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R É S U M É 

Des ovu les de t ru i tes Arc-en-Cie l ont é té f écondés par des spe rma tozo ïdes de la 
m ê m e espèce traités par l'iode suivant différents protocoles afin de couper la t ransmission de 
la nécrose pancréat ique infect ieuse (NPI) des sa lmonidés. L'efficacité de l'iode a été évaluée 
en paral lèle par neutral isat ion du virus en 1 mn. Le protocole consei l lé pour la solut ion d'iode 
disponible dans le commerce (ovules égouttés, puis recouverts de solution- iodée et sperme 
a j ou té i m m é d i a t e m e n t ) a d ' a b o r d é té u t i l i sé . A p H c o m p r i s e n t r e 5 et 8 et p o u r des 
concentrat ions en iode de 15, 25 et 35 mg/ l , le pourcentage de fécondat ion est inférieur à 10 
et ne remonte qu 'à pH 9 (69 % pour 25 mg/l). Par contre, l'efficacité contre le virus décroît 
rap idement pour des p H supér ieurs à 7, et aucun pH n'a permis de conci l ier eff icacité et 
innocuité. Le m ê m e protocole'ut i l isé avec 10 spe rmes individuels a montré des différences de 
sensibi l i té individuel le marquées (pourcentages de fécondat ion de 1,6 à 37 % pour 2 5 mg/l 
d' iode à pH8) , qui ne sont pas en corrélat ion avec la qual i té des spermes appréciée par la 
concentrat ion de la proté ine de membrane 42 kDa dans le l iquide sémina l . Les différents 
essa is de p ré incuba t i on du s p e r m e (de q u e l q u e s s e c o n d e s à 1 minute) ont d o n n é des 
rendements de fécondat ion nuls, sauf pour un large excès de sperme, qui entraînait aussi la 
perte de l'efficacité de l'iode contre le virus. Deux expér iences de t ransmission expér imentale 
ont été réa l isées en incubant les spe rma tozo ïdes avec du v i rus concen t ré . L 'él iminat ion 
systémat ique des œufs morts et anormaux suivie d 'une désinfect ion externe des œufs (50 
mg/l d ' iode, 15 mn) avant l 'éclosion n'a pas permis dé couper la t ransmiss ion, ce qui laisse 
supposer que le virus peut être t ransmis sans infecter l 'embryon de façon létale. 

I N F E C T I O U S P A N C R E A T I C N E C R O S I S O F S A L M O N I D S : A S S E S S M E N T O F 
M E T H O D S A I M I N G A T C U T T I N G O F F E G G - A S S O C I A T E D T R A N S M I S S I O N . 

S U M M A R Y 

R a i n b o w t rou t o v a w e r e fe r t i l i zed by mi l t t r e a t e d w i t h i od ine f o l l o w i n g d i f fé rent 
schedu les , in order to eut off infect ious pancreat ic necros is ( IPN) t ransmiss ion . T h e eff icàcy 
of iod ine w a s assessed in paral le l by v i rus neut ra l izat ion dur ing a 1 min . exposu re . The 
schedu le r e c o m m e n d e d for the commerc ia l i zed iodine so lu t ion (ova d ra ined , cove red with 
iodine so lut ion and milt a d d e d inïmediately) w a s used first. W h e n the pH ranged f rom 5 to 8 
and for iod ine concent ra t ions of 15, 25, and 35 mg/ l , the fecundat ion rate w a s be low 10 % 
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a n d rose on ly at pH 9 (69 % for 25 mg/ l iodine). In other hand, the eff icacy against the virus 
d e c r e a s e d rapidly for pH va lues above 7, and eff icacy cou ld never ma tch wi th safety at any 
p H . T h e s a m e s c h e d u l e u s e d w i t h 10 ind iv idua l mi l ts s h o w e d s t r i k i ng d i f f é r e n c e s in 
ind iv idua l suscept ib i l i t ies ( fecundat ion rates f rom 1.6 to 37 % for 25 mg/ l iodine at pH 8) 
w h i c h d id not corre late w i th the qual i ty of the milt as est imated by the concent ra t ion of the 
4 2 k D a m e m b r a n e prote in in sémina l f luid. Pre incubat ion of milt f rom a few seconds to 1 
m inu te in di f férent concent ra t ions of iodine resul ted in null fecundat ion rates, except when 
mi l t w a s in la rge e x c e s s . In t ha t c a s e , i od ine lost ai l e f f i cacy a g a i n s t t he v i r us . T w o 
expé r imen ta l t ransmiss ion exper iments were done by incubat ing sperms with concent ra ted 
v i rus . A care fu l é l iminat ion of d e a d and abnormal eggs fo l lowed by an external d is infect ion 
(50 mg/ l iod ine, 15 min.) before hatch ing did not al low to eut off t ransmiss ion . Th is indicates 
tha t t he v i rus can be t ransmi t ted wi thout lethally infect ing the embryo . 

I N T R O D U C T I O N 

La Néc rose Panc réa t i que Infect ieuse (NPI) des sa lmon idés , d 'abord décr i te chez 
d e s a lev ins d 'omble de fonta ine (Salvelinus fontinalis Mitchill) par W O O D , S N I E S Z K O et 
Y A S U T A K E (1955) est carac tér isée avant tout, c o m m e son nom l ' indique, par une nécrose 
impor tan te du pancréas exocr ine qui accompagne des lésions de la paroi du tube digestif 
( S N I E S Z K O , W O O D et Y A S U T A K E , 1957). Le v i rus responsable de la malad ie fut isolé par 
W O L F , S N I E S Z K O , D U N B A R et P Y L E en 1960, et c lassé dans la fami l le des birnavir idae 
( D O B O S , HILL, HALLETT, K E L L S , BECHT et T E N I N G E S , 1979). Ce vi rus qui présente un 
g r a n d n o m b r e de séro types pouvant posséder des pouvoi rs pa thogènes di f férents (HILL, 
1982 ; W O L F , 1988) affecte avant tout plusieurs espèces de sa lmon idés , la trui te Arc-en-
Cie l (Oncorhynchus mykiss Wa lbaum) apparaissant parmi les p lus sens ib les, jus te derr ière 
l 'omble d e fonta ine (S IL IM, E L A Z H A R Y et L A G A C E , 1982). Des v i rus de la NPI ont été 
iso lés d a n s tous les pays où sont é levés d e s sa lmonidés et leur ubiqui té est un obstacle 
a u x ten ta t i ves de prophy lax ie sani ta i re tandis que la vacc inat ion apparaî t peu uti l isable en 
p ra t ique ( D O R S O N , 1988) . 

A d e rares excep t ions près, cet te maladie n'atteint que des a lev ins âgés de mo ins de 
1 5 0 0 d e g r é s X j o u r s ( F R A N T S I e t S A V A N , 1 9 7 1 ; D O R S O N e t T O R C H Y , 1 9 8 1 ; 
L A P I E R R E , L A R R I V E E et B E R T H I A U M E , 1986). Une fract ion impor tante des surv ivants 
es t c o n s t i t u é e d e po r t eu r s a s y m p t o m a t i q u e s , et il a é té mon t ré dès 1963 par W O L F , 
Q U I M B Y ét B R A D F O R D et c o n f i r m é par, F I JAN et G I Ô R G E T T I (1978 ) a ins i que par 
B O O T L A N D , D O B O S et S T E V E N S O N (1991) que.l 'a maladie pouvai t être t ransmise par 
l 'oeuf, pu is en 1976 par B U L L O C K , R U C K E R , A M E N D , W O L F et S T U C K E Y que cet te 
t r a n s m i s s i o n n 'é ta i t p a s c o u p é e par la d é s i n f e c t i o n e x t e r n e d e s o e u f s à l 'a ide d 'un 
i o d o p h o r e à 50 mg/ l d ' i ode act i f . Or, cette concen t ra t ion est l a rgemen t su f f i san te pour 
inact iver le virus de la NPI ( A M E N D et P I E T S C H , 1972 ; D E S A U T E L S et M A C K E L V I E , 
1975 ; E L L I O T et A M E N D , 1978) . Dès 1963, l ' iode solubi l isé avec d u polyv iny lpyrro l idone 
et i ncorporé à la nourr i ture a été employé avec un succès partiel pour lutter contre la NPI 
pa r E C O N O M O N (1963 ) . La cons ta ta t ion répétée que le v i rus peu t ê t re t r ansm is des 
g é n i t e u r s a u x a lev ins à l ' intér ieur de l'oeuf a susc i té des t ravaux dans deux d i rec t ions 
p r i n c i p a l e s : p r é c i s e r le m o d e d ' i n fec t i on des o e u f s d ' u n e pa r t , t e n t e r d e c o u p e r la 
t r ansm iss ion à l 'aide de dés in fec tants d'autre part. Il fut observé par A H N E (1983) et par 
C A S T R I C (1984 ) q u e c e r t a i n e s t ru i tes m â l e s p o u v a i e n t é m e t t r e un s p e r m e r iche en 
par t icu les v i ra les, tandis que M U L C A H Y et PASCHO (1984) montra ient que le virus pouvait 
s ' adso rbe r aux spermatozo ïdes . Il fut ensuite démont ré par D O R S O N et T O R C H Y (1985) 
q u e l ' infect ion du s p e r m e in vitro était la seu le manière sûre de réal iser la t ransmiss ion 
expé r imen ta le à l ' intérieur de l 'oeuf, tandis que la possibi l i té d 'une t ransmiss ion de surface 
— t rès fac i le à couper par dés in fect ion — était conf i rmée par A H N E et N E G E L E (1985). 
P lus récemmen t , R O D R I G U E Z SAINT-JEAN, P E R E Z PRIETO et V I L A S M I N O N D O (1992) 
on t con f i rmé la f ixat ion du v i rus de la NPI a u x spermatozoïdes grâce à la cy tométr ie de flux 
q u i p e u t p e r m e t t r e l ' a n a l y s e r a p i d e d 'un g r a n d n o m b r e d ' é c h a n t i l l o n s . L ' in térêt des 
i odopho res pour la dés in fec t ion ex terne des oeufs a été soul igné par A M E N D (1974) qui a 
déf in i les concent ra t ions suppor tab les par les oeufs pendant le durc issement , après celui-ci 
et a u s tade oeil lé. Si la dose de 25 mg/l d ' iode actif (l imite pour une inact ivat ion rapide du 
v i rus) étai t suppor tée durant 15 m n à tous les s tades, la dose «sécur i ta i re» de 100 mg/l ne 
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l'était qu 'ap rès un durc issement d e 30 m n . Une dose moyenne de 50 mg/ l a été emp loyée 
par B I L L A R D et DE M O N T A L E M B E R T (1976) pour trai ter les gamètes d e truite Arc-en-Cie l 
et les oeufs à divers s tades . Si les ovu les suppor ta ien t ce t ra i tement , il n'en était pas d e 
m ê m e pour les spermatozo ïdes , to ta lement inact ivés si la fécondat ion était p ra t iquée dans 
la solut ion iodée. Cependan t , subsista i t l 'espoir d'uti l iser la dose représentant le mei l leur 
compromiSK«efficacité-contre le v i rus innocu i té .pour les spermatozo ïdes» , 25 mg/ l d' iode 
actif, et tandis que plus ieurs équ ipes en étudia ient la possibi l i té, la méthode d e fécondat ion 
en p r é s e n c e d ' i ode é ta i t déc r i t e pa r K L O N T Z ( 1 9 8 1 ) et t r ès v i te p r é c o n i s é e d a n s la 
p ra t i que , b ien que son usage soi t t rès v i te a p p a r u d a n g e r e u x ( D O R S O N et T O R C H Y , 
1985) l o r s q u e l ' iode é ta i t d i lué d a n s l 'eau p u r e . De la m ê m e f a ç o n A H N E , KELLY e t 
S C H L O T F E L D T (1989) n'arr ivaient pas à conci l ier eff icacité et innocui té . La conna issance 
de di f férents résultats pré l iminaires c o m m e des observa t ions de terrain condu isa ien t donc 
à une mise en garde ( D O R S O N , 1989) tand is qu 'é ta ient m e n é e s les expér iences décr i tes 
ic i , qu i ava ien t pour bu t d e c o m p a r e r l 'e f f icaci té et l ' innocui té de d i f fé ren tes p ra t iques 
ut i l isant un iodophore , et de déterminer l ' inf luence d 'une é l iminat ion so igneuse de tous les 
oeufs avor tant pendant l ' incubat ion. L 'hypothèse de dépar t dans ce dernier cas était que le 
v i rus qui pénèt re adsorbé à la sur face du spe rma tozo ïde infecterai t les premières cel lu les 
de l ' embryon. C e dern ier avorterai t donc rap idement , const i tuant une réserve de vir ions 
suscept ib les d'être l ibérés lors de la rupture tard ive d e la coque de l'oeuf. Cet te hypothèse 
étai t e n c o u r a g é e par l 'observat ion de A H N E , KELLY et S C H L O T F E L D T (1989) q u e les 
alev ins ano rmaux lors de l 'éclosion éta ient p lus f r équemmen t por teurs d u v i rus, tand is que 
F I J A N et G I O R G E T T I (1978 ) ne d o n n a i e n t p a s d e dé ta i l s su r l 'état e x a c t d e s oeu fs 
por teurs de v i rus. 

M A T É R I E L S ET T E C H N I Q U E S 

G a m è t e s : les o v u l e s et le s p e r m e on t é té p ré levés sur des t ru i tes A rc -en -C ie l 
é levées à la piscicul ture expér imenta le INRA de Gournay /A ronde (Oise) , conse rvés sous 
g lace et ut i l isés dans les heures su ivant le p ré lèvement . Cet é tab l i ssement est l'objet d e 
con t rô les , v i r o l og iques régu l ie rs , et i n d e m n e d e tou t v i rus c o n n u . Les ovu les d e 3 à 6 
femel les su ivant les expér iences étaient répart is en nombre égal dans les di f férents lots. 
Les s p e r m e s ont été uti l isés soit ind iv iduel lement , soit en pools de 5 à 7 mâ les différents. 

S o l u t i o n s d ' i n s é m i n a t i o n : out re l 'eau bidist i l lée et l 'eau du robinet, ont été uti l isés 
le d i l u e j j r d ' i n s é m i n a t i o n , a r t i f i c i e l l e (D IA . j m i s a u p o i n t p a r B I L L A R D ( 1 9 7 7 ) e t 
commercialisé'siq1^1éXrî^hrTçle,'D,l A . 5 3 2 .^glycine 0',0S M, tr is (2 amino 2 hydroxymethy l 1 -3 
propane-dioî ) 0,02 M, NaCI 0,1 M, pH9 , et des so lu t ions de té t rabora té d e sod ium N a 2 B 4 0 7 

( 1 0 H 2 O ) a jus tées au P H désiré à l 'aide d 'HCI 16N et add i t ionnées de NaCI 0 , 1 M. L'iode 
était a jouté à ces solut ions imméd ia tement avant emp lo i . 

I o d o p h o r e : La spécial i té commerc ia l i sée sous le n o m de « R O M E I O D » cont ient 5 g/l 
d' iode total , ce qui cor respond à un m in imum d e 3,5 g/l d ' iode libre (données fabr icant) , 7 g/l 
d ' iodure de potass ium, 88 g/l de Polyv idone (ou polyvinylpyrrol idone). La neutral isat ion de 
l' iode était prat iquée à l'aide d'une solut ion de th iosul fate de sod ium N a 2 S 2 0 3 commerc ia l isé 
sous l 'appel lat ion «neutral isant» uti l isé en excès . 

F é c o n d a t i o n a r t i f i c i e l l e : dans tous les cas le l iquide coe lom ique était é l iminé à 
l 'aide d 'une passo i re avant pesée et répart i t ion des ovu les . Se lon la techn ique précon isée 
sur l 'ét iquette du f lacon de « R O M E I O D » (1992) la so lu t ion iodée à 5 ml/ l (soit 2 5 mg/l 
d' iode) est d é p o s é e sur les ovules. Le spe rme est a jouté imméd ia tement à ra ison de 10 ml 
pour 1 I d 'ovu les , et le mé lange réal isé rap idemen t par t r ansvasemen t . Ap rès 5 m n les 
oeufs sont p lacés dans l 'eau d ' incubat ion. 

. Dans cer ta ins cas le spe rme était m é l a n g é a u d i lueur de féconda t ion jus te ayant 
d 'en recouvr i r les ovules, ou pré incubé dans un d i lueur de conservat ion contenant 2 g/l d e 
KCI ( B I L L A R D et JALABERT, 1974) avant d 'être ut i l isé su ivant le protocole de fécondat ion 
«c lass ique». Suivant ce dernier, uti l isé par la major i té des sa lmonicu l teurs , le s p e r m e est 
d é p o s é sur les o v u l e s é g o u t t é s qu i son t e n s u i t e r e c o u v e r t s d ' eau o u d u d i l u e u r t r is-
g lycocol le décr i t p lus haut et d isponib le dans le c o m m e r c e . 
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I n c u b a t i o n e t é levage : les oeufs non infectés étaient incubés dans des incubateurs de 
10 X 10 c m placés dans des auges al imentées en eau recyclée et filtrée maintenue à 10 °C. 
Les expér iences impl iquant le virus étaient réalisées dans des aquariums de 10 I en circuit 
ouver t a l imentés en eau de ville déchlorée sur charbon actif et thermorégulée à 10 °C. 

P r o d u c t i o n , c o n c e n t r a t i o n e t t i t r a g e d u v i r u s d e la N .P . I . : Le virus de la N.P.I. 
s o u c h e 3 1 . 7 5 i so lée à pa r t i r d ' a l e v i n s de t ru i te A r c - e n - C i e l m a l a d e s , et e n t r e t e n u e 
régu l i è remen t sur a lev ins sens ib les , a été produi t sur cel lu les de truites P1TG2 ( W O L F et 
Q U I M B Y, 1962) cul t ivées à 14 °C en milieu de Stoker t amponné à pH 7,4 par du tr is-HCI 
0 ,16 M , et supp lémen té par d u sé rum fétal bov in à 2 %, et des ant ib iot iques (pénici l l ine 100 
U l / m l , s t rep tomyc ine 0,1 mg /m l , kanamyc ine 0,1 mg/ml ) . Les cel lu les étaient infectées à 
r a i son d 'env i ron u n e uni té fo rman t p lage (u.f.p.) pa r cel lu le. Après des t ruc t ion to ta le d u 
t a p i s ce l l u la i re le mi l ieu d e cu l tu re étai t c lar i f ié par cen t r i fuga t ion (5 0 0 0 g , 15 mn) et 
add i t i onné d e Polyéthy lène g lycol ( P E G , Carbowax 6 000) à raison de 10 % sous agi tat ion. 
A p r è s une nuit à 4 °C la suspens ion était cent r i fugée (5 000 g, 30 mn) , et le culot repris 
d a n s env i ron 1/20 du v o l u m e init ial, dans une solut ion t amponnée à pH 6,4, avec agi tat ion 
v i g o u r e u s e et d issociat ion par les ul trasons (Bransonic , 200 W, 10 ki locycles, 2 mn à 0 °C). 
Le v i rus étai t titré par la techn ique des plages sous agarose décr i te par D E K INKELIN et 
S C H E R R E R (1970) : 0,1 ml de la suspens ion à titrer était déposé sur des tapis de cel lules 
d e 35 m m de d iamèt re (P6,Nunc) . Après adsorpt ion (1 h), les cel lu les étaient recouver tes 
d e m i l i eu d e cu l ture add i t i onné d 'agarose à 0,4 %. Ap rès 3 j d ' incubat ion à 14 °C les 
c e l l u l e s é t a i e n t c o l o r é e s pa r le r ouge neut re et les p l a g e s de lyse d é n o m b r é e s . Les 
po i ssons soumis a u d iagnost ic v i ro logique étaient broyés au mort ier en présence de sable. 
L e b r o y â t , r e p r i s en m i l i e u d e c u l t u r e a d d i t i o n n é d ' a n t i b i o t i q u e s , é t a i t c l a r i f i é p a r 
c e n t r i f u g a t i o n (5 0 0 0 g , 15 mn ) et le su rnagean t inocu lé à des tap is d e ce l lu les R T G 2 

répar t ies 2 4 h auparavan t dans des plaques à 24 puits (P24, Nunc) . 

I n a c t i v a t i o n d u v i r u s par l ' i o d e : Une suspens ion de v i rus de la NPI concent rée au 
P E G et ramenée à un titre d e 1 0 7 u.f.p./ml par di lution dans une solut ion de NaCI 0,1 M 
non t a m p o n n é e était d i luée (0,1 ml dans 0,9 ml) dans la solut ion iodée ou non et avec une 
a g i t a t i o n i m m é d i a t e . A p r è s i n c u b a t i o n (1 mn ) à la t e m p é r a t u r e a m b i a n t e l ' iode é ta i t 
neu t ra l i sé pa r le th iosu l fa te (solut ion commerc ia le à 220 g/l) en excès , et le v i rus résiduel 
t i t ré. Il avai t é té contrô lé que la solut ion d' iode ainsi neutral isée n'avait pas d ' inf luence sur 
la sens ib i l i té des ce l lu les a u v i rus se lon le protocole uti l isé c o m m e cela avai t été évoqué 
par A M E N D e t P I E T S C H (1972) . 

T i t r a g e de la proté ine d e m e m b r a n e 42 kDa : Le pourcentage de proté ine 42 kDa 
par r a p p o r t aux p ro té i nes to ta les d u f lu ide sém ina l a été dé te rm iné se lon la m é t h o d e 
décr i te par M A I S S E , P I N S O N et LOIR (1988). 

A n a l y s e s t a t i s t i q u e : L e s c o e f f i c i e n t s d e c o n c o r d a n c e e n t r e l es r a n g s d e 
F R I E D M A N N - K E N D A L L ( S P R E N T , 1992) on t é t é u t i l i sés pou r c o m p a r e r les t aux d e 
f éconda t i on avec o u sans iode et les cr i tères de qual i té d u sperme. 

R É S U L T A T S 

1 . R e n d e m e n t d e s fécondat ions prat iquées s u i v a n t le p r o t o c o l e consei l lé s u r 
l e s f l a c o n s d e «Romeiod» 

Les dif férents lots d 'ovu les (n = 196 à 237 , M = 223) ont été inséminés en uti l isant le 
m ê m e v o l u m e d'un mé lange de spermes , en faisant var ier le pH et la concentrat ion en iode 
d e la s o l u t i o n u t i l i sée p o u r a c t i v e r les s p e r m a t o z o ï d e s . Le r e n d e m e n t , a p p r é c i é en 
p o u r c e n t a g e d 'oeufs p résentant des vésicules opt iques normales à 220° X jours , était de 
97 ,3 pour le lot témoin «DIA» inséminé en débu t d 'expér ience et de 92,5 pour le lot témoin 
«DIA» d e f in d 'expér ience (Fig. 1). En util isant le mil ieu sal in t amponné par le té t raborate à 
p H 7-8-9 les rendements sont restés dans cette fourchet te, pour descendre à 60 % à pH 
6 ,3 . P a r con t re , d è s que le mi l ieu d e f éconda t i on es t add i t i onné d ' iode à 15 mg/ l les 
r e n d e m e n t s chutent aux a lentours de 10 % entre pH 5,3 (solution iodée non t amponnée en 
e a u d is t i l lée) et p H 8. A u x d o s e s d ' iode d e 25 et 35 mg/l les rendemen ts sont enco re 
in fér ieurs , et ne remontent qu 'à pH 9 (69 % pour 25 mg/l) . 
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F i g u r e 1 : R e n d e m e n t s d e fécondat ion (en % d ' o e u f s e m b r y o n n é s ) o b t e n u s avec la 
t e c h n i q u e d e fécondat ion s u i v a n t e : 220 o v u l e s égout tés étaient r e c o u v e r t s 
p a r 3 0 m l d e m i l i e u d e f é c o n d a t i o n . L e s p e r m e (0 ,3 m l ) é t a i t a j o u t é 
immédia tement e t le m é l a n g e ef fectué par t r a n s v a s e m e n t . L e s m i l i e u x d e 
fécondat ion à p H 5,3 (eau disti l lée), 6,3, 7, 8 et 9 ( t a m p o n au tétraborate d e 
s o d i u m ) c o n t e n a i e n t 0, 15 , 2 5 , e t 3 5 m g / l d ' i o d e a c t i f . U n l o t t é m o i n d e 
r e n d e m e n t m a x i m u m (D , d i l u e u r d ' inséminat ion a r t i f i c i e l l e t a m p o n n é à pH 9 
a u t r i s - g l y c i n e ) a été inséminé a u début (i) et à la f i n (f) d e la sér ie. 

F i g u r e 1 : F e c u n d a t i o n ra tes o b t a i n e d w i t h t h e f o l l o w i n g f e c u n d a t i o n s c h e d u l e : 220 
d r a i n e d o v a w e r e c o v e r e d w i t h 30 m l o f t h e f e c u n d a t i o n m é d i u m . Mi l t (0.3 m l ) 
w a s a d d e d i m m e d i a t e l y a n d r a p i d l y m i x e d . T h e f e c u n d a t i o n média at pH 5.3 
( d i s t i l l e d w a t e r ) , 6.3, 7, 8 a n d . 9 ( b u f f e r e d w i t h s o d i u m tétraborate) c o n t a i n e d 
0 , 1 5 , 25, a n d 35 m g / l o f i o d i n e . C o n t r o l g r o u p s o f m a x i m u m f e c u n d a t i o n rate 
(D, c o m m e r c i a l f e c u n d a t i o n méd ium b u f f e r e d at p H 9 b y t r i s - g l y c i n e ) were 
i n s e m i n a t e d at t h e b e g i n n i n g (i) a n d at t h e e n d (f) o f t h e séries. 

2 . Eff icacité de l ' i ode in vitro s u r le v i r u s d e la N.P.I. 

A p r è s i n c u b a t i o n 1 m n d a n s la s o l u t i o n i odée et n e u t r a l i s a t i o n d e l ' iode par le 
th iosul fa te, le v i rus était t i t ré, e t l ' inact ivat ion appréc iée par rappor t à une suspens ion virale 
t émo in . Les résul tats indiquent (f ig. 2) une inact ivat ion totale de la suspens ion virale à pH 7 
dès que la concent ra t ion en iode atteint 12 mg/ l . A pH 8, l ' inactivat ion du v i rus n'est pas 
to ta le (98 %) m ê m e à la dose de 35 mg/ l et n'atteint que 88 % à pH9 . 

3. E v a l u a t i o n s i m u l t a n é e d e l ' innocu i té e t d e l 'e f f icac i té d ' u n e p r é p a r a t i o n 
d ' i o d e à 25 m g / l 

Les protoco les uti l isés ont é té les m ê m e s que pour (1) et (2). Les résul tats obtenus 
( f ig. 3) conf i rment les résul tats p récédents . L'efficacité de l' iode à 25 mg/ l est tota le à p H 
5,3 ; 6,3 et 7, et chute à pH 8 et 9. Le rendement de fécondat ion reste infér ieur à 10 % 
jusqu 'à pH 8 pour at te indre 68 % à pH 9. 
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F i g u r e 2 : Eff icacité d e l ' i o d e in vitro sur l e v i r u s d e la NPI . U n e s u s p e n s i o n v i r a l e d e 
t i t r e c o n n u a é té m é l a n g é e à d e s s o l u t i o n s t a m p o n n é e s à 3 p H (7-8-9) à 
l ' a ide d e té t raborate d e s o d i u m , et c o n t e n a n t d e l ' iode a u x c o n c e n t r a t i o n s 
i n d i q u é e s . A p r è s u n e i n c u b a t i o n d e 1 m n l ' i o d e étai t n e u t r a l i s é p a r le 
t h i o s u l f a t e d e s o d i u m , p u i s le v i r u s rés idue l t i t ré p a r la t e c h n i q u e d e s 
p l a g e s s o u s a g a r o s e . L e s r é s u l t a t s s o n t e x p r i m é s e n p o u r c e n t a g e 
d ' i n a c t i v a t i o n par r a p p o r t à un t é m o i n n o n traité. 

F i g u r e 2 : In vitro e f f i c a c y o f i o d i n e a g a i n s t IPN v i r u s . A v i r a l s u s p e n s i o n o f k n o w n 
t i t r e w a s m i x e d w i t h s o l u t i o n s b u f f e r e d a t p H 7, 8 o r 9 w i t h s o d i u m 
té t raborate , a n d c o n t a i n i n g i o d i n e a t t h e i n d i c a t e d c o n c e n t r a t i o n s . A f t e r a 
1 m n i n c u b a t i o n i o d i n e w a s n e u t r a l i z e d b y s o d i u m t h i o s u l f a t e , a n d r e s i d u a l 
v i r u s t i t r a t e d b y t h e p l a q u e t e c h n i q u e u n d e r a g a r o s e . T h e r e s u l t s a re g i v e n 
a s i n a c t i v a t i o n p e r c e n t a g e c a l c u l a t e d b y c o m p a r i s o n w i t h a c o n t r o l v i r u s 
s u s p e n s i o n . 

4 . E v a l u a t i o n d e l ' innocuité d e l ' iode s u r d e s s p e r m e s i n d i v i d u e l s 

L e s o v u l e s d e 5 f e m e l l e s répar t i s e n 2 0 lo ts h o m o g è n e s de 2 0 g (so i t a p r è s 
c o m p t a g e 238 ± 8,4 ovu les , ex t rêmes = 223 et 259) ont été fécondés par 0,3 ml du spe rme 
d ' u n seu l m â l e se lon la techn ique indiquée su r le f lacon d e Rome iod . Dix mâ les di f férents 
o n t é té u t i l i sés . Les c inq p rem ie rs avaient été p ressés régu l iè rement c h a q u e s e m a i n e 
p e n d a n t un mois avan t ut i l isat ion, les cinq dern iers n'avaient pas été p ressés depu is le 
débu t d e la spermia t ion . Pour chaque mâle un premier lot (a) était inséminé en p résence 
d e DIA, un s e c o n d (b) avec une solut ion i odée (25 mg/l) à p H 8. Les mobi l i tés éta ient 
con t rô lées ind iv iduel lement au microscope e t les spermatozo ïdes comptés à la cel lu le de 
M a l a s s e z . La proté ine de m e m b r a n e 42 k D a était t i t rée dans les l iquides séminaux . Les 
r e n d e m e n t s de fécondat ion (pourcen tage d'oeufs «oei l lés» à 250° X jours) se sont répart is 
en t re 8 2 et 89 ,5 % pour les fécondat ions prat iquées avec le DIA et entre 1,3 et 31 % avec 
la so lu t ion iodée ( tab leau I). Expr imés en pourcentage du témoin DIA, les résultats vont de 
1,6 à 3 7 %, sans corré la t ion avec la concentrat ion du spe rme en spermatozoïdes ni avec la 
concen t ra t i on du l iquide sémina l en protéine 4 2 kDa . 



Bull. Fr. Pêche Piscic. (1996) 340 : 1-14 — 7 — 

F i g u r e 3 : E v a l u a t i o n s imu l tanée d e l ' innocuité et d e l 'efficacité d ' u n e préparat ion à 
25 m g / l d ' i o d e a c t i f à di f férents p H : 5,3 (eau dist i l lée) , 6,3, 7, 8, 9 ( t a m p o n 
a u té t raborate d e s o d i u m ) e t e n d i l u e u r d ' insémina t ion t a m p o n n é a u t r i s -
g l y c i n e (D) . Innocui té : d e s l o t s d e 220 o v u l e s o n t été r e c o u v e r t s d é 30 m l 
d e m i l i e u d e fécondat ion . Le s p e r m e (0,3 m l ) était a jouté immédia tement e t 
le m é l a n g e e f fec tué p a r t r a n s v a s e m e n t . L e s résu l ta ts s o n t e x p r i m é s e n 
p o u r c e n t a g e d ' o e u f s e m b r y o n n é s ( • — • ) . Eff icacité : u n e s u s p e n s i o n d e 
v i r u s d e la NPI était m é l a n g é e a u x di f férentes s o l u t i o n s et i ncubée 1 m n 
a v a n t n e u t r a l i s a t i o n d e l ' i o d e p a r le t h i o s u l f a t e d e s o d i u m , p u i s le v i r u s 
résiduel était t itré p a r la t e c h n i q u e d e s p l a g e s s o u s a g a r o s e . L e s résultats 
s o n t e x p r i m é s s o u s f o r m e d e p o u r c e n t a g e d ' i n a c t i v a t i o n par r a p p o r t à u n 
témoin -non traité. ( O — T O ) ; 

Figure i 3 V S i m T J I t a n e o u s . ' a s s è s s m e h t " o f s a n d e f f i c a c y o f a 25 m g / l i o d i n e 
s o l u t i o n "at p H 5.3 ( d i s t i l l e d w a t e r ) , 6.3, 7, 8, 9 ( s o d i u m té t raborate b u f f e r ) 
a n d i n a c o m m e r c i a l i n s é m i n a t i o n m é d i u m b u f f e r e d a t p H 9 w i t h t r i s -
g l y c i n e ( D ) . S a f e t y : g r o u p s o f 2 2 0 o v a w e r e c o v e r e d w i t h 3 0 ml o f 
f e c u n d a t i o n s o l u t i o n . M i l t (0 .3 m l ) w a s a d d e d i m m e d i a t e l y a n d r a p i d l y 
m i x e d . T h e r e s u l t s a re e x p r e s s e d as t h e p e r c e n t a g e o f e y e d e g g s ( • — • ) . 
E f f i c a c y : a s u s p e n s i o n o f IPN v i r u s w a s d i l u t e d in t h e dif férent s o l u t i o n s 
a n d i n c u b a t e d 1 m n b e f o r e i o d i n e w a s n e u t r a l i z e d b y s o d i u m t h i o s u l p h a t e . 
R e m a i n i n g v i r u s w a s t i t r a t e d b y t h e p l a q u e t e c h n i q u e u n d e r a g a r o s e . T h e 
r e s u l t s a r e e x p r e s s e d a s t h e p e r c e n t a g e o f i n a c t i v a t i o n b y c o m p a r i s o n 
w i t h a n o n - t r e a t e d c o n t r o l ( O — O ) . 

5. E s s a i s d e pré incubat ion d e s spermatozo ïdes a v e c u n e s o l u t i o n iodée 

Para l lè lement aux essa is don t les résul tats on t é té rappor tés c i -dessus , d e s essais 
d e p ré incuba t ion cour te ou l o n g u e d e s s p e r m a t o z o ï d e s a v e c la so lu t i on iodée on t é té 
ten tés , avec l ' idée qu' i l s 'ag issai t de la m é t h o d e la p lus sûre pour inact iver le v i rus. La 
pré incubat ion cour te représenta i t une var iante des protocoles de fécondat ions décri ts c i -
dessus . 0,5 ml de s p e r m e étai t m é l a n g é rap idemen t à . 2 5 ml d u mi l ieu d e féconda t ion 
i m m é d i a t e m e n t v e r s é sur les o v u l e s é g o u t t é s . D a n s c e s c o n d i t i o n s , le r e n d e m e n t d e 
fécondat ion est nul aux pH 6,3, 7 et 8, pour at te indre 45 % à pH 9 ( tab leau II). 
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T a b l e a u I : R e n d e m e n t s d e f é c o n d a t i o n s ( e n % d ' o e u f s e m b r y o n n é s ) o b t e n u s e n 
inséminant d e s l o t s d e 240 o v u l e s par d e s s p e r m e s i n d i v i d u e l s . Les o v u l e s 
étaient r e c o u v e r t s p a r 30 m l de DIA 532 o u d e s o l u t i o n d ' i o d e à 25 m g / l e n 
e a u d e v i l l e à p H 8, a v a n t d ' a j o u t e r 0,3 m l d e s p e r m e . Les mâles 1 à 5 
a v a i e n t été pressés régulièrement c h a q u e s e m a i n e a v a n t u t i l i s a t i o n . 

T a b l e I : F e c u n d a t i o n r a t e s (% o f e m b r y o n a t e d e g g s ) o b t a i n e d f o l l o w i n g 
i n s é m i n a t i o n o f 2 4 0 o v a g r o u p s w i t h i n d i v i d u a l m i l t s . T h e o v a w e r e 
c o v e r e d w i t h 30 m l o f c o m m e r c i a l inséminat ion s o l u t i o n , or b y a 25 m g / l 
i o d i n e s o l u t i o n ( p H 8) , b e f o r e 0.3 m l o f m i l t w a s a d d e d . S i r e s 1 t o 5 h a d 
b e e n s t r i p p e d w e e k l y b e f o r e u s e . 

No RENDEMENT DE FÉCONDATION PROTÉINE 42 kDA CONCENTRATION 
EN 

SPERMATOZOÏDES 

DIA IODE IODE/ 
DIA % 

RANG % RANG Spz/ml 
X 1 0 1 0 

RANG 

1 84 6,6 7,8 8 1,4 4,5 1,4 9,5 

2 82 1,3 1,6 10 1,4 4,5 3,7 2 

3 83 24 29 3 3,3 10 4,9 1 

4 86 6,4 7,5 9 0,3 1 3,2 4,5 

5 83 15 17,9 6 2 8 1,4 9,5 

6 90 23 25,6 4 0,7 2 3,4 3 

7 82 11 13,9 7 1,9 7 2,5 6,5 

8 84 31 37 1 0,8 3 3,2 4,5 

9 86 25 29,4 2 2,1 9 2,5 6,5 

10 85 21 24,9 5 1,5 6 1,7 8 

T a b l e a u II : Résultat d e fécondat ions prat iquées e n mélangeant r a p i d e m e n t 0,5 m l d e 
s p e r m e à 25 m l d e m i l i e u de fécondat ion a v a n t d ' e n r e c o u v r i r d e s l o t s d e 
2 2 0 o v u l e s . Le r e n d e m e n t est expr imé e n % d ' o e u f s embryonnés . 

T a b l e II : R e s u l t s o f f e c u n d a t i o n s m a d e b y m i x i n g r a p i d l y 0.5 m l o f m i l t t o 25 m l o f 
t h e i n d i c a t e d f e c u n d a t i o n m é d i u m b e f o r e p o u r i n g it o n g r o u p s o f 220 
o v a . T h e r e s u l t s a r e e x p r e s s e d a s e y e d e g g s p e r c e n t a g e . 

M I L I E U DE 

F E C O N D A T I O N 

D I A 

5 3 2 

H 2 0 

d i s t i l l ée 

T A M P O N T É T R A B O R A T E 

p H 9 5 , 3 6 , 3 7 8 9 

I o d e m g / l 0 0 2 5 0 2 5 0 2 5 0 2 5 0 2 5 

P o u r c e n t a g e 

d e f é c o n d a t i o n 

9 2 8 9 0 8 2 0 8 0 0 8 9 0 7 0 4 5 
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La pré incubat ion « longue» consistai t en une incubat ion de 1 m n dans une solut ion 
sa l ine t a m p o n n é e au t é t r abo ra te a d d i t i o n n é e de 2 g/l de KCI a f in d 'év i te r l 'act ivat ion 
p rématurée des spermatozo ïdes . Ce spe rme di lué était ensui te déposé sur les lots de 200 
ovu les et l ' inséminat ion déc lenchée par l 'addit ion de 50 ml de DIA. L'emploi de 0,5 ml de 
spe rme pour 5 ml de solut ion de KCI a condui t à des rendements supér ieurs à 60 % pour 
les.trois pH (7-8-9) et les trois concent ra t ions d' iode (15-25-35 mg/l) emp loyés ( tableau III). 
Par cont re , quand la concentrat ion du spe rme était d iv isée par 5-(soit 1/50) les rendements 
chuta ient bru ta lement . Il était in téressant de déterminer en paral lè le l 'eff icacité d e l'iode 
cont re le virus en présence de spe rme. Une suspens ion virale de titre connu a été incubée 
1 m n a v e c u n e s o l u t i o n d ' i o d e à 2 5 m g / l a d d i t i o n n é e d e s p e r m e à p H 7 . P o u r u n e 
concentrat ion en spe rme de 1/250 la neutral isat ion du virus est tota le, pour devenir nulle à 
1/50 et 1/10 ( tableau IV). 

T a b l e a u III : Résu l ta ts d e f é c o n d a t i o n s pra t iquées e n i n c u b a n t le s p e r m e (0,1 o u 
0,5 m l ) d a n s 5 m l d e s o l u t i o n s t a m p o n n é e s c o n t e n a n t 2 g / l d e K C I et d e 
l ' i o d e a u x c o n c e n t r a t i o n s i n d i q u é e s p e n d a n t 1 m n a v a n t d ' e n 
r e c o u v r i r l es l o t s d e 200 o v u l e s et d ' a j o u t e r 50 m l d e DIA 532 . 

Tab le III : R e s u l t s o f inséminat ions p e r f o r m e d b y i n c u b a t i n g m i l t (0.1 o r 0.5 ml) in 
5 m l o f b u f f e r e d s o l u t i o n s c o n t a i n i n g 2 g / l K C I a n d i o d i n e a t t h e 
i n d i c a t e d c o n c e n t r a t i o n s d u r i n g 1 m n b e f o r e p o u r i n g it o n g r o u p s o f 
200 o v a a n d a d d i n g 50 m l o f c o m m e r c i a l inséminat ion b u f f e r . 

Mil ieu 
d ' incubat ion 

des Spz 
(KCI 2fl/l) 

DIA 
5 3 2 

Tampon Tétraborate 

pH 9 7 8 9 

Iode 
mg/ l 

0 0 15 25 35 0 15 25 35 0 15 25 35 

Rendement 
(sperme au 

1/10) 

7 0 7 4 75 65 61 8 0 7 2 71 62 77 7 0 7 6 70 

Rendement 
(sperme au 

1/50) 

8 0 78 3 0 0 79 0 0 0 7 9 9 5 11 0 

T a b l e a u IV : I n a c t i v a t i o n d u v i r u s d e la N.P.I. par l ' iode à 25 m g / l à p H 7 e n présence 
d e s p e r m e , après u n e i n c u b a t i o n de 1 m n . 

Tab le IV : I n a c t i v a t i o n o f I P N v i r u s b y 25 m g / l i o d i n e a t p H 7 w i t h d i f f é r e n t 
c o n c e n t r a t i o n s o f m i l t . 

Concent ra t ion 
du sperme 

0 1/250 1/50 1/10 

% d ' inact iva t ion 
du virus 

100 100 0 0 
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6. I n f l u e n c e d u t r i d e s o e u f s s u r la t r a n s m i s s i o n 

D e u x expér iences ont été réal isées success ivement , compor tan t chacune deux lots 
d e 2 0 0 0 ovu les issus de 4 femel les (1) et d e 6 femel les (2) et ut i l isant les spermes de 8 
m â l e s (1) et de 6 mâ les (2). Le v i rus de la NPI concent ré au Polyéthy lène glycol était repris 
d a n s 9 ml d e DIA add i t ionné de KCI 2 g/l. 1 m l de spe rme y était a jouté, la concentrat ion en 
s p e r m a t o z o ï d e s du spe rme étant 4 x 1 0 1 0 / m l (1) et 1,2 x 1 0 1 0 / m l (2). Le titre du virus était 
d e 1,8 x 1 0 1 0 u.f.p/ml (1) et 2,5 x 1 0 1 0 u.f.p/ml (2) ce qui donna i t un rapport par t icu les 
v i ra les in fec t ieuses /spermatozo ïdes éga l à 4 (1) et 18 (2). Après 10 mn d' incubat ion 5 ml 
d e ce t t e s u s p e n s i o n é ta ien t d é p o s é s sur l es ovu les , et l ' i nsémina t ion d é c l e n c h é e par 
add i t i on d e 75 ml de DIA. Ap rès durc issement (45 mn) , tous les oeufs étaient dés in fectés 
a u R o m e i o d à 100 mg/ l d ' iode actif pendant 10 m n . Les deux lots étaient incubés dans des 
a q u a r i u m s séparés . Les lots A éta ient triés régul ièrement et les oeufs «blancs» é l iminés 
i m m é d i a t e m e n t . A 250° X jours un tri «définitif» so igneux a condui t à l 'él imination des oeufs 
n o n d é v e l o p p é s « jaunes» et des oeufs à embryogenèse man i fes tement imparfai te « jaunes 
à pet i ts y e u x » , tandis qu 'une seconde désinfect ion par le Rome iod à 100 mg/l d ' iode était 
p ra t i quée . Les lots B éta ient la issés sans le mo indre tri j usqu 'à la fin de la résorpt ion de la 
vés i cu le v i te l l ine. Des oeufs é l iminés des lots 1A et 2A ont é té broyés indiv iduel lement pour 
r e c h e r c h e d u v i rus. Le v i rus a pu êt re mis en év idence dans 11/16 oeufs b lancs, 25 /40 
oeu fs « jaunes» et 13/40 « jaunes à pet i ts yeux». Des d iagnost ics v i ro logiques prat iqués en 
f in de résorp t ion sur des lots de 10 alevins a p p a r e m m e n t no rmaux ont permis la mise en 
é v i d e n c e d u virus dans tous les lots, et la NPI cl inique s 'est mani festée dès la pr ise de 
nour r i tu re ( tableau V) . 

T a b l e a u V : T r a n s m i s s i o n e x p é r i m e n t a l e d e l a N . P . I . p a r l ' o e u f g r â c e à u n e 
pré incubat ion d e s spermatozo ïdes 10 m n a v e c le v i r u s (1 m l d e s p e r m e 
d a n s 9 m l d e s u s p e n s i o n v i ra le e n DIA KCI 2g / l ) . 5 m l d e s p e r m e di lué 
étaient d é p o s é s s u r c h a q u e l o t d e 2000 o v u l e s a v a n t d ' a j o u t e r 75 m l d e 
D I A 5 3 2 . L e s l o t s (A ) étaient d é b a r r a s s é s a u f u r à m e s u r e d e s o e u f s 
b l a n c s , e t t r iés s o i g n e u s e m e n t à 250 degrés X j o u r s t a n d i s q u e les l o t s 
( B ) n'étaient p a s tr iés. 

T a b l e V : E x p é r i m e n t a l I P N V e g g - a s s o c i a t e d t r a n s m i s s i o n a c h i e v e d b y 
p r e i n c u b a t i n g s p e r m s 10 m n w i t h t h e v i r u s (1 m l m i l t i n 9 m l o f 
c o n c e n t r a t e d v i r u s r e s u s p e n d e d i n c o m m e r c i a l inséminat ion s o l u t i o n 
w i t h 2 g / l KCI ) . 5 m l o f d i l u t e d m i l t w a s t h e n p o u r e d o n e a c h b a t c h o f 2000 
o v a a n d 75 m l o f c o m m e r c i a l inséminat ion s o l u t i o n w e r e a d d e d . G r o u p s 
( A ) w e r e c l e a r e d o f d e a d e g g s a n d s o r t e d c a r e f u l l y at 250 d e g r e e s X d a y s 
w h i l e g r o u p s (B ) w e r e n o t s o r t e d . 

Expér ience 1 E x p é r i e n c e 2 

L o t s e x p é r i m e n t a u x 1 A 1 B 2 A 2 B 

u f p / s p z 4 4 1 8 1 8 

T r i d e s o e u f s a u f u r e t à m e s u r e + - + -
O e u f s b l a n c s d e 0 à 2 5 j 2 9 8 0 

J a u n e s n o n d é v e l o p p é s 6 7 2 0 3 

J a u n e s « à p e t i t s y e u x » 5 0 3 5 

2 è m e d é s i n f e c t i o n R o m e i o d + - + -

I s o l e m e n t d u v i r u s + + + + 
N . P . I . c l i n i q u e + + + + 
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D I S C U S S I O N ET C O N C L U S I O N 

La « fécondat ion à l ' iode» a susc i té de g rands espo i rs et p rovoqué auss i main tes 
dés i l lus ions . Il étai t donc impor tan t d e p rocéder à une éva lua t i on auss i r i gou reuse que 
poss ib le tant de son innocui té que de son eff icacité, dans la mesu re o ù les informat ions 
issues des t ravaux et. des observa t ions en sa lmonicu l tu re appara issa ien t contradicto i res. 
De cet te évaluat ion ont é té d 'emb lée é l iminés les protocoles appa ren tés à la fécondat ion 
«c lass ique», c 'est-à-dire a u cours desque ls le spe rme est d é p o s é sur les ovu les égout tés 
avant de recouvr i r ceux-c i de la so lu t ion iodée : en effet des spe rma tozo ïdes peuven t être 
act ivés par des t races de l iquide coe lom ique et pénétrer dans l 'ovule avan t dés in fect ion. Le 
choix d u protocole di f fusé aup rès des é leveurs par le fourn isseur de l ' iodophore c o m m e 
point de départ était log ique. L' inf luence du pH sur l 'action de l ' iode est b ien connu , e t aussi 
son aff inité pour di f férentes mo lécu les o rgan iques , (entre aut res , les proté ines) q u j condui t 
à son inact iva t ion ( A M E N D et P I E T S C H , 1972 ; E L L I O T T et A M E N D , 1978 ; A H N E et 
H E L D , 1980). C o m m e les au teurs préc i tés, nous ne nous s o m m e s pas p réoccupés des 
a s p e c t s p u r e m e n t c h i m i q u e s d e c e s va r i a t i ons d 'ac t i v i té p o u r n o u s c o n c e n t r e r sur le 
résultat b io logique. En part icul ier, nous avons véri f ié que l 'activité, v i ruc ide de l ' iode était 
abol ie par deux des composan ts du DIA : le tr is et le g lycocol le ( résul tats non détai l lés ici). 
L ' emp lo i d u . t é t r a b o r a t e p e r m e t t a i t d ' e x p l o r e r une g a m m e d e p H s u f f i s a n t e t o u t e n 
respectant cette act iv i té. Les fécondat ions réal isées su ivant le pro toco le «Rome iod» à des 
pH égaux ou infér ieurs à 8 (cas de nombreuses sa lmonicu l tu res , en part icul ier dans les 
régions de massi fs cr istal l ins) ont donné des rendements d e féconda t ion infér ieurs à 10 %, 
m ê m e avec une dose de 15 mg/ l d ' iode, ce qui exp l ique de nombreux échecs rencontrés 
sur le ter ra in . Le t e m p s d e con tac t (1 mn) chois i pour mesu re r l 'act ivi té v i ruc ide est de 
l 'ordre de grandeur de la durée de mobi l i té du spermatozo ïde , donc d u t emps de contact 
m a x i m u m possib le avant sa pénét ra t ion dans le micropy le . L'eff icacité de l' iode contre le 
v i r us d e la NPI a su i v i f i d è l e m e n t s o n ac t i v i t é s p e r m i c i d e . L e s r é s u l t a t s o b t e n u s ici 
recoupent ceux ob tenus auparavan t avec des souches v i ra les d i f férentes et des condi t ions 
el les auss i di f férentes par A M E N D et P I E T S C H (1972) et E L L I O T et A M E N D (1978) qui 
conc lua ient que entre 16 et 32 mg/ l d ' iode éta ient suff isants pour inact iver le virus e n 5 mn 
à pH 6,9 et par D E S A U T E L S et M A C K E L V I E (1975) qui ava ient beso in de 35 mg/l e n 5 mn 
à un pH non préc isé. Par cont re , pour A H N E et H E L D (1980) , il avait fal lu 50 mg/ l d' iode 
pour inact iver to ta lement le v i rus en 20 m n à pH 7,8. Il appara î t c la i rement d 'après les 
résu l ta ts (F ig . 3) qu ' i l es t imposs ib l e de conc i l ie r e f f i cac i té con t r e le v i rus (pH < 7) et 
i n n o c u i t é v i s - à - v i s d e s s p e r m a t o z o ï d e s ( p H > 8) . Il es t t e n t a n t d e c o n c l u r e q u e les 
e x e m p l e s de réuss i te de la f éconda t i on en p r é s e n c e d ' iode en reg is t rés d a n s d e s eaux 
calca i res, à pH é levé, ou en p résence de l iquide coe lomique ( C A S T R I C , 1984), résultaient 
à la fois de l ' inactivation de l ' iode, et de la faible f réquence de t ransmiss ion nature l le de la 
NPI déjà observée ( D O R S O N , 1989) . B ien que les protocoles emp loyés a ient été tou t à fait 
di f férents, on peut rapprocher ces résul tats de ceux de A H N E , KELLY et S C H L O T F E L D T 
(1989), qui ont infecté des oeufs 30 mn après fécondat ion , et les ont dés in fectés 30 mn 
p lus ta rd s a n s t r ouve r un c o m p r o m i s sa t i s fa i san t e n t r e i nnocu i t é e t e f f i cac i té . Il était 
intéressant de dé terminer si la «qual i té» du spe rme uti l isé pouva i t in f luencer le rendement 
de fécondat ion, en prat iquant 10 fécondat ions avec les s p e r m e s de mâ les ind iv iduels dont 
c inq avaient été régul ièrement v idés de leur spe rme d ispon ib le tandis que les c inq autres 
n'avaient pas été pressés. La concent ra t ion d 'une proté ine de m e m b r a n e d e PM 4 2 kDa 
dans le l iquide sém ina l est c o n s i d é r é e c o m m e révé la t r ice d u v ie i l l i ssement d u s p e r m e 
(MAISSE, P I N S O N et LOIR, 1988 ; M A I S S E , 1990). Le nombre de spermatozo ïdes par ml 
pouva i t auss i ê t re dé te rm inan t . En fai t , si une g a m m e é ta lée de r e n d e m e n t s a p u être 
observée suivant les spe rmes emp loyés (de 1,6 à 37 % ) , ces pe r fo rmances n'ont pas pu 
être rel iées à la concent ra t ion en proté ine 42 k D a ni à la concent ra t ion en spermatozo ïdes . 
Une pré incubat ion des spe rma tozo ïdes dans la solut ion iodée avant inséminat ion pouvait 
apparaî t re c o m m e le p rocédé le p lus sûr du point de vue d e l 'eff icacité. En fait, ce procédé 
est appa ru c o m m e e x t r ê m e m e n t dé favorab le : dans des cond i t i ons o ù l ' iode g a r d e son 
activi té (pH inférieur à 8, spe rme di lué) le taux de fécondat ion est nu l . Il a été vér i f ié que. 
lorsqu 'une forte concent ra t ion en spe rme permetta i t un taux de fécondat ion acceptable, le 
virus n'était pas inact ivé. O n re t rouve ici le rôle joué v is-à-v is d e l ' iode par les protéines. 
L'efficacité de la t ransmiss ion d u v i rus par le spe rme infecté in vitro (dé jà réal isée e n 1985 
par D O R S O N et T O R C H Y mais pas en 1988 par S M A I L et M U N R O ) a été conf i rmée ici, 
avec des concent ra t ions en v i rus comparab les à cel les qui ont pu être observées sur des 
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m â l e s in fec tés . L 'él iminat ion so igneuse des oeufs mor ts en cours d ' incubat ion ainsi que 
ce l le d e s embryons incomple ts n'a pas été suf f isante pour couper la t ransmiss ion. On ne 
peu t pas exc lure q u e le v i rus infecte l 'embryon c o m m e ce la était postu lé, mais il est certain 
q u ' u n o e u f p e u t r e s t e r i n f e c t i e u x a p r è s u n e d é s i n f e c t i o n e x t e r n e et m a l g r é un 
d é v e l o p p e m e n t normal de l 'embryon. Il reste peu plausib le qu 'un embryon infecté puisse 
s u r v i v r e , e t il est p r o b a b l e q u e le v i rus res te adso rbé aux restes d e la m e m b r a n e du 
s p e r m a t o z o ï d e , d o n c a u n i v e a u de l 'espace pér iv i te l l i n . Ce t te h y p o t h è s e r e d o n n e d e 
l ' in térê t a u x p ra t iques d e d u r c i s s e m e n t de l 'oeuf en p r é s e n c e d ' iode , dé jà tes tées par 
A M E N D (1974 ) d u seu l po in t d e vue de l ' innocui té , et qu i mér i te ra ient une é tude p lus 
c o m p l è t e . L a ra re té d e la t r a n s m i s s i o n i n te rne rend a s s e z fac i l e d 'év i te r ce l le -c i en 
i n c u b a n t e t e n é l e v a n t s é p a r é m e n t les f r a t r i es i s s u e s d e g é n i t e u r s i n fec tés ( W O L F , 
Q U I M B Y , C A R L S O N et B U L L O C K , 1968 ; D O R S O N , résul tats non publ iés) . On peut aussi 
p ra t i que r un d iagnost ic v i ro log ique sur des spe rmes ind iv iduels qui seront conge lés en 
a t t endan t le résultat. Il faut préciser que c'est aujourd 'hui la seu le possibi l i té en médec ine 
h u m a i n e pour lutter cont re la t ransmiss ion du virus du SIDA en inséminat ion artif iciel le 
( S H E R M A N , 1 9 9 0 , c i t é p a r S H E R M A N , H O S T E T L E R , M c H E N R Y et DALY, 1 9 9 1 ) . 
C e p e n d a n t , des techn iques de tes tage rapide du spe rme quant à la présence du virus de 
la NP I pourra ient écour ter le t e m p s de réponse su f f i samment pour évi ter la congéla t ion 
( R O D R I G U E Z S A I N T - J E A N , P E R E Z - P R I E T O et V ILAS M I N O N D O , 1992). Par contre, les 
d a n g e r s et l ' inuti l i té d e la f éconda t i on en p r é s e n c e d ' iode, quel le q u e soi t la techn ique 
e m p l o y é e , rassortent b ien de cet te étude. M ê m e en acceptant des taux de fécondat ion de 
l 'ordre de 10 %, just i f iés pour conserver des génotypes in téressants, un r isque subsis te, 
m a i s q u ' o n peut é l im iner par une quaran ta ine sér ieuse . Cec i , b ien sûr, n 'enlève rien à 
l ' intérêt d e la dés in fect ion des oeufs par l'iode en fin de durc issement , et au stade oei l lé. 

R E M E R C I E M E N T S 

C e travai l n'a pu être m e n é à bien que grâce à un f inancement par le Syndicat des 
Sé lec t i onneu rs Av ico les et Aquaco les Français, et les commenta i res de P. RAULT sur le 
m a n u s c r i t on t é té a p p r é c i é s . U n e g rande par t ie a é té réa l i sée d a n s les ins ta l la t ions 
p isc ico les expér imenta les d e Jouy-en-Josas tandis que les gamètes éta ient pré levés à la 
p i sc i cu l tu re INRA de G o u r n a y / A r o n d e avec la cont r ibut ion des personne ls de ces deux 
un i tés e x p é r i m e n t a l e s . Les au teu rs remerc ient N ico le D E S C H A M P S pour la f rappe du 
manusc r i t . 
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