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1. Introduction

Depuis 2008, la filiere ostréicole francaise doit faire face a des surmortalités exceptionnelles
des naissains d’huitres creuses, Crassostrea gigas, (huitres de moins d’un an) comprises entre
60 et 90% dans tous les sites d’élevage. Des cas de mortalité similaires ont été décrits en
Irlande, dans les Tles anglo-normandes, au Portugal en 2009 et au Royaume-Uni en 2010.
Récemment deux épisodes de mortalité, associés a la présence d’un virus OsHV1 pvar (ou un
variant tres proche) ont été également décrits en Nouvelle Zélande (décembre 2010) et en
Australie (janvier 2011) soulignant la vulnerabilité de la filiére ostréicole dans le monde.
L’objectif de ce document est de faire un point sur les recherches menées depuis I’apparition
de ce phénomene et de présenter les acquis scientifiques et techniques obtenus suite aux
études menées en 2010 par différents acteurs de la filiere (Laboratoires Ifremer et Centres
techniques régionaux) dans le cadre du projet « surmortalité des huitres creuses, Crassostrea
gigas ». Ces résultats ont été présentés au cours de deux journées en décembre 2010 a
I’Ifremer de Nantes, aux quelles participaient la DPMA, la DGAI, I’ANSES, le CNC,
certaines CRCs et I’ensemble des scientifiques impliqués.

2. Description du phénomene de surmortalité des naissains
d’huitres creuses en 2010 : les particularités par rapport
aux années précedentes

Depuis 2008, les caractéristiques des épisodes de mortalité observés en France ont évolué :

e En 2008, la surmortalité a été observée dans la quasi totalité des sites d’élevage (a
I’exception de la Corse, de la mer Méditerranée et de certaines zones en Bretagne
Nord). Trois pics temporels de mortalité ont été décrits: fin mai-début juin, fin juin-
début juillet et fin juillet-début aolt (Réseau de Pathologie des Mollusques et étude
épidémiologique, Miossec et al., 2009).

e En 2009, les mortalités ont commencé plus précocement, fin avril et ont connu une
progression du sud de la France vers le Nord (Observatoire Conchylicole, Réseau de
Pathologie des Mollusques, Repamo) associée a la montée des températures jusqu’au
seuil de 16°C et identifiant ainsi un nouveau seuil thermique. L’impact fort des
conditions climatiques observées en 2008 et les années précédentes (hiver doux et
printemps pluvieux) ne semblent plus pouvoir expliquer de maniére satisfaisante les
mortalités observées pour la deuxieme année consécutive.

e En 2010, comme en 2009, tous les bassins de production de la Céte Méditerranéenne
(sauf en eau profonde) a la Manche, présentant des écosystemes tres différents, ont
été touchés par des surmortalités comprises entre 40 et 90% (Bédier et al., 2010 ;
Francois et al. 2010). Ces mortalités ont affecté de la méme maniére les naissains de
captage naturel (diploide, 2n) et d’ecloseries (diploide, 2n et triploide, 3n). Ces
épisodes ont commencé mi-avril en Corse et dans I’étang de Thau, ont touché
simultanément vers la mi-juin la majorité des bassins de production de la céte
Atlantique et ceux de Bretagne Nord, puis fin juin la Normandie. Comme en 20009, le
secteur en eau profonde de la Baie de Quiberon et les sites de la Baie de Morlaix ont
été les derniers touchés fin juillet et mi aoQt respectivement avec des pourcentages de
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mortalités dans ces secteurs qui n’ont pas exceédé 40%. Quelques mortalités
résiduelles ont été décrites jusqu’a fin septembre mais elles sont restées ponctuelles et
limitées en terme d’intensité. Les mortalités, brutales, ont été associées en 2010
comme en 2009 a la montée rapide des températures jusqu’a 16° C : ce seuil faisant
suite a une progression trés rapide des températures dans les 4 a 5 jours qui
précédaient (Pernet et al, 2010). Cependant, des premieres mortalités ont été
observées a Bouin (Vendée) fin avril avec une température de I’eau de 12°C (P. Glize
et al., 2010). Ces mortalités n’ont pas dépasse 30%.

Une des particularités de 2010 est I’observation, pour la premiere fois d’une période
d’interruption des mortalités lorsque la température de I’eau dépassait 24°C pendant
plusieurs semaines dans I’étang de Thau (Pernet et al., 2010) et en nurserie a Marennes
Oléron (Bouquet et al., 2010). L impact des températures hautes sur les surmortalités reste a
préciser : impact sur la physiologie du naissain et/ou sur la virulence des agents infectieux.

Conclusions

Les mortalités d’huitres creuses en 2010, comme les annees précédentes, touchent
essentiellement les huitres de moins d’un an, quelle que soit leur ploidie (2n et 3n), lorsque la
température de I’eau est comprise entre 16-17° et 24°C. Ces mortalités touchent toutes les
zones d’élevage avec un taux moyen d’environ 70%. Au dela de 24°C, les mortalités semblent
cesser mais ce point reste a confirmer. La période a risque des mortalités a donc évolué
depuis 2008 et semble s’allonger dans le temps avec un démarrage des mortalités plus
précocement dans I’année mi-avril et un arrét fin septembre. Elle est toutefois différente en
fonction des sites d’élevage.

3. Causes et facteurs déclenchant et/ou aggravant les
mortalités

3.1. Présence d’agents infectieux

Différentes analyses pathologiques pour la recherche d’agents infectieux associés aux
surmortalités ont été réalisées en 2010, i) dans le cadre du Réseau de Pathologie des
Mollusques (Francois et al., 2010), de I’Observatoire Conchylicole (Bédier et al., 2010),
d’études régionales (Pernet et al., 2010 ; Mazurié et al., 2010, Gaussem et al., 2010,
Soletchnik et al., 2010, Le Moine et al., 2010, Renault et al., 2010, Petton et al., 2010,
Benabdelmouna et al., 2010) et ii) dans le cadre des centres techniques régionaux : suivis
sentinelles régionaux et inter-régionaux (Glize et al., 2010, Bouquet et al., 2010, Blin et al.
2010). D’autres agents infectieux, notamment différentes bactéries du genre Vibrio, ont été
également recherchés par Glize (2010). Quelle que soit la source des résultats, ils font tous
apparaitre la présence d’herpés virus OsHV1 pvar, Vibrio splendidus, V. aestuarianus et
guelques rares cas d’autres espéces de Vibrio. Aucun nouvel agent infectieux n’a éte
détecté. Dans tous les cas, le génotype de référence OsHV1 (1995) n’a pas été retrouvé
(Pépin, com. Pers.).
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Le bilan des analyses présentées repose sur les résultats du Réseau de Pathologie des
Mollusques (analyses pathologiques sur des lots de professionnels lors de déclarations de
mortalités et sur les lots de I’Observatoire Conchylicole). Les analyses ont revélé la présence
du virus herpés OsHV1 pvar dans 95 % des lots analysés (67/70 lots) et dans 27% des lots de
juveniles et/ou d’adultes (3/11 lots analysés) et ce indépendamment du site de production et
de la ploidie des lots (2n et 3n). Ce virus est fortement associé a la présence de Vibrio
splendidus et plus rarement a celle de V. aestuarianus. Comme en 2009, le génotype OsHV1
pvar représente la majorité du génotype d’OsHv1 diagnostiqué : 69 des 70 cas positifs (100%
des 57 lots positifs en 2009). Depuis 2010 la technique d’identification du virus OsHV-1
pvar est réalisée par une technique nouvelle de PCR spécifique qui nécessite une quantité
minimum d’ADN génomique du virus dans I’échantillon pour obtenir une bonne sensibilité et
spécificité’ (Commission Regulation (EU) n° 175/2010). Au préalable, cette identification
était effectuée par un sequencage direct des produits amplifiés par PCR. Cette technique était
plus longue.

La nouvelle technique a été mise au point a partir de zones polymorphes du variant par
rapport au virus de reférence. Il a éte en effet possible dés fin 2008 d’identifier ce génotype
appelé OsHV-1 pVar du fait de la délétion de 12 paires de bases qu’il présente dans une zone
de ’ADN (microsatellite de I’ORF4) (Segarra et al., 2010). Le polymorphisme de ce
génotype pVar se confirme en 2010 et se caractérise egalement par une délétion
d’environ 600 paires de bases correspondant a la perte totale de deux genes et a la perte
d’une partie d’un troisieme géne (Pépin com. Pers.).

Ces résultats confirment I’émergence de ce nouveau variant depuis 2008 par rapport au
génotype de réference décrit a partir d’échantillons collectés en 1995 (Le Deuff &
Renault, 1999 ; Davison et al., 2005) et la « substitution » totale de ce dernier observée en
2009 est confirmee en 2010..

Ces observations soutiennent les hypotheses de dynamique des mortalités proposées lors de
I’étude épidémiologique réalisée en 2008 (Miossec et al., 2009) et I’analyse de données de
I’Observatoire Conchylicole en 2009 (G. Allain et al. 2010) :
e 2008 : année d’apparition et/ou premiere déetection du pvariant avec contagion intra
bassin (Thau et Charente) puis contagion inter-bassins (Allain et al., 2010),
e 2009 : expression simple de la maladie présente partout en France probablement liée
aux transferts des lots d’huitres infectés en 2008,
e 2010 : confirmation et installation de la pathologie.

Les analyses 2010 mettent de plus en évidence une progression significative du taux
d’infection par V. splendidus qui soutient I’hypothése d’une piste infectieuse multiple :
92% du naissain infecté par V. splendidus en 2010 (72/78 lots) contre 50% en 2009 (25/50
lots analysés). Concernant V. aestuarianus, 14% des lots analysés ont été trouvés positifs
(11/78 lots).

Ces données confirment une évolution du taux de prévalence par les agents infectieux décrits
avant et apres 2008. En effet, lors du programme MOREST, les taux moyens, entre 2001 et
2006, étaient de 40% pour le virus OsHV1 (de référence), 75% pour V. aestuarianus et 25%
pour V. splendidus.

! La méthode de détection moléculaire du virus OsHV1 par qPCR ne permet pas d’assurer qu’un lot est indemne
de virus, seulement qu’il contient moins de 100 a 1000 copies d’ADN viral par mg de tissu d’huitre (seuil de
détection).
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3.2. Confirmation du rdole prépondérant des agents infectieux dans
ces surmortalités

Avant les surmortalités de 2008, les études épidémiologiques basées sur les analyses
collectées entre 1997 et 2006 (Renault et Arzul, 2001, Thébault et al, 2003, Garcia et al,
2007) ont établi que le lien de causalité entre la présence du virus herpes et les mortalités était
peu élevé (Renault T., HDR, 2007). Ces résultats supportaient I’hypothese du caractere
opportuniste du virus OsHV1 (de référence) exacerbé par le stress de la maturation associée a
la température de 19°C dans les mortalités avant 2008.

3.2.1. Virus herpés OsHV1 pvar

Diagnostic et quantification de la charge virale

De nouvelles données épidémiologiques ont été obtenus en 2009 et 2010 grace notamment au
développement de la méthode de détection du virus OsHV-1 par PCR quantitative
(amplification génique enzymatique) qui permet d’associer a la détection d’ADN viral une
charge virale indicative du développement de I’infection et de I’expression du virus. Elles ont
permis de démontrer qu’il existe une corrélation positive et significative entre le niveau de
mortalité observé pour un lot et la charge virale associée (Sauvage et al., 2009, Dégremont
et al., 2010, Bouquet et al., 2010, Gaussem et al., 2010, Pernet et al., 2010, Mazurié et al.,
2010, Blin et al., 2010).

Transmission, propagation

La reproduction expérimentale de I’infection par le virus OsHV1 pvar, mise en place depuis
2008 puis standardisee et validée en 2010 (Schikorski et al., 2010) permet de reproduire les
mortalités selon deux voies d’infection, par injection musculaire et par cohabitation. Cette
derniere reproduit le mode d’infection du milieu naturel, entre des lots indemnes et des lots
infectés par le virus. Le suivi de la charge virale au cours de ces essais montre des niveaux
de réplication trés forts du virus et une prolifération rapide passant de I’absence de
détection & la détection d’ADN viral & plus de 1.10° copies d’ADN viral par mg de tissus
dés J+3 post inoculation associée a des mortalités importantes de 90%.

Les infections par cohabitation prouvent la transmission horizontale du virus des huitres
contaminées aux huitres saines (sensibles) et révelent que les particules virales sont libérées
dans I’eau par les animaux moribonds en phase infectieuse. Le virus est détecté dans
I’hémolymphe (systéme circulatoire des huitres) 6 heures apres la mise en contact avant de se
propager a d’autres organes (branchies, manteaux, muscle adducteur). Ces résultats
démontrent la rapidité de la contamination et la vitesse de multiplication du virus dans
les tissus d’huitres, lorsqu’elles sont mises en contact avec des huitres infectieuses. Ces
résultats reproduisent probablement ce qui se passe dans le milieu naturel entre des lots
infectés et des lots « indemnes ». D’ailleurs des quantités importantes de plus de >10" copies
d’ADN viral sont retrouvés dans I’eau a proximité des huitres en élevage sur estran (Gaussem
et al., 2010). La nature du virus dans I’eau, libre ou adsorbé sur des particules reste a étudier.

Apreés injection musculaire d’une série de dilution décroissante d’une suspension d’OsHV1
pvar, on démontre I’existence d’une relation entre la dose injectée et le niveau des
mortalités observées. Les mortalités n’apparaissent dans cette expérience qu’a partir de
4x10” copies/ul d’ADN viral injectée (Pépin et al. com. pers.). Cette donnée est primordiale
dans la compréhension du déclenchement de la mortalité.
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Bien que la transmission horizontale des mortalités et le pouvoir pathogene du virus OsHV1
pvar aient éte établis depuis 2009, la comparaison de sa virulence avec le génotype de
référence n’a pu étre aujourd’hui réalisée en raison de la substitution de ce dernier dans les
huitres moribondes par le microvariant et la difficulté conséquente a pouvoir I’isoler a
nouveau.

Le transfert de la technique de détection du virus OsHV1 ainsi que celle de détection des
Vibrio a été réalisé vers 5 laboratoires qui sont aujourd’hui agréés par le Ministere de
I’ Alimentation, de I’ Agriculture et de la Péche. Sept autres laboratoires ont fait une demande
pour étre agréés ou reconnus. Les capacités analytiques ont donc été augmentées et devraient
I’étre encore (Renault et al., 2010). Cela a en particulier permis la mise en place d’études
ciblées développees au sein de différents laboratoires Ifremer et des Centres Techniques
Régionaux. Le bilan de ces analyses montre qu’il existe une cohérence biologique entre les
résultats expérimentaux et les études épidémiologiques de terrain a pas de temps de
prélevements serrés (Saulnier et al., 2009, 2010, Bouget et al., 2010, Pernet et al., 2010,
Mazurié et al., 2010, Gaussem et al., 2010, Blin et al., 2010) qui confirme que la détection
de charges trés importantes d’ADN viral (>10° & 10°) précéde I’apparition des
mortalités ; la quantification est d’ailleurs un meilleur traceur du développement de la
maladie que la détection simple.

Modélisation de I’infection par le virus herpes

Afin de mieux expliquer les phénoménes de surmortalité vis-a-vis d’une infection au virus
herpés, deux modéles de la diffusion du virus herpes ont été testés : le premier basé sur un
modele théorique de type « SIR automate cellulaire » utilisant des données expérimentales en
milieu contrdlé et le second sur une approche populationnelle.

La notion de « sensibilité » des huitres (porteur sain actif avec possibilité de rémission et
porteur sain inactif ) a été démontrée comme nécessaire a la mise en place d’un modéle par
automate cellulaire permettant de reproduire fidélement la cinétique des mortalités observées
en condition expérimentale pour un lot de naissains de captage naturel porteur de I’herpés
virus (Benabdelmouna et al., 2010). Différentes phases sont observées expérimentalement : i)
une phase de latence (portage asymptomatique) pendant une vingtaine de jours nécessaire au
démarrage des mortalités sans contamination externe, ii) une fois les conditions de
température réunies, des mortalités élevées pendant 7 jours puis modérées pendant un mois,
puis iii) arrét des mortalités apres 30 jours. L’hypothése suggérée par ce modele, en milieu
controlé, est que les huitres survivantes sont toujours porteuses du virus OsHV1 pvar et
restent potentiellement vecteur dés que les conditions redeviennent favorables (J.Y. Stanisiere
et al., 2010). Ces résultats confirment le réle prépondérant du virus OsHV1 pvar dans
les mortalités et celui de la contamination horizontale dans la diffusion de la mortalité.

L approche de modélisation complémentaire a été construite a I’échelle de la population et
dans le milieu naturel (Thébault et al., 2010). Dans un premier temps une seule population
« sensible » est considérée isolément, et les hypotheses les plus plausibles et les plus réalistes
possibles sur les mécanismes de I’infection sont formulées a chaque étape. Le modéle propose
la présence de plusieurs cycles qui se succedent au cours de I’année.

En hiver, les huitres porteuses resteraient infectees sans évoluer (phase latente), sans
présenter de mortalité. Lorsque la température commence a monter, les huitres
porteuses deviendraient sensibles a I’infection. Un stress (par exemple une élévation de
la température de plusieurs degrés en 24h) au cours de la période printaniére
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(température moyenne quotidienne supérieure a 14°C) réactiverait les porteurs latents
et les rendrait infectieux.

Deux types de transmission sont alors considéres pour cette population :
e des infections intrinséques (internes), réactivées une fois que toutes les conditions
du milieu sont réunies, a partir des individus eux-mémes devenus infectieux,
e et des infections post-mortem liés au relargage de tissus infectés (matériel
infectieux) dans le milieu (eau de mer).

Ce modele suggére que la transmission des mortalités est liée a la « survie » du virus dans
I’eau, a la dose nécessaire pour infecter un naissain sensible, aux caractéristiques de la
zone d’élevage et aux pratiques d’élevage. La diffusion du matériel infectieux peut étre
modulée par la distance entre les individus sensibles et I’hydrodynamisme de la zone
(densité/dilution).

3.2.2. Vibrio splendidus et V. aestuarianus

Diagnostic

Le diagnostic des Vibrios, V. splendidus et V. aestuarianus est réalisé par PCR quantitative a
I’instar de ce qui est fait pour le virus herpes afin d’associer a la détection d’ADN bactérien
une charge bactérienne indicative du développement de I’infection chez un naissain ou un
pool d’individus (Saulnier et al., 2010).

Transmission, propagation

L’etude de la pathogenese de V. splendidus et V. aestuarianus a été reéalisée dans le cadre de
la thése de Sophie De Decker (2010). Des essais expérimentaux par cohabitation des deux
especes de Vibrio ont revélé I’induction de mortalités atteignant un taux de 27% apres seize
jours de cohabitation, alors qu’aucune mortalité significative n’a été observée dans la
condition témoin. Il a été montré que V. splendidus et V. aestuarianus infectaient les huitres
aprés seulement deux heures de cohabitation. Celles-ci présentaient alors des charges
individuelles variables, comprises entre 4,5 10 et 2 10* UFC/ml dans I’hémolymphe. Ces
deux Vibrio pathogénes ont été détectés dans I’ensemble des tissus analysés, manteau,
branchies, palpes labiaux et glande digestive notamment, a des concentrations comprises entre
3.6 10 et 1.04 10° UFC/g de tissu. Les analyses ont permis de confirmer I’absence de
détection du virus OsHv1. Ces expérimentations ont démontreé la transmission horizontale
entre huitres moribondes et huitres saines confirmant le pouvoir infectieux de ces deux
vibrios. Cependant, les études ne montrent pas clairement de corrélation entre les événements
de mortalité, la fréquence de détection des bactéries du groupe Vibrio splendidus et les
charges en ADN viral associées. Le lien de causalité n’est pas clairement démontré pour
les Vibrio.

La transmission horizontale est probablement facilitée par I’activité de filtration et le systeme
de circulation semi-ouvert des hémocytes des huitres. D’ailleurs une corrélation positive a
été observee entre les charges en flore vibrionacée totale quantifiée dans les
hémolymphes des huitres et I’eau des aquariums soulignant I’existence probable d’un
équilibre dynamique entre ces deux compartiments, eau et hémolymphe en conditions
expérimentales (S. De Decker, 2010).
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Efficacité de traitements antibiotiques sur I’infection bactérienne

Un suivi de la mortalité des naissains, a pas de temps rapproché, a été effectué et des
prélevements ont été réalisés sur des huitres survivantes a 4 jours et 8 jours apres le
déclenchement des mortalités (Saulnier et al., 2010). Les naissains ont été placés dans des
aquariums contenant de I’eau de mer traitée aux UV en rajoutant ou non des antibiotiques a
large spectre vis-a-vis des bactéries Gram négatif (dont les Vibrio). Sur les huitres prélevées 4
jours apres le declenchement des mortalites, I’utilisation de I’antibiotique réduit les mortalités
sans les supprimer pour autant. Ces résultats suggerent I’implication probable du virus herpes
qui n’est pas éliminé par le traitement antibiotique et montrent I’association des bactéries dans
ces mortalités.

Ce traitement, testé sur des huitres survivantes 8 jours aprés les mortalités, réduit
significativement les mortalités dans les aquariums. Ces résultats permettent d’envisager deux
hypothéses : i) les naissains survivants prélevés n’étaient pas infectés par I’herpés virus mais
présentaient une infection bactérienne seule et ii) les naissains morts avant le prélévement
étaient morts du virus OsHV1 pvar et I’infection bactérienne associée a pu étre jugulée chez
les naissains survivants. Ces résultats suggérent une infection multiple par synergie et/ou
additivité.

Les différentiels de mortalité et de résultats d’analyse observés pour I’étude menée dans
I’étang de Thau pourraient s’expliquer par des infections simples et/ou multiples en fonction
des températures et/ou des conditions d’élevage (Pernet et al., 2010).

Etude des mécanismes de résistance de la bactérie Vibrio splendidus au systéme de
défense de I’huitre

Bien que les mécanismes ne soient pas totalement élucidés, plusieurs espéces de bactéries,
dont V. cholerae, pathogéne chez I’homme, nécessitent une porine OmpU (protéine des
membranes cellulaires) pour la colonisation de I’hGte et I’expression de sa virulence en
conditions naturelles et expérimentales.

Chez I’huitre creuse, il a été également montré que la porine OmpU était un effecteur majeur
des interactions entre V. splendidus et C. gigas (Duperthuy, 2010). Des expériences réalisées
a partir d’un mutant de V. splendidus (délétion de OmpU) ont permis de montrer I’implication
de cette protéine (i) dans la résistance de V. splendidus aux peptides/protéines
antimicrobiennes, incluant ceux de [I’huitre et (ii) dans la virulence des infections
expérimentales : mortalités de 56 % pour la souche non mutante contre 11% de mortalité pour
la souche mutante (Duperthuy, 2010).

Dans ce processus, la porine OmpU est nécessaire a la reconnaissance membranaire de
I’hémocyte et a son invasion. De plus, la protéine majoritaire du plasma de I’huitre (la
superoxide dismutase extracellulaire, Cg-ecSOD) reconnait la porine OmpU et intervient en
favorisant la phagocytose de la bactérie par les hémocytes.

Les études qui montrent que V. splendidus envahit les hémocytes de I’huitre (cellules de
défense des huitres) en perturbant leur architecture cellulaire soutiennent cette hypothese.

Conclusions

1. Les résultats 2010 font apparaitre la présence majeure de I’herpes virus OsHV1 puvar,
Vibrio splendidus et V. aestuarianus. Quelques rares cas d’implication d’autres especes de
Vibrio ont été notés. Aucun nouvel agent infectieux n’a été détecté. Dans tous les cas, le
génotype de référence de OsHV1 n’a pas été retrouveé.
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En intégrant toutes les nouvelles données obtenues en 2010, le lien de causalité entre le virus
OsHv1 pvar et les surmortalités présente une « évidence élevée » et confirme I’action
prépondérante d’OSHV-1 pvar dans les mortalités. De plus, I’étude d’autres parties du
génome confirme clairement le polymorphisme du génotype OsHV1 pvar et conforte
I’hypothése d’un variant émergent depuis 2008 et la substitution du génotype de référence
depuis 2009 et 2010.

2. Les modeles théoriques de diffusion de I’herpés pvar, développés en 2010, supportent
I’hypothése de deux types d’infection 1) basée sur la latence du virus et I’expression du virus
de fagon intrinséque chez les naissains « porteurs asymptomatiques » dés que les conditions
de température sont réunies et 2) par transmission horizontale par I’eau entre huitres
devenues infectieuses et « indemnes ».

3. Les résultats de 2010 montrent I’existence de co-infections importantes entre le virus
OsHV1 pvar et le V. splendidus. L’étude de la pathogenése de ce dernier montre qu’il a un
tropisme intra-hémocytaire facultatif qui lui permet de manipuler/réduire les mécanismes de
défense de I’huitre pour pénétrer et survivre dans les cellules de ce systeme.

Ces observations soulevent plusieurs questions : une infection bactérienne est elle nécessaire
au déclenchement et/ou a I’amplification des mortalités par le virus OsHV1 pvar?
L’émergence du virus OsHV1 pvar peut-elle expliquer I’augmentation de I’espéce V.
splendidus au détriment de celle de V. aestuarianus ? Existe-t-il des bactéries plus virulentes
que d’autres dans le groupe phylétique assez vaste des V. splendidus ?

3.3. Facteurs favorisant et/ou aggravant les mortalités

3.3.1 Facteurs environnementaux

Parmi les facteurs environnementaux susceptibles d’influer la mortalité, la température de
I’eau apparait comme un facteur prépondérant dans le déclenchement des mortalités et de
I’expression du virus.

Température

Expérimentalement, il a été montré, que la température d’élevage de naissains injectés avec
du virus OsHV1 pvar influait les résultats obtenus. Ces essais permettent d’observer, qu’a la
température de 16°C ou moins, I’apparition de la mortalité est décalée dans le temps. Les
premiéres mortalités sont observées a J+2, J+3 et J+5 respectivement a 22°C, 16°C et 10°C.
(Pépin et al., 2010).

L’impact de I’augmentation brutale de température a également été testé expérimentalement
sur des lots de différentes origines avec des statuts sanitaires définis préalablement par gPCR
(B. Petton et al., 2010). Des lots de naissains de différentes origines (naturels 2n et d’écloserie
2n et 3n) ont subi une élévation brutale de la température de 13°C a 21°C et ont été
maintenues a cette température de 21°C pendant une durée de 1 mois.

Cette épreuve thermique a permis de montrer que des naissains naturels détectés négatifs a la
présence de virus OsHV1 pvar (QPCR) pouvaient, dans ces conditions expérimentales de
remontée brutale de température, se réveler porteur asymptomatique du virus (sans mortalité)
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et porteurs infectieux (avec mortalité). Les lots de naissains d’écloserie ont tous eté qualifiés
négatifs apres cette épreuve.

Cette technique, simple & mettre en ceuvre, devra étre validée, mais elle représente d’ores et
déja un crible efficace et une voie complémentaire analytique pour qualifier sanitairement les
naissains. De plus elle représente une approche de pathologie expérimentale particulierement
intéressante pour étudier différents aspects du phénomene infectieux (synergie des agents
infectieux, effets de facteurs environnementaux et culturaux...).

Malgré cette avancée expérimentale, il faut continuer d’améliorer la sensibilité des techniques
de diagnostic et leur quantification car ces résultats montrent que méme si le diagnostic est
négatif, les huitres peuvent jouer un réle de réservoir et le risque d’infection dans ce cas n’est
pas nul.

3.3.2. Existence d’hotes réservoirs

Autres especes de mollusques

Depuis la premiere description du virus herpés OsHV1 en France en 1991 (Nicolas et al,
1991), celui-ci a été rapporté chez de nombreux mollusques bivalves autres que I’huitre
creuse, I’huitre plate, Ostrea edulis, la palourde européenne, Ruditapes decussatus, la
palourde japonaise, R. philippinarum, et la coquille Saint Jacques, Pecten maximus.

En 2009, le virus OsHV1 pvar a été détecté chez des moules, Mytilus edulis, et chez M.
galloprovincialis (Pernet et al., 2010). En 2010, il a également été détecté chez des moules,
dans un cas associé a des mortalités et chez un cas de mortalité de tellines, Donax
trunculus (Repamo). Cependant, les charges virales étaient faibles. Des recherches
spécifiques sur les autres especes n’ont pas été réalisées en absence de mortalités (dans le
cadre du Réseau de Pathologie des Mollusques, REPAMO).

Huitres adultes de gisements sauvages

Les huitres creuses adultes, C. gigas, constituent trés certainement un réservoir pour le virus
herpes car cette espéce est la plus représentée aussi bien en élevage que sur des bancs
sauvages dans les sites de production francais. Les huitres adultes > 2ans depuis 2008, 2009 et
encore cette année (Bedier et al.,, 2010) ne sont pas touchées par les phénomenes de
surmortalités. Des analyses ont permis de détecter de I’ADN viral et des protéines virales dans
des huitres adultes en élevage potentiellement porteuses asymptomatiques du virus de
référence (Arzul et al., 2002). Aucune donnée n’était jusqu’alors disponible sur les huitres
adultes de gisements sauvages. Des informations récoltées en 2008 et 2009 par les
professionnels et aussi par Hily, (Com. Pers.) semblaient indiquer que la survie des naissains
sauvages était méme supérieure a celle des naissains d’élevage, genéralement de I’ordre de
90%, a quelques exceptions pres (Lejart, 2009). Ceci laissait a penser que les géniteurs
sauvages présentaient une meilleure «résistance », «rusticité » face a ces mortalités
notamment grace a leurs conditions de vie : fixation sur des zones rocheuses situees tres
hautes sur I’estran sans manipulation ni transfert.

En 2010 une étude a porté sur I’analyse zoo-sanitaire de 4 gisements sauvages d’huitres
adultes et de naissains dans le Pertuis Charentais (Soletchnik et al.,2010a). Ces gisements
sauvages ont été choisis en fonction de leur isolement fort (2 sites) ou faible (2 sites) par
rapport aux zones d’élevage : choix basé sur des simulations hydrodynamiques de la
dispersion de traceurs émis par tous les stocks d’huitres en élevage considérés comme
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réservoirs potentiels de virus (These I. Bernard, 2010). En fonction de la période de
prélevement, hors contexte de mortalité le virus OsHV1 pvar a été détecté dans les 4 stocks
sur les huitres adultes, quelque soit I’isolement, et sur le naissain uniquement sur les sites a
isolement faible. En période de fortes mortalités des naissains en élevage (juin 2010), le
virus OsHV1 pvar n’a été détecté ni dans les adultes ni dans les naissains des stocks
sauvages a isolement fort. En revanche, un lot d’adulte dans un site a isolement faible (la
Charente) et un lot de naissains (en Seudre) ont été diagnostiqués positifs au virus OsHV1 u
var.

Ces résultats montrent que les huitres adultes sauvages peuvent étre porteuses
asymptomatiques du virus OsHV1 pvar suggérant que quelque soit leur isolement elles
peuvent constituer des réservoirs de virus. L hypothese la plus probable est celle d’une
transmission par I’eau en fonction de I’hydrodynamisme de la zone, ce qui sous entendrait que
le virus peut avoir une durée de vie hors de son hote relativement longue. Celle ci reste
cependant a préciser expérimentalement, ainsi que sa forme (ex : adsorption sur particules...).
D’autres expeériences effectuées sur du naissain de bancs sauvages, situés a proximité de
zones d’élevage en rade de Brest (Pouvreau et al., 2010), confirment que la mortalité est
équivalente entre naissain sauvage laissé sur roche ou élevé en poche. Celui-ci ne
présente donc pas une meilleure « résistance » au virus OsHV1 pvar.

3.3.3. Ploidie, anomalies génomiques, physiologie et immunité de I’'héte,
C. Gigas

Influence de la ploidie et de la gamétogenése sur I’infection par Vibrio

L’ étude de I’influence de deux facteurs de I’huitre creuse sur sa sensibilité a une vibriose
expérimentale, la gameétogenese et le niveau de ploidie, a été menée dans le cadre de la these
de S. de Decker (2010). La réalisation d’une infection expérimentale par balnéation sur des
huitres présentant des stades de gonadogenese contrastés a souligné I’importance de la
reproduction et des phénomeénes de pontes dans la transmission des Vibrio pathogenes.

Dans une seconde approche, des familles de demi-fréres diploides et triploides ont été testées
en infection expérimentale a quatre stades de gonadogenese différents, par injection
intramusculaire d’une suspension bactérienne de V. splendidus et V. aestuarianus. Les
résultats montrent une sensibilité accrue de I’hufitre en période de gamétogenese active
et une capacité de survie identique entre des huitres diploides (2n) et triploides (3n).

Influence des anomalies génomiques sur les mortalites

Dans un contexte de fort développement de la filiere triploide, le réseau Biovigilance
(Benabdelmouna et al., 2010) a pour objectif de surveiller I’apparition et I’évolution de
naissains polyploides dans les zones de production d’huitres creuses que sont les bassins de
Marennes Oléron et d’Arcachon. Les résultats de suivi de ploidie par cytometrie en flux
concluent a I’absence d’animaux polyploides, triploides ou tétraploides, captés dans les
deux bassins prospectés. Cependant, les deux bassins de captage prospectés sont caractérisés
par la présence, a des niveaux variables allant jusqu’a 20% en fonction des sites et des
années) de naissains affectés de diverses anomalies génomiques (cassures d’ADN et
diminution de la taille du génome). Ces anomalies genomiques, affectant les naissains de C.
gigas, ont été montrées comme étant négativement corrélées avec le niveau de survie des
naissains. De plus pour un lot de naissains donne, le taux initial de ces anomalies
génomiques déterminé précocement avant mortalité, se revéle étre fortement prédictif
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du niveau des mortalités de ce lot. Dans le contexte des mortalités qui impactent lourdement
depuis 2008 les naissains de C. gigas, et compte tenu du fait que les deux bassins naisseurs
étudiés sont a la base de la fourniture des trois quarts des naissains annuellement utilisés en
France, la présence de ces anomalies génomiques mises en évidence dans le cadre du réseau
biovigilance suscite un intérét particulier sur leur causes: Peut-on les lier a un impact
terrigéne ? Existe-t-il une héritabilité avec une transmission verticale depuis les géniteurs vers
les naissains annuellement captés?

Dans le cadre de ces questionnements, une étude a été menée afin de fournir une premiere
spatialisation de la prévalence des anomalies génomiques dans les bancs de géniteurs
sauvages répartis tout le long des pertuis Charentais en 2010 (Benabdelmouna et al., 2010). 1l
a été montré que les huitres des bancs sauvages pouvaient étre classés en 3 catégories en
fonction des taux d’anomalies génomiques évalués en cytométrie en flux : prévalence forte
pour les huitres de I’lle Madame localisées a I’embouchure de la Charente (impact de la
Charente ?), prévalence moyenne a forte pour les huitres de La Rochelle, Ré, Gironde, Seudre
(impact de I’urbanisme et/ou des fleuves Seudre et Gironde?) et une prévalence faible pour St
Denis d’Oléron, I’'lle d’aix, la Tranche, les Boucholeurs, la Fumee..(sites plus isolées,
océaniques ?). L’objectif final étant de rechercher un lien entre la qualité cytogénétique des
naissains captés en un site de captage donné et cela en fonction de la qualité cytogénétique du
ou des banc(s) de géniteurs sauvages dont il serait issus. Les résultats actuels sont encore
ponctuels. 1ls doivent étre renforcés par d’autres suivis annuels afin de dégager des tendances
historiques.

Identification de genes ou de protéines associées a la survie et/ou la mortalité des
naissains

e Approche intégrative mesurant les interactions du milieu, la microflore et
I’expression de genes de I'immunité.

Concernant cette approche intégrative, dans un premier temps, une étude in situ a été
développée permettant un suivi de la microflore, de I’état de santé des huitres et des
parametres environnementaux au cours d’un épisode de mortalité dans la zone conchylicole
de I’étang de Thau au printemps 2010. Ce suivi a permis de mettre en évidence, au moment de
I’apparition des mortalités, des variations significatives de la microflore totale avec une
chute d’abondance de bactéries du genre Vibrio concomitant avec la détection du virus
OsHV1 uvar. D’autre part, des résultats préliminaires portant sur I’état de santé des huitres
déterminé par la mesure des taux d’expression d’une dizaine de génes de I’immunité montre
aussi des variations significatives au moment de I’apparition des mortalités et qui
coincident avec une montée rapide de la température de I’eau et le déclenchement des
mortalités au seuil de 16°C.

e Capacites de survie des huitres différenciées

Deux approches du transcriptome (ensemble des ARNm présents dans une cellule dans une
situation donnée) ont été développées pour élucider les bases moléculaires de la survie des
huitres, d’une part dans des lignées dites « R » et « S » issues du programme Morest, et,
d’autre part, chez des huitres survivantes a des infections experimentales bactériennes. Pour
cela, les ressources génomiques ont été considérablement enrichies chez C. gigas, par la
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géneération de plus de 29 000 séquences EST uniques (Expression Sequence Tags) (Fleury et
al., 2009).

Pour les travaux sur les huitres « R » et « S », une puce a ADN contenant 9058 genes (tous
tissus) a été construite. Les prélévements des huitres « R et « S » de 4°™ génération (issues du
programme Morest) ont été réalisés au cours d’un suivi en Bretagne sud durant la période
printemps-été. Mi-juin, une mortalité de 20% et 56% a été observée chez les huitres « R » et
« S », respectivement. L analyse statistique des données de puce a ADN a révélé 34 genes
différentiellement exprimés entre « R » et « S» sur I’ensemble de la période précédant les
mortalités. Ces genes appartiennent aux catégories fonctionnelles « reproduction »,
« métabolisme énergeétique » et « stress oxydant ». Cette analyse a en outre révélé une sur-
représentation trés significative de génes associés a la catégorie « défense/immunité » (59%) a
la date précédant le pic de mortalité.

Ce résultat suggére la capacité qu’auraient les huitres « R » a réagir et se défendre, par
comparaison aux huftres « S », face a/aux agent(s) pathogene(s) a I’origine de cet episode
de mortalité. Les huitres « R » présentant toujours dans le contexte des surmortalités
une survie supérieure aux huitres « S », I’ensemble de ces génes pourrait représenter
I’architecture génomique de la résistance a la mortalité et constitueraient donc une liste
d’une vingtaine de candidats prioritaires pour de futures analyses (Huvet et al. 2010).

En ce qui concerne la recherche de génes de I’'immunité impliqués dans la survie des
huitres a des infections expérimentales bactériennes, une approche transcriptomique de DGE
(Digital Gene Expression) a été développée conduisant a la caractérisation du transcriptome
des hémocytes et a la mise en évidence de genes répondant spécifiquement a la stimulation
par les Vibrio pathogénes V. splendidus LGP32 et V. aestuarianus, sur-exprimés chez des
animaux capables de survivre a ces infections (de Lorgeril et al., soumis). Ces genes
associés a la capacité des huitres de survivre aux infections appartiennent aux groupes
fonctionnels de «réponse immunitaire » «adhésion cellulaire et communication »,
« cytosquelette », « chaine respiratoire » et « apoptose ». La disponibilité de ce répertoire de
genes de I'immunité permet maintenant d’approfondir les interactions huitres/Vibrio/OsHV 1
pvar et notamment de définir si les phénomeénes de co-infection peuvent induire un état
d’immunodéficience exacerbant le pouvoir pathogene du Vibrio ou de I’herpés virus.

Par ailleurs, deux autres banques DGE ont été générees pour mettre en evidence des
genes impliqués dans un caractere prédictif de survie des huitres a des infections
bactériennes, conduisant a I’identification de plus de 5200 genes différentiellement exprimés
(entre « Survie » et « Non survie »). L’expression relative de 282 génes choisis parmi les
banques DGE a eté analysée sur les échantillons hemocytaires de 45 individus du groupe
« Survie» et 45 du groupe «Non Survie» issus de quatre infections expérimentales
indépendantes. Les analyses ont indiqué une variabilité d’expression assez importante entre
individus du méme phénotype (« Survie » ou « Non-Survie »). Ces constatations ont appuyé
le choix de I’utilisation d’échantillons au niveau individuel pour la selection des genes
marqueurs. L’analyse statistique des données a conduit & la mise en évidence de 10 génes
significativement associés au caractére prédictif de survie et non- survie des huitres.

Nous disposons de 5 génes marqueurs d’un phénotype de « capacité de survie » et 5 génes
marqueurs d’un phénotype de « non-survie» selon un caractere prédictif. Enfin, de facon
surprenante, les analyses de qPCR a haut débit sur des lots d’huitres ont permis de mettre en
évidence de fortes variabilités individuelles d’expression de certains genes de I'immunité.
Pour certains d’entre eux, ces variabilités ont pu étre reliées au niveau du génome a la
présence/absence des genes ou a des variations du nombre de copie des genes. Ce
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phénomene pourrait étre une cause possible de la perte de résistance des huitres aux
stress physiologiques et environnementaux (Da Rosa et al., 2011).

e Identification de zones du génome impliquées dans les mortalités estivales

Une approche dite QTL (Quantitative Trait Loci) est développée afin de détecter des zones du
génome impliquées dans les mortalités estivales. Sauvage et al. (2010) ont mis en évidence 5
zones du genome expliquant une tres grande part de la variance des caracteres étudiés (survie
et charge en OsHV-1) lors d’un épisode de mortalité survenu en 2006 (Sauvage et al., 2009).
La forte corrélation détectée entre la survie et la charge en virus semble indiquer qu’une
sélection pour la résistance au virus est une piste sérieuse.

Cette méme approche QTL est développée sur le caractére de « I’effort de reproduction » qui
était un caractere avancé (dans MorestSamain &Mc Combie, 2007) comme important dans la
réponse des huitres face aux épisodes de mortalité. Les résultats permettront de vérifier si ce
caractere est aussi important aujourd’hui dans le contexte des surmortalités qui apparaissent a
des températures en dessous de celles impliquées dans la reproduction.

e Preésence de protéines associées aux mortalités

Une approche complémentaire a été développée afin d’identifier les protéines (qui codent les
ARNmM) associées aux mortalités du naissain chez C. gigas, dans le but d’aider a la
compréhension des mécanismes et d’identifier des marqueurs précoces de la pathogenése
sans a priori par électrophorése 2D.

Il a été démontré que la mortalité est associée a la synthése de plusieurs protéines du
métabolisme cellulaire dont des enzymes nouvellement identifiées qui appartiennent au
systeme de détoxification des métabolites de type aldéhydes. De tels composés ont été
récemment découverts comme sur-stimulant la réplication de virus de I’hépatite C chez
I’homme. Ces protéines sont de véritables marqueurs qui décrivent les mécanismes qui
précedent la mortalité par infection expérimentale. Les premiers résultats montrent que
des composés de type aldéhyde sont contenus dans I’eau de mer, et qu’ils sont utilisés par les
animaux infectés alors qu’ils ne le sont pas chez les animaux sains (Madec et al., 2010).

Ces approches valident I'importance du couple bactérie/virus dans la mortalité, et
confirment I’importance des facteurs environnementaux.

Conclusions

1. L’effet de I’élévation de la température de maniere brutale jusqu’a un seuil de 16°C est
confirmé dans les mortalités observées a I’issue d’expérimentations de laboratoires et de
terrains.

2. 1l existe d’autres espéces de mollusques potentiellement réservoirs du virus OsHV1 pvar,
les moules, Mytilus edulis, M. galloprovincialis et les tellines, Donax trunculus.

3. Aucune sensibilité accrue n’a été observée entre des huitres 2n et 3n vis-a-vis d’une
infection expérimentale aux Vibrions suggerant que la ploidie n’est pas un facteur
prédominant dans les infections par Vibrio.
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3. Les résultats 2010 révelent que les huitres sauvages ne sont pas plus résistantes que les
huitres d’élevage aux mortalités et qu’elles ont été probablement contaminées par une
propagation externe (horizontale) a partir de lots d’élevage. Ces résultats permettent,
toutefois, de montrer que I’isolement de certains stocks peut constituer une « barriere » a la
diffusion des mortalités, puisque le naissain présent dans les zones a isolement fort est moins
impacté que les autres en période de mortalité. Ceci rameéne a I’idée de zones « sanctuaires »
pour préserver ou développer certains élevages.

4. Le réseau biovigilance confirme I’absence d’animaux polyploides (3n et 4n) dans les
naissains des grands bassins d’élevage (Arcachon et Marennes-Oléron). Cependant, les deux
bassins de captage prospectés sont caractérisés par la présence accrue de naissains affectés
de diverses anomalies génomiques (cassures d’ADN et diminution de la taille du génome).
Leur cause reste a determiner (apports terrigenes....). Les huitres adultes de bancs sauvages
présentent également des anomalies genomiques plus ou moins importantes. La présence de
ces anomalies, de I’ordre de 20%, ne peut a elle seule expliquer les surmortalités mais peut
permettre la caractérisation de I’intégrité génomique d’un lot de naissain de captage, outil
potentiellement prédictif d’une fragilité.

5. Les approches plus fondamentales de comprehension des mécanismes de la survie des
huitres confirment I’influence de la température et I’importance d’un cocktail virus/bactérie
dans les mortalités de naissain. D’autre part, la comparaison entre des huitres ayant survécu
ou non a un épisode de mortalité en 2010 dans I’étang de Thau semble relier la forte
variabilité individuelle d’expression de certains génes de I’immunité a la perte de résistance
de ces naissains face a des stress physiologiques et immunologiques.

3.3.4. Les pratiques d’élevage

Diverses pratiques d’élevage sont susceptibles d’influer sur les phénoménes de mortalité et
ont déja été évoquées au cours du programme MOREST (Samain et Mc Combie, 2007). Elles
peuvent contribuer a amplifier le systeme infectieux et les mortalités, toutefois leur diversité
complique P’interprétation des résultats: nombreuses manipulations (fréquence de
manipulation des poches, criblages, transferts), différentes densités d’élevage, mise en
élevage de naissain & différentes périodes de I’année (pratique permise par
I’approvisionnement en naissains d’écloserie).

Comparaison Huitres d’écloserie et de captage

La filiere ostréicole est basée sur deux types d’approvisionnement, des naissains recrutés dans
le milieu naturel, des naissains produits en écloseries et nurseries privées. Dans le contexte de
la crise actuelle des surmortalités, beaucoup de questions sont posées sur les produits
d’écloserie, leur qualification et leur tracabilité.

Les procédés d’élevage ont été optimisés et sont maintenant maitrisés dans les principales
écloseries de mollusques (Ifremer et privées). L’écloserie Ifremer d’Argenton (Petton et al.,
2010) méne depuis 2007 une démarche fondée sur I’optimisation des procédés d’élevage
(notamment flux ouvert) et la prophylaxie basée sur des indicateurs de qualité des géniteurs et
du naissain produit. Cette démarche s’inscrit eégalement dans I’objectif, & plus long terme,
d’améliorer le systeme de prévention des risques infectieux dans les écloseries et de limiter la
dissémination d’agents infectieux vers le milieu extérieur.
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La comparaison de naissains issus de captage naturel (lots naturels d’Arcachon et de Fouras)
et d’écloserie (lots d’écloserie Ifremer La Tremblade R/S/Témoin 3N) a été menée a La
Tremblade en 2009 et 2010 pour etudier la cinétique et la diffusion des mortalités entre ces
lots lorsqu’ils sont élevés seuls ou en mélange, en claires et en écloserie (Benabdelmouna et
al., 2010). La prévalence en virus herpes observée dans le lot de Fouras (14/150 lots) laisse
supposer une forte contamination en année N et un portage important. Le lot d’Arcachon ne
présentait que 1/150 huitres diagnostiquées positives au virus, suggerant un impact moindre et
un portage plus faible (Données REPAMO).

En condition isolée, seuls les lots issus de captage naturel ont subi des mortalités : 39% pour
le lot de Fouras et 82% pour le lot d’Arcachon. Les lots produits en écloserie (R/S/Témoin
3N) n’ont présenté aucune mortalité. Le différentiel de mortalité observé entre les huitres
naturelles d’origine Arcachon et Fouras pourrait étre lié au fait que ces huitres n’ont pas été
touchées de la méme maniere tout au long de leur parcours (du captage jusqu’a la mise en
élevage). Ces résultats pourraient étre rapprochés des hypotheses émises en 2009 ou la
précocité du captage semble favoriser une meilleure survie qu’un captage tardif : les
juveniles captés précocement étant impactés au cours de I’été (Benabdelmouna et al., 2010).

Lorsque ces mémes lots sont élevés en melange, en claire, quelle que soit leur origine, ils
présentent tous des mortalités comprises entre 80 et 100%, supérieures aux conditions
separées. Ces résultats sont identiques a ceux obtenus en bacs en écloserie et confirment les
différences observées entre les origines de naissains. Les résultats en mélange sont
comparables a ceux observés sur estran. Les analyses pathologiques confirment dans les
animaux moribonds quelle que soit leur origine (naturel et écloserie) la présence du virus
OsHV1 pvar et du Vibrio splendidus.

Afin de tester la contamination par le virus et/ou les Vibrio de différents lots d’écloserie
qualifiés «sains » & I’issue d’une épreuve thermique (Petton, 2010) une expérience a été
meneée dans trois sites contrastés supposés contrastes vis-a-vis des mortalités i) Argenton :
température fraiche, site pauvre en phytoplancton, sans élevage ni gisement sauvage, ii)
Aber : site intermédiaire avec une température > a 16°C seulement en juillet, zone d’élevage
importante mais absence de gisement sauvage et iii) la rade de Brest : site présentant des
mortalités, ou la température est souvent supérieure a 16°, avec des huitres en élevage et un
gisement naturel important (Petton et al., 2010).

Les huitres d’écloserie « qualifiées saines » présentaient une survie de 100% sur le site
d’Argenton quelle que soit la date de prélevement mensuel, de juillet a novembre 2010. Dans
le site des Abers, la survie était de 40% en juillet ; aucune mortalité n’a été observée par la
suite. Dans le site le plus impacté de la rade de Brest, les huitres ont subi des mortalités de
80%, entre juillet et ao(t ; ces mortalités ont cessé en septembre.

Ces résultats confirment que les huitres produites en écloserie, en conditions controlées,
ne constituent pas, a priori, un réservoir de virus et sont donc « saines ».

Ils montrent également que des huitres « naives » préservees des mortalités en écloserie
peuvent rester plus ou moins épargnees lorsqu’elles sont élevées dans des zones
« isolées » et/ou peu touchées par les mortalités. En revanche, en condition de mélange en
milieu relativement confiné (claire), elles se révelent trés sensibles et semblent amplifier le
phénomeéne des mortalités, suggérant que la combinaison de I’infection intrinseque (interne)
et de la transmission horizontale externe constitue un facteur de risque supplémentaire.
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Impact de la date de captage du naissain sur les mortalités

Des études menées en 2009 ont permis de suivre quatre lots de naissains, deux de captage
précoce (juillet et aolt) et deux de captage tardif (septembre) issus des deux principales zones
de captage en Charente, la Seudre et la Moucliére. Les suivis de mortalité de ces lots montrent
des performances de survie supérieures pour le captage précoce (60%) comparativement au
captage tardif (20%). En outre, le naissain du captage tardif présenterait plus d’anomalies
génomiques que le naissain de captage précoce ce qui pourraient constituer une fragilité de ce
naissain voire une plus grande réceptivité aux agents infectieux (Benabdelouma et al., 2010).
Des différences significatives de survie (12% et 40%) ont été également observées en 2010
sur des naissains respectivement « tardif » et « précoce » triés en fonction de leur taille et non
de la date de mise a I’eau des collecteurs (Benabdelmouna et al., 2010, Glize et al., 2010).

Date des transferts

En dehors des périodes de mortalité (différentes d’une zone a I’autre) si un lot est introduit sur
estran, sa mortalité est nulle, quelle que soit son origine (captage naturel et écloserie)
(Dégremont et al., 2010). Cela ne permet pas, toutefois, de porter un pronostic de survie en
année N+1.

L’ immersion avant (printemps) et durant la période de mortalité donne des resultats variables.
Toutefois, a la lumiere d’une étude épidémiologique menée a Pénerf, il semblerait que la
cinétique de mortalité soit différente pour les lots de naissains de captage mis apres les
épisodes de mortalité de juin : celle-ci est décalée dans le temps (effet dose du virus présent
dans la zone ?). Les pourcentages de mortalite cumulée en septembre restent toutefois trés
proches de ceux des autres lots (Gaussem et al., 2010). Ces résultats sont a confirmer.

Structures d’élevage : poches, densités, niveau d’exondation

Les études menées pour tester les niveaux d’exondation montrent que I’émersion ne présente
un réel avantage en terme de gain de survie (de I’ordre de 20% de gain) que si elle
s’effectue sur des parcs de dépots (coefficients 25-35). Les parcs d’élevage « hauts »
(coefficients 55-60), et méme les parcs découvrant a des coefficients 45 semblent s'‘exonder
insuffisamment pour permettre un gain de survie important. 1ls permettent parfois un gain de
survie de quelques %. Dans tous les cas, c’est bien sur les parcs les plus profonds (ne
découvrant qu’aux coefficients 75-80 a 100) que la mortalité est la plus forte.

L’effet de la densité sur la survie n’est pas concluante et apparait souvent
contradictoire. Si des gains de survie existent parfois, dans tous les cas ils sont faibles
(quelques % au maximum). Ces résultats sont sans doute dus aux facteurs antagonistes entre
la densité et la survie en situation infectieuse : quand le lot d’huitres en poche est « pré-
sélectionné », la densité forte permet de décaler dans le temps I’installation de I’infection due
a la contamination externe par les masses d’eau environnantes. Les mortalités cumulées
observées sont, toutefois, tres proches de celles obtenues avec des lots éleves a des densités
plus faibles. En revanche, quand les huitres sont infectées et « sensibles », le déclenchement
d’un foyer infectieux a I’intérieur d’une poche, induit une mortalité d’autant plus rapide et
importante que la poche présente une forte densité (Soletchnick et al., 2010).

19



Ifremer

Conclusions

1. La date de captage et sa précocité pourrait permettre une meilleure survie du naissain en
année N+1. Cette pratique permettrait d’obtenir des animaux déja « pré-sélectionnés » vis-a-
vis des mortalités.

2. Les comparaisons entre naissains de captage et naissains d’écloserie (quelle que soit la
ploidie) montrent que les lots d’élevage « porteurs asymptomatiques de virus » sont capables
en conditions isolées et a la température seuil de 16°C de développer la maladie et de subir
des mortalités en I’absence de transmission horizontale par I’eau (claires et écloserie).

En mélange, une fois ces mortalités initiées, les agents infectieux se transmettent par I’eau
aux naissains « naifs » d’écloserie et la mortalité dans tous les lots est rapide et plus intense.
L’environnement direct des lots (ou « qualite du milieu d’accueil ») peut influencer la
dynamique de diffusion et I’intensité des mortalités quelle que soit leur origine et leur statut
sanitaire de départ (avant transfert).

3. Ces informations traduisent bien la nécessité de connaitre précisément I’historique d’un
lot. 1l est donc nécessaire de connaitre précisément son origine (naturel et d’écloserie), les
données d’élevage (origine, mortalité en année de captage N ou en nurserie, statut sanitaire,
date de captage ou de production en écloserie..) mais également les caractéristiques du site
d’accueil (densité du bassin, cartographie des huitres en élevage, présence de gisements
naturels, statut sanitaire de la zone, importance des transferts ...).

4. Quelles solutions en dehors des sorties de crise

Trois pistes de sortie de crise a court et moyen terme ont envisagées depuis 2008 : 1) un plan
de sauvegarde qui permet un approvisionnement en naissains triploides « R » (3n) présentant
une meilleure survie face aux mortalités depuis 2010 et en 2011, 2) une introduction d’huitres
du Japon (apres test de leur sensibilité au virus OsHV1 pvar) et 3) un plan de
réensemencement qui a pour objectif d’introduire dans le milieu naturel des huitres diploides
plus résistantes qui permettront de relancer le captage naturel de naissains présentant une
survie améliorée. Les études menées en 2010 permettent de faire des propositions
complémentaires et confirment I’intérét de travailler sur la sélection « contrdlée » en écloserie
et naturelle : I’intérét de la sélection en écloserie étant qu’elle permet de gagner du temps sur
la sélection naturelle plus aléatoire du fait du nombre important d’huitres de bancs naturels et
d’huitres en élevage, de sensibilité différente et inconnue, qui « dilue » et ralentit la sélection
naturelle d’animaux résistants.

4.1. Existe-t-il des environnements moins touchés par les
mortalités ?

Lors du suivi de quelques gisements sauvages dans le Pertuis Charentais, Le Moine et al.
(2010) ont suggéré que I’isolement d’un site sauvage par rapport aux sites d’élevage peut
constituer une « barriere » a la diffusion des mortalités.
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D’autres essais ont été menés dans des zones en profondeur jusque la peu ou pas exploitées,
notamment en mer ouverte profonde au large de Marseillan en 2009 et en 2010 (Pernet et al.,
2010) et en Poitou Charente (Bouquet et al., 2010).

Alors que les mortalités touchent les huitres cultivées dans I’étang de Thau, les huitres
maintenues en mer a 18m de profondeur ne présentent aucune mortalité ; I’hypothése
étant que la température dans cette zone ne dépasse jamais les 16°C ou tres rarement
sur de courtes péeriodes. Toutefois, ces huitres maintenues ainsi « protégées » du risque de
mortalité en mer ouverte, transférées dans I’étang de Thau, en paniers australiens, sont
rapidement infectées par le virus herpes et V. splendidus et meurent a 80%. La mortalité est
donc similaires a celle des mémes huitres agées de moins d’un an, élevées directement en
étagn. Par consequent, quelles que soient I’age et la taille des huitres a la date du transfert
dans I’éetang de Thau, elles restent «sensibles» aux infections qui génerent des
mortalités. En revanche, les huftres survivantes a la mortalité en 2009, dans I’étang de Thau,
ne présentent pas de mortalité supplémentaire et survivent a plus de 90% en 2010. Les
huitres ayant survécu a un épisode de mortalité ne sont pas sensibles I’année suivante.

De méme, les essais menes en Poitou Charente (Bouquet et al., 2010) en claires et au large en
cage a la profondeur de 26m sur des naissains de plusieurs origines (captage 2n et écloserie
3n) donnent le méme type de résultats : il est possible de « préserver » les huitres des
mortalités lorsque les lots sont élevés seuls et/ou dans des élevages en mer ouverte. De
méme qu’a I’Etang de Thau, dés que ces huitres sont transferées sur estran, elles présentent
trés rapidement des mortalités importantes. La « protection» d’un lot vis-a-vis des
mortalités en année N ne permet pas en année N+1 de le preserver des mortalités. Peu de
résultats sont disponibles en année N+2, mais on n’a pas constaté de mortalité particuliere sur
cette classe d’age: la survie d’un lot jusqu’a la commercialisation peut donc s’estimer a partir
de la survie en année N+1.

Des essais ont éte également menés en Baie de Quiberon, pour étudier les modalités de
propagation des mortalités et des infections par le virus OsHV1 dans ce milieu ouvert
(Mazurié et al., 2010). Le lot de naissain naturel utilisé sur les différentes concessions de
professionnels était faiblement contaminé au début de I’expérience (1/150). Le virus n’a pas
été détecté dans ces lots jusqu’au mois de juillet, date du début des mortalités lorsque la
température a atteint le seuil de 16°C. La mortalité et la propagation du virus (de juillet a
septembre) sont apparues spatialement limitées (1/3 des concessions étudiées). Les fortes
mortalités observées étaient en relation avec une charge virale trés importante de I’OsHV1
pvar. Ces résultats montrent un gradient décroissant de la mortalité cumulée selon la
distance aux secteurs d’élevage d’estran les plus proches. La spatialisation des mortalités
est, par ailleurs, sans lien apparent avec la nature du sédiment, la croissance des huitres et la
densité des huitres alentour. Elle parait davantage liée au renouvellement des masses
d’eau autour des concessions étudiées. Ces résultats suggerent que I’on peut déterminer des
zones plus « protégees » a I’intérieur d’une zone méme infectée. Ces résultats seront
confirmés par I’étude de I’hydrodynamisme de la Baie de Quiberon en 2011 (Mazurié et al.,
2010).

4.2. Huitres sélectionnees pour leur meilleure survie

Depuis 2001, des familles d’huitres sélectionnées C. gigas, dites « R » pour présentant une
meilleure survie aux mortalités estivales, ont toujours montré, depuis cette premiére et unique
année de sélection, des mortalités significativement plus faibles que des lots témoins dans les
sites répertoriés comme favorables aux mortalités estivales chez les juvéniles (Morest).
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Dans le nouveau contexte des surmortalités 2008, une nouvelle geénération d’huitres
sélectionnées (6°™ génération de reproduction — 1°° génération de sélection) et des lots
témoins ont été produits et testés sur estran en 2009 et/ou 2010. Les résultats obtenus
montrent :

e des mortalités plus faibles pour les lots R (35%), et plus élevées pour les témoins
(70%) apreés le test sur estran du naissain en 2009, confirmant que la sélection
réalisée en 2001 reste efficace dans le contexte des surmortalités 2008 et 2009 ;

e une mise en place progressive de la « résistance aux mortalités » chez les huitres
sélectionnées et donc au virus OsHV1 pvar chez le naissain et le 18 mois, avec une
résistance acquise pour plus de 90% des animaux « R » dés I’age de 6 mois, alors que
ce taux n’a pas dépassé 60% pour des huitres témoins a 18 mois ;

e une faible mortalité (13-17%) pour le 18 mois (année N+1) en 2010 des animaux
« R » et témoins survivants des mortalités 2009 au stade naissain. Ces résultats
confirment le maintien des bonnes performances de survie des huitres « R » la
seconde année d’élevage (N+1).

En 2010, des naissains survivants de un an « R » et « T », issus d’un des tests sur estran en
2009 avec des mortalités de 19 et 57% respectivement, ont été suivies en laboratoire ainsi
qu’un lot témoin de naissain « N » &4gé de 6 mois n’ayant pas subi de mortalité et préservé en
écloserie.

Au début de I’expérience en mars 2010, le virus OsHV1 pvar n’a pas été détecté dans le lot
témoin « N » alors que 50% des huitres témoins survivantes « T » et 4% des huitres « R »
survivantes étaient porteuses asymptomatiques 7 mois apres I’épisode de mortalité 2009. Les
huitres « R » ou « T » pouvaient donc potentiellement constituer des réservoirs pour le virus.
L’objectif était donc de vérifier cette possible transmission horizontale du virus d’huitres
« R »ou«T»d’un an vers du naissain naif de 6 mois.

Trois mois apres le debut de I’expérience, les huitres « N » naives issues d’écloserie, élevées
seules, n’ont pas présenté de mortalité ; lorsqu’elles étaient élevées en mélange avec les
huitres « R », aucune mortalité n’a été observée ; élevées en mélange avec les huitres « T »,
elles ont subi 58 % de mortalité associée a la détection de quantités massives du virus OsHV1
aprés 3 mois d’expeérience.

La transmission par cohabitation de la mortalité liée au virus OsHV1 n’a pas été observée
entre des huitres « R » porteuses du virus et des naissains « N » (naifs issus d’écloserie) dans
les conditions expérimentales de cette étude (Dégremont et al, 2010) contrairement aux
huitres « T » pourtant survivantes aux mortalités 20009.

Ces resultats demontrent le réle de réservoir des huitres « sensibles » survivantes agées
de un an et leur implication dans la transmission horizontale des mortalités aux
naissains. lls mettent également en lumiére la capacité des huitres « R » a réprimer le
développement de I’infection (dans le cadre de cette expérience).

Pour poursuivre I’amélioration génétique vis-a-vis des mortalités, deux lots, nommés Agnas et
Gréve, ont éte produits en mars 2010 en utilisant pour chaque lot, soit des parents ayant connu
des mortalités en 2009 (lot A pour amélioré), soit des parents préservés des mortalités 2009
(lot T pour témoin). Les naissains de 3 mois ont été testés des juin 2010 sur estran dans le
bassin de Marennes-Oléron. En septembre, la survie du lot « Témoin Agnas » était de 4%
contre 16% pour le lot « Amélioré Agnas». Le méme constat a été observeé pour le lot
« Témoin Gréve » avec une survie de 13% contre 29% pour le lot « Amélioré Greve ».

Des résultats similaires ont été obtenus en Baie de Bourgneuf avec une survie de 4% pour le
lot « Témoin Agnas » et 25% pour le lot « Ameélioré Agnas ». Ainsi, les descendants des lots
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utilisant comme parents les huitres survivantes d’un épisode de mortalités ont montré
une meilleure survie que les descendants des lots utilisant des parents n’ayant pas connu
d’épisode de mortalité massive.

Ces résultats sont encourageants et confirment I’héritabilité du caractére et donc la
possibilité d’améliorer la survie par la sélection.

4.3. Sélection naturelle

Suite a la demande de professionnels de I’Etang de Thau, une étude a été réalisée pour
comparer les caractéristiques de survie de naissains produits localement a partir de geniteurs
provenant de la Méditerranée (large), de télécaptage de larves provenant d’écloserie et de
naissains provenant du captage naturel 2009. Les pourcentages de mortalité cumulée en
octobre 2010 sont de 90%, 80% et 30% respectivement (Gervasoni, 2010). Ces résultats
semblent soutenir la mise en place, dans I’étang de Thau, d’une résistance dans les
populations d’élevage par sélection naturelle. Ils sont encore a confirmer. Ce site touché
fortement par les mortalités est intéressant pour suivre la mise en place d’une sélection
naturelle car il ne présente pas de gisements sauvages et son approvisionnement est
essentiellement issu de naissains provenant d’ecloserie.

5. Conclusions générales et recommandations

Ce bilan a été réalisé a partir des actions de recherche menées principalement en 2010 et tente
de répondre aux questions et incertitudes existantes en 2009. Il précise les avancees
scientifiques et techniques réalisées. Méme si certaines questions sont soulevées, plusieurs
conclusions fortes peuvent étre proposées dés maintenant :

1. Tout d’abord, si les conditions climatiques particuliéres du printemps 2008 (et peut-étre des
années précedentes 2001-2006) pouvaient expliquer en partie les mortalités de I’été 2008, les
analyses épidémiologiques plus fines realisées par différentes équipes au niveau de diverses
zones d’élevage montrent clairement que le virus OsHV1 pvar joue un réle prépondérant
dans I’explication des mortalités 2010 et qu’il est clairement associé aux bactéries du
genre Vibrio splendidus. Le r6le respectif de ces agents reste toutefois a préciser. Ces
conclusions suggérent que de nouvelles mortalités sont a prévoir en 2011.

2. Les résultats de 2010 confirment que la ploidie (2n et 3n) ne modifie pas les
performances de survie pendant la période a risque. L’observation plus importante
d’anomalies génomiques observées dans le naissain naturel, a partir du réseau biovigilance,
méme si elle n’explique pas de maniere satisfaisante les surmortalités de 2010 pose la
question des apports de substances polluantes (et/ou terrigenes) dans les bassins d’élevage.
Différentes actions de recherche sont en cours. Il est important de rappeler que les anomalies
génomiques n’ont aucun rapport avec I’utilisation de naissain d’écloserie et avec le
développement des elevages d’individus triploides (Rapport Chevassus au Louis).

3. Une influence nette du parcours zootechnique (historique du lot) et du statut sanitaire
des naissains a été mise en évidence.

Le taux de mortalité final pourrait donc étre lié en partie a I’origine (captage naturel porteur
asymptomatique et écloserie, a priori, « indemne », survie en année N, isolement faible ou
fort, type d’élevage eau profonde, estran, claires, en mélange ou non...).

La survie peut étre plus :
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« importante » pour :

1.

les naissains fortement touchés au cours de I’année de captage quel que
soit le statut de la zone d’accueil (infecté ou non). Ces résultats proposent
une alternative intéressante pour les professionnels dans la mesure ou les
mortalités sur les collecteurs ont moins d’incidence économique que les
mortalités au cours des élevages,

les naissains de bancs naturels isolés, €loignés des zones d’élevage. Mais
ils doivent rester dans des zones « épargnés des mortalités»,

les naissains « qualifiés indemnes » d’écloserie mis en élevage dans une
zone peu ou pas touchée par les mortalités (eau profonde, spatialement
isolée). Mais ils doivent rester dans des zones « épargnés » (marais, eau
profonde, zone sans élevage, zone sanctuaire). Ces choix techniques
nécessiteront une réflexion sur la faisabilité économique d’un tel
changement pour les entreprises ainsi qu’une réflexion approfondie sur le
partage du littoral (AMP...).

les naissains sélectionnés pour leurs capacités accrues de survie (lignées
«R» et « A» améliorees, par les programmes de sélection en cours),
quelle que soit le statut de la zone d’élevage.

«moyenne » pour :

1.

les naissains naturels peu touchés par les mortalités en année de
captage N,

les naissains naturels en isolement faible, rapprochés des sites d’élevage
infectés,

«faible» pour :

1.

les naissains « naifs » (notamment d’écloserie) n’ayant pas subi de
mortalité et élevés en mélange avec des naissains naturels (porteurs) dans
une zone touchée par les mortalités.

Il apparait donc indispensable de mettre en place un dispositif de tracabilité et de
certification sanitaire du naissain de captage et d’écloserie: plusieurs pistes sont
envisageables, mais d’ores et déja, I’épreuve thermique représente une avancée importante
dans la mesure ou elle permet de déclencher I’expression virale et donc de distinguer les
naissains « sains », des naissains « porteurs asymptomatiques » et/ou infectieux.

4. Les pratiques d’élevage (densité, bathymétrie..) ont un impact mineur sur les
mortalités dans un milieu déja tres infecté. Méme si elles ne modifient pas grandement la
survie des lots de naissains, I’organisation actuelle de I’ostréiculture présente une extréme
vulnérabilité vis-a-vis de I’émergence de pathogénes nouveaux. L’ importance des transferts
inter-bassins et la

pratique des transferts entre zones ou apparaissent des mortalités et zones
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apparemment moins touchées constituent de puissants facteurs de dissémination d’agents
pathogénes emergents et vont & I’encontre de toutes les approches recommandées dans le
domaine de la santé animale. De plus, I’absence d’informations systématiques sur de tels
transferts (a défaut d’une réglementation) limite les études épidémiologiques et ne peut que
retarder I’identification d’un nouveau phénomene pathologique. La réduction de cette
vulnérabilité de la filiere, qu’elle résulte de I’organisation des professionnels, d’une
intervention des pouvoirs publics ou de leur action conjointe (notamment dans la
réflexion menée autour du nouveau schéma des structures), apparait donc
indispensable.

5. 1l apparait également important de poursuivre les études épidémiologiques plus fines a
I’échelle des différents bassins d’élevage pour identifier les nouvelles zones potentielles qui
pourraient étre définies par I’analyse de I’hydrodynamisme. Sans fournir de solutions
«miracles » elles peuvent permettre de limiter les foyers infectieux et de ralentir la
dissémination des agents infectieux et donc la mortalité.

6. A la lumiere de I’ensemble des résultats obtenus depuis le programme Morest, il semble
primordial de poursuivre les recherches en sélection génétique, parametre clé
déterminant la survie des naissains, et les actions plus fondamentales qui pourront
déboucher a moyen terme sur de nouveaux marqueurs appliqués a la sélection. Ces
approches permettront aussi de définir si les phénoménes de co-infection peuvent
induire un état d’immunodéficience et/ou de fragilité des naissains aggravant ainsi la
virulence des Vibrio et/ou du virus OsHV1 pvar.
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