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RESUME

Le virus de la Nécrose Pancreéatique Infectieuse (N.P.l) et le virus de la Septicémie
Hémorragique Virale (S.H.V.) ont été dilués dans de I'eau claire, puis inactivés par passage
a différents débits dans un appareil UV, fabriqué au Laboratoire.

Le titrage d'échantillons de I'effluent a permis le calcul d'une DL. 90 de
10 000 Ws cm™2 pour le virus de la S.H.V. Le virus de la N.P.l. a montré une plus grande
résistance, avec une DL. 80 de 330000 ;,Ws cm2

Dans les conditions de la Salmoniculture, la protection des écloseries a l'aide des
U.V. contre les virus européens des Salmonidés ne peut étre pratiquée que dans le cas
du virus de la S.HV. et non contre le virus de la N.P.I
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SUMMARY

ULTRAVIOLET INACTIVATION OF TWO PATHOGENIC SALMONID VIRUSES
(I.LP.N. Virus and V.H.S. Virus).

Infectious Pancreatic Necrosis Virus (I.LPN.V.) and Viral Haemorrhagic Septicaemia
Virus (V.H.S.V.) were diluted in clear tap water and subsequently inactivated by passing
through a laboratory made U.V. system at various flow rates.

Titration of outflowing samples allowed calculation of a L.D. 90 of 10000 ;.W.s. cm™

for V.HS.V.. IP.N.V. proved much more resistant, with a L.D. 80 of 330000 nW.s. cm™2.

Under trout farming conditions, U.V. protection of hatcheries against european
Salmonid viruses could be achieved only in the case of V.HS.V. and not against iP.N.V.

INTRODUCTION

L'importance des maladies virales de la Truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri) et
I'absence de traitement disponible nous ont amenés a tester l'efficacité des rayons ultra-
violets (U.V.) pour la désinfection d'une eau contaminée soit par le virus de la Septicémie
Hémorragique Virale (S H.V.}) (ZWILLENBERG et al, 1965), soit par le Virus de !a
Nécrose Pancréatique Infectieuse (N.P.l) (WOLF et al., 1960).

Si les rayonnements UV. sont couramment utilisés dans le traitement des eaux
potables, pour la lutte contre les bactéries et les virus, leur utilisation en Ichtyopathologie
est surtout limitée a l'aquariophilie.

L'effet germicide maximum est produit par des longueurs donde comprises entre
2500 et 2600 A dont I'absorption est affectée principalement par la turbidité, les composés
organiques et la teneur en sels ferreux. (HUFF et al. 1965).

Divers dispositifs sont disponibles dans le commerce, mais les travaux rapportés ici
ont été réalisés a l'aide d'un systéme fabriqué, a |'exception de la lampe, au Laboratoire,
permettant de masquer une partie de la lampe.

MATERIEL ET METHODE
1) Dispositif expérimental :

Le dispositif utilisé (fig. 1) fait appel & une unité de recyclage (pompe et bac 1)
de laquelle 'eau peut étre dérivée sous un débit connu vers un bac de décharge 2 en
passant sous pression par le tube générateur de rayons U.V.

Nous avons utilisé une lampe - MAZDA GERMICIDE TG 30 », placée dans un tube
en PVC de diamétre intérieur 9.8 cm dans lequel la circulation de l'eau était ascendante
La longueur de stérilisation était réduite a 60 cm.

Durant les difféerentes expérimentations, la température de l'eau était comprise entre
10°C et 12°C et le pH égal a 7,3, la teneur en fer ferreux était inférieure a 0,01 mg/1.

L'intensité germicide U.V. est donnée par la formule :
<)

X t (d'aprées LUCKIESH et HOLLIDAY, 1944)
S

ou P est la puissance totale émise a 2537 A (ici 9000 ,W)
S est la surface de la lampe (ici 698,6 cm?)
t est le temps de passage d'une particule devant la lampe (en sec.).
La valeur de I, donnée en microwatt seconde par centimétre carré (#Ws/cmz) pouvait

8tre fixée en modifiant le débit de l'effluent (de 600 I/h a 3200 I/h) ou (et) en masquant
une partie de ta lampe a l'aide d'un tube opaque.



stérilisateur x V3

) Pree J,,

L débimetre
'—k <
w
baci bac?2

pompe

Figure 1 : Schéma de I'installation utilisée pour les essais d'inactivation des Virus de la
S.HV. et de la N.P.I. par les U.V.

Environ 3 X 10° unités formant plage (ufp) du virus étaient dispersées dans 300 |
d'eau contenus dans le bac 1, la vanne V 2 étant fermée ot V 1 ouverte, Ia pompe fournis-
sant alors un débit de recyclage de 3200 I/h.

Au bout de 10 mn et 20 mn, deux prises dessai en V1 permeitaient de controler
la bonne dispersion des particuies virales.

Le débit désiré entre le bac 1 et le bac 2 était obtenu par réglage des vannes V1
et V2. La prise d'échantillon & titrer était pratiquée en V 3 aprés purge de 1 litre environ
Une prise de controle final était effectuée de la méme fagon en V3 aprés extinction de la
lampe.

Entre deux expérimentations, l'installation était désinfectée aux iodophores (GERARD.
1974), qui étaient ensuite neutralisés puis éliminés par ringage abondant

2) Les virus et leur dénombrement dans les échantillons :

Le virus de la S.HV. (virus d'EGTVED) utilisé est la souche pathogéne 07/71
(GRIGNON).

Le virus de ta N.P.I. est la souche pathogéne 31/75 (GRIGNON).

Apres dilution du prélévement au 1/10 en milieu de Eagle, les deux virus sont titres
par la méthode des plages sous agarose classiquement uiilisée (DE KINKELIN et SCHERRER,
1970). Des monocouches de cellules de Truite RTG, en boite de pétri de 35 mm regowent
0.1 ml de la suspension virale et sont recouvertes 1 h plus tard de milieu nutritif gélosé
a 0,59%. Aprés incubation (3 jours a 14°C) et coloration des cellules au Rouge Nzutre,
les plages de lyse (correspondant chacune & une unité virale dans la suspension de départ)



N
sont dénombrées. Le pourcentage d'inactivation est donné par : P = (1 —

} X 100
No

ou No = nombre initial de virions et N = nombre de virions aprés passage dans le stéri-

lisateur.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats de !'inactivation des deux virus ont été reportés sur dcs courbes du
type : (figure 2)

P=(—e Xy x 100

ou = pourcentage d'inactivation
| = intensité germicide
K = constante.

Ceci conformément aux résultats de LUCKIESH et HOLLIDAY (1944) qui donnent la
relation entre le taux de survie de la bactérie Escherichia coli et l'intensité germicide :

N
= ¢ “E@

No
N = Nombre de survivantes
No = Nombre initial
E = Intensité du rayon
t = Temps d'exposition de la particule
Q@ = Dose mortelle.

Les pourcentages d'inactivation de 1009, rapportés dans cette étude sont dus a la
méthode de calcul a partir d'un échantillon. D'aprés les formules mathématiques, les
100 %, représentent I'asymptote vers laquelle tendent les courbes.
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Figure 2 : Inactivation des virus de la S.H.V. (O O) et de la N.P.L (A—.—A) par
les rayons U.V. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’'inactivation par
rapport aux prélévements témoins.
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Une trés nette difféerence de sensibilité aux UV apparait entre les virus de Ia
SHV et de la NPI.

Nous constatons une DL 90 de 10000 pWs/cm? pour le virus de la S.HV. et une
DL 80 de 330000 xWs/cm? pour le virus de la NP.I. Dans ce dernier cas, nos installations
ne nous ont pas permis de déterminer une DL 90.

La figure n° 3 replace les virus de la S.HV. et de la N.P.I. par rapport a d'autres
organismes pathogénes des Salmonidés, du point de vue de leur inactivation par les
rayons UV. en eau claire.
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Figure 3 : Comparaison des intensités germicides U.V. nécessaires a la destruction de
différents agents ichtyopathogénes.

Si la N.P.Il. apparait comme l'agent ichtyopathogéne testé le plus résistant, il est
intéressant de constater que le virus de la S.HV. se situe parmi ceux qui sont les plus
sensibles avec Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens,
Vibrio augnillarum et les zoospores de Saprolegnia sp pour qui les doses léthales sont
toutes inférieures & 50000 yWs/cm?.

Ces résultats concernent des eaux de turbidité voisine de zéro. Leur application
en pisciculture doit étre réservée a des eaux trés claires, ou préalablement filtrées. C'est
ainsi que BULLOCK et STUCKEY (1977) ont montré que l'on pouvait empécher la
transmission expérimentale de la furonculose en filtrant puis en irradiant par les UV.
I'eau ayant hébergé des Truites fario malades, avant de servir a infecter de jeunes
Saumons atlantiques.



CONCLUSION

La désinfection des eaux de pisciculture par les UV. ne peut raisonnablement étre
envisagée que pour les agents pathogénes sensibles & des intensités germicides inférieures
a 50000 #Ws/cmz, pour d'évidentes raisons de colt.

L'utilisation des rayonnements U.V. peut étre un moyen de couper la transmission
de la S.H.V., le virus de la N.Pi étant trop résistant.

La grande résistance du virus de la N.P.l. aux rayons U.V. avait déja été remarquée
(MACKELVIE et DESAUTELS 1975, DORSON, résultats non publiés), dans des conditions
différentes (inactivation d'une suspension virale en couche mince dans une boite de pétri
placée sous une lampe germicide).

Le dimensionnement des stérilisateurs devra tenir compte du vieillissement des
lampes. Le flux énergétique de la lampe Mazda TG 30 tombe a 80 % au bout de 2000 heures
et 75% au bout de 5000 heures (données du constructeur).

L'utilisation des U.V. devra étre réservée a des eaux trés claires ou filtrées et
toujours compte tenu des colts, on se limitera aux postes nécessitant peu d'eau : in-
cubation, premier alevinage et recyclage.

Dans ce dernier cas elle peut se révéler utile a la fois sur l'alimentation en eau
neuve (introduction d'agents pathogénes) et sur le débit recyclé pour limiter le nombre de
germes dans le circuit.

La désinfection des eaux de pisciculture par les rayons U.V. peut, dans les condi-
tions précédemment décrites, étre retenue comme moyen de lutte contre notamment la
furonculose, la S.H.V. et les mycoses.
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