifères pour ces deux phénomènes : la production d’interféron est

décelable dans le sérum avant celle des anticorps. Cependant, les cinétiques obtenues
pour la truite infectée avec le virus d’Pàgtved sont comparables à des cinétiques
obtenues chez la souris infectée avec le virus MP (Pnnrros, SHIMONASKI et CAME,
1971) ou le virus de Germiston (BARON et al., ig66). On peut néanmoins supposer
que la synthèse d’interféron - après injection du même inducteur - sera plus
tardive chez la Truite que chez les mammifères. La comparaison ne pourra être faite
que grâce à l’emploi d’inducteurs non viraux (POLY IC, Statolon). On peut remar-
quer des différences importantes entre les résultats de l’expérience i (tabl. 2) et ceux
de l’expérience 2 (fig. i). Ces différences portent sur l’intensité de la production
moyenne d’interféron et la durée de celle-ci (dans le tableau 2, on constate des
titres en interféron encore élevés aux jours 9 et m, ce que nous ne trouvons pas sur

la figure i). Il s’agissait en fait de deux expériences totalement indépendantes, et
les animaux, leur taille, les doses de virus injectées étaient différents. Il sera intéres-
sant de réaliser ces mêmes cinétiques avec plusieurs doses de virus. En effet, des
expériences préliminaires consistant en l’injection de doses croissantes de virus ont
montré que les doses les plus fortes provoquent une mortalité moins importante
que des doses modérées (Doasorr et de KINK!I,IN, observations non publiées).

Il n’y a rien de surprenant à retrouver pour la production d’interféron circulant
les différences de cinétique en fonction de la température déjà connues chez le poisson
pour la production des anticorps sériques (AVTALION et al., 1973). Ces résultats
confortent l’hypothèse, déjà formulée (de KINK!I,IN et DORSON, ig73), selon laquelle
la production d’interféron pourrait être responsable de la résistance du poisson
au-dessus de 14°C : l’équilibre production de virus - synthèse d’interféron mentionné
plus haut serait déplacé dans un sens favorable à la survie du poisson infecté. La
confirmation de cette hypothèse nécessite de réaliser la protection des truites contre
la SHV par injection soit d’interféron sérique, soit d’un inducteur non viral.

Reçu pour publication en juin 1974.



SUMMARY

MORTALITY AND INTERFERON PRODUCTION

IN RAINBOW TROUT EXPERIMENTALLY INFECTED

WITH EGTVED VIRUS : ROLE OF TEMPERATURE

Virus haemorrhagic Septicemia (VHS), disease of Rainbow Trout, typically occurs in cold
water (temperature under x4!C). The causative agent is a rhabdovirus, Egtved virus. Injection
of Egtved virus in trout results in high levels of circulating interferon, corresponding to a strong
viremia, and is followed by mortalities at 150C as well as at iooc. In contrast, natural infection
(by placing healthy fish in the same water as infected fish) provokes mortalities only at TOOC.
Interferon synthesis is earlier at 150C (maximum yield at 2 nd day) than at iooc (maximum yield
at 4th day). This fact is in agreement with the hypothesis of an important role of interferon
synthesis in resistance of trout to the disease when water temperature rises over 140C.
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