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Traduction OFEV

Point de départ

Les premiéres observations de mortalités aigues du poisson dans le Doubs ont été
signalées en mai 2010 déja. Les poissons mourants étaient recouverts par des
champignons. Aucune cause a l'origine de cette mycose ainsi que de la forte
mortalité des poissons n'a pu étre identifiée. La situation s'est progressivement
améliorée pendant le courant de I'automne 2010. Dés le mois de novembre 2010,
une mortalité massive du poisson s'est a nouveau manifestée. L'office fédéral de
I'environnement (OFEV), d'entente avec les services cantonaux de la péche des
cantons du Jura et de Neuchatel, a décidé de lancer une campagne
d'échantillonnage systématique couvrant plusieurs secteurs du Doubs. Le centre de
compétence des maladies du poisson de l'université de Berne (FIWI) a été mandaté
pour pratiquer les analyses. Sur chaque site échantillonné, des poissons malades
(atteints) et non malades (sains) ont été prélevés pour analyse.
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Matériel et procédure

En date du 20.01.2011, 5 truites saines et 5 truites atteintes, toutes capturées a
I'électricité sur un secteur en amont de Tariche (a proximité de St. Ursanne), ont
été livrées vivantes au FIWI.

En date du 24.01.2011, 8 poissons apparemment sains et 6 poissons atteints en
provenance de Goumois (frontiére entre le canton du JU et la France a environ 3
km a l'ouest de Saignelégier) ont été livrés vivants au FIWI.

En date du 25.01.2011, 5 truites apparemment saines et provenant du Canal de
Fuite de I’Usine de Chatelot (canton NE) ont été livrées vivantes au FIWI. Aucun
poisson atteint originaire de ce secteur n'a été livré au FIWI.

Tous les poissons ont été individuellement mis a mort et analysés. La taille de
chaque poisson a été mesurée.

Pour diagnostiquer les parasites externes, des prélévements de peau et de
branchie ont été réalisés et observés au microscope.

Les poissons ont étés ouverts afin d'identifier d'éventuelles modifications des
organes internes.

Des échantillons de rein, de rate, de foie ainsi que de peau (prélevée aux endroits
atteints) ont fait I'objet d'analyses bactériologiques (étalement sur une plaque
d’agar de sang). Les plaques ont été incubées pendant 72 heures a 22°C et
contrélées journellement afin de déceler une croissance bactérienne. En cas de
croissance constatée, les bactéries ont été identifiées par le systéme d’identification
bactérienne API et, dans chaque cas, une coloration de Gram a été effectuée.

Par ailleurs, l'intestin des poissons a été ouvert et un préléevement du contenu
intestinal a été observé au microscope afin de rechercher des parasites. Des
modifications des organes internes ont également été recherchées a l'aide du
microscope.

Des échantillons de peau (avec et sans atteinte), de branchie, de foie, de rate, de
rein et d'intestin ont été stocké dans la formaline (10 %). Le jour suivant, ces
échantillons ont été utilisés pour une investigation histologique.
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Pour la virologie, des échantillons de rate, de coeur, de caecum pylorique et de rein
ont été prélevés et regroupés (1. contrble sains et 2. poissons atteints); ces
échantillons ont été immergés pendant une nuit dans une solution d'antibiotiques et
placés en cultures cellulaires. Ces derniéres ont été contrdlées journellement
(croissance de virus). Aprés 7 jours, les cellules ont été sub-cultivées et a nouveau
contrdlées journellement pendant 7 jours.

Compte tenu des résultats histologiques des poissons du site de Goumois, des
tissus tégumentaires et musculaires atteints par les hyphes du champignon ont été
montés sur bloc de paraffine et envoyés au CEFAS a Weymouth (GB) pour
identification de I'agent pathogéne. Un deuxiéme échantillon des mémes blocs de
paraffine a été envoyé a Klagenfurt (Autriche: "Landesanstalt fiir
veterindrmedizinische Untersuchungen") pour un "second opinion".

Résultats

20.01.2011, Tariche: les 5 poissons de contréle ne présentaient aucune
particularité macroscopique. Quelques parasites (Gyrodactylus sp., Costia sp. et
sessiles) ont été observés sur la peau et les branchies mais dans une proportion
considérée comme normale pour des poissons sauvages. Aucune affection
bactérienne, virale ou histologique n'a été constatée.

Chez 4 des 5 poissons atteints, de fortes érosions et ulcérations cutanées ont été
constatées sur différentes parties du corps, mais essentiellement dans la région
céphalique. Ces altérations cutanées étaient causées par des mycoses d'ampleur
variable. Les investigations histologiques ont montré que les hyphes du
champignon demeuraient localisés en superficie, c'est-a-dire que I|'épiderme du
poisson était remplacé par du matériel cellulaire mort et par les hyphes du
champignon. Les zones cutanées plus profondes ainsi que la musculature n'étaient
pas atteintes et les hyphes du champignon y étaient absents.

En plus de parasites (sur la peau et les branchies), dont la présence a également
été observée chez les poissons contréles, des parasites internes comme
Raphidascaris acus (larve de nématode) ont été constatés dans l'intestin ainsi que
des myxosporidies dans la vésicule biliaire. Dans 2 individus, les larves de
nématodes avaient effectué une migration a travers la paroi intestinale jusqu'aux
tissus graisseux péri-viscéraux et avaient induits une modification de l'intestin, une
inflammation granulomateuse ainsi que des nécroses. Ces phénoménes sont
connus et s'observent de maniére occasionnelle chez la truite. La cause ayant
induit la migration des larves de nématode a travers la paroi intestinale demeure
non résolue; probablement peut-elle s'expliquer partiellement par un affaiblissement
du poisson.
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Aucune bactérie et aucun virus n'a pu étre isolé a partir des 5 poissons investigués.

24.01.2011, Goumois: la encore tous les poissons contrdles ne présentaient
aucune particularité macroscopique. Les analyses parasitologiques ont mis en
évidence la présence de quelques Gyrodactylus sp et Dermocystidium sp. sur la
peau et les branchies. La présence de Cystidicola farionis et de Pomphorhynchus
sp. dans la vessie gazeuse a été observée ainsi que d'acantocéphales dans
I'intestin. Le taux d'infestation constaté peut toutefois étre considéré comme normal
pour des individus sauvages. Chez un individu, une flore bactérienne mixte a été
constatée mais probablement sans aucun impact sur I'état de santé du poisson.
Pour le reste aucune pathologie d'origine bactérienne, virale ou aucune altération
histologique n'a pu étre identifiée.

Chez les poissons atteints provenant de Goumois, les mycoses étaient
particulierement développées. 3 des 6 poissons analysés montraient des taux de
couverture élevé du champignon, atteignant de grandes parties du corps. Un
poisson présentait une ulcération de la nageoire ventrale. Du point de vue
histologique, les hyphes du champignon s'étendaient plus en profondeur que dans
le cas des poissons de Tariche. En général, des nécroses et des réactions
inflammatoires étaient visibles dans la peau et jusque dans la musculature sous-
jacente. Chez un poisson, les hyphes s'accompagnaient de nécroses et
d'inflammations granulomateuses jusque dans le péritoine et le foie.

L'analyse parasitologique était similaire a celle des poissons contrbles, ce qui
semble démontrer que, en l'occurrence, les parasites n'avaient aucune
conséquence clinique. Chez un individu (qui par ailleurs ne montrait aucune
infestation importante du champignon), des traces de migration des larves de
nématodes Raphidascaris acus a travers la paroi intestinale ont été constatées,
accompagnées de fortes réactions inflammatoires et de nécroses.

Les analyses bactériologiques et virologiques n'ont donné aucun résultat a
I'exception d'un individu pour lequel une infection par Aeromonas sobria a été
diagnostiquée; il s'agit probablement d'une découverte annexe, Aeromonas sobria
étant considérée comme ubiquiste, frequemment observée dans I'eau.

25.01.2011, Canal de Fuite de I’Usine de Chatelot: tous les poissons de ce site
ne présentaient aucune particularité macroscopique. L'analyse parasitologique a
montré la présence de quelques Gyrodactylus sp., Dermocystidium sp., Trichodina
sp. et de sessiles sur la peau et les branchies. Cystidicola farionis a également été
observée dans la vessie gazeuse et quelques vers a téte épineuse
(Metechinorhynchus sp.) dans l'intestin. Ce taux d'infestation doit également étre
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considéré comme normal pour des truites sauvages. Aucune affection d'ordre
bactérien, viral ou histologique n'a été constatée.

Les analyses PCR avec séquencage effectuées au CEFAS (Angleterre) ont identifié
une séquence de lI'oomycéte Saprolegnia parasitica. Les investigations effectuées a
Klagenfurt (second opinion) ont également identifié une séquence de Saprolegnia
parasitica ou Saprolegnia salmonis.

Résumeé

Aucune anomalie ou affection particuliére n'a été constatée chez les poissons
prélevés et considérés comme sains.

Chez les poissons atteints, la mycose était de loin la pathologie la plus
spectaculaire. Alors que les poissons de Tariche n'étaient touchés qu'en surface,
les truites de Goumois étaient infectées en profondeur par les hyphes, dans un cas
ces derniers se prolongeant jusque dans la musculature ventrale avec des
adhérences dans le foie. L'agent pathogéne a l'origine de cette infection a été
identifié¢ par deux laboratoires indépendants comme I'oomycéte Saprolegnia
parasitica ou Saprolegnia salmonis.

L'oomycete Saprolegnia parasitica et ses espéces apparentées de la classe des
Saprolegniomycetidae touchent plusieurs espéces de poissons, d'amphibiens et de
crustacés et ce aussi bien en aquaculture que dans le milieu naturel (Philipps et al.,
2008). Saprolegnia parasitica a des conséquences économiques importantes, en
particulier pour le poisson chat, le saumon et la truite arc-en-ciel. Cette maladie
colte annuellement des millions de dollars aux aquacultures, spécialement aux
USA, en Ecosse, en Scandinavie, au Chili, au Japon et au Canada (Hussein &
Hatai, 2002). Les espéces de Saprolegnia sont également a I'origine de chutes de
populations de poissons et d'amphibiens dans le milieu naturel (Aller-Gancedo &
Fernandez-Diez, 1986, vanWest, 2006). Les espéces de Saprolegnia entrainent en
général des infections tégumentaires superficielles dont la pathogenése reste
toutefois complexe et dont leur réle exact dans le développement de la maladie est
souvent peu clair. Saprolegnia a longtemps été considéré comme un agent
secondaire apparaissant en général aprés un dommage traumatique du tégument,
en cas de surpopulation, de mauvaise qualité des eaux ainsi que de maladie
parasitaire, bactérienne ou virale. On suppose que la défense immunitaire du
poisson est essentiellement assurée par les couches superficielles des muqueuses
de la peau, par l'intégrité de I'épiderme et par la réponse cellulaire sous forme
d'activité phagocytique non spécifique des cellules immunes (Hodkinson & Hunter,
1970; Sohnle & Chusid, 1983; Wood et al., 1986; Pickering, 1994). Une
Saprologniase primaire a été décrite pour la premiére fois par Hoshima & Ookubo
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(1956) et Hoshima et al. (1960) dans un élevage d'anguille. Aujourd'hui, il est
reconnu que Saprolegnia peut générer des pertes considérables de poissons en
aquaculture. Cela concerne principalement les géniteurs femelles (Pickering &
Willoughby, 1982; Noga, 1993, Bruno & Wood, 1999), fait confirmé suite au
déclanchement clinique de la maladie aprés adjonction d'hormones sexuelles
(Roth, 1972; Robertson et al., 1963).

Dans le cas du Doubs, la maladie est apparue essentiellement pendant la période
de fraie (ou juste apres). Il reste a démontrer si, dans le cas du milieu naturel en
question, des modifications de la défense immunitaire du poisson sont intervenues
ou si la virulence de l'oomycéete a augmenté. Dans ce contexte et afin de mieux
cerner les mesures a prendre, les investigations du pathogéne (en I'occurrence
Saprolegnia parasitica) doivent étre menées en relation directe avec les
modifications intervenues dans I'environnement du poisson.
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Figures

Truite du Doubs du site de Tariche avec mycose importante sur la zone céphalique
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Ulcération de I'épiderme, remplissage par
du matériel cellulaire mort ou par les
hyphes du champignon

Wi

Nécrose dans la
musculature et forte
réaction inflammatoire

Hyphes du champignon
jusque dans le péritoine

Coupe histologique d'une truite atteinte en provenance du site de Goumois. Les
couches superficielles de la peau sont remplacées par du matériel cellulaire mort,
des hyphes du champignon et de quelques cellules inflammatoires. La musculature
sous-jacente est nécrosée, les hyphes du champignon croissent a travers toutes les
couches de la peau et de la musculature jusque dans le péritoine.
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Hyphes du
champignon

Cellules du

foie

Péritoine avec
saignements, cellules
inflammatoires et hyphes

du champignon

Vue rapprochée des hyphes du champignon dans le péritoine et le foie
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