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Le but de ce programme pathologie est de rechercher et d'étudier les agents pathogénes
connus et inconnus chez les mollusques bivalves marins, plus particuliérement chez I'huitre
creuse, Crassostrea gigas, afin d’identifier d’éventuels agents causant des mortalités, de
proposer des mesures prophylactiques et de définir des conditions zootechniques permettant
aux professionnels de limiter I'impact des maladies sur leur cheptel.

La présence de maladies, chez les mollusques bivalves marins dont l'impact socio-
économique peut étre catastrophique pour les productions conchylicoles, et l'accroissement
des échanges de produits d'aquaculture entre les pays de la CEE et avec les pays tiers
nécessitent le renforcement des recherches dans les domaines de la pathologie. En particulier,
du fait du monoélevage de I'huitre japonaise, Crassostrea gigas, en France, il semble
aujourd'hui indispensable d'effectuer des contrdles zoosanitaires réguliers chez cette espéce.

Ces travaux ont d'autant plus d'importance qu'aujoud’hui, devant les pathologies
rencontrées, les professionnels restent extrémement démunis (traitements inapplicables ou
inexistants). Dans ce cadre, la promptitude du diagnostic ainsi que l'acquisition de données
épidémiologiques et biologiques concernant les agents pathogénes impliqués sont les
meilleurs moyens d'éviter leur dissémination chez les mollusques bivalves marins.

Les travaux entrepris dans ce cadre par 'URPIG, semblent d'autant plus indispensables
qu'il n'existait pas jusqu'a ces derniéres années de pathologies identifiées chez I'huitre creuse,
Crassostrea gigas, sur le littoral frangais.

Cependant depuis 1991, sont apparus dans certaines €closeries frangaises des épisodes de
mortalité sur des larves de cette espéce. Il a été possible de détecter un virus apparenté a la
famille des Herpesviridae par ses caractéres morphologiques (NICOLAS et al., 1992) et de
démontrer sa pathogénicité pour les larves (LE DEUFF et al., 1994). Par ailleurs, en 1993,
1994 et 1995, un virus de méme type, a été observé en association a de fortes mortalites sur
différents lots de naissain de la méme espéce, originaires d’écloseries et de captage naturel.

Par ailleurs, en 1993, suite a I'observation d'anomalies au niveau des branchies chez des
huitres creuses provenant de Charente Maritime et du bassin d'Arcachon associées a de
médiocres performances de croissance, il a été entrepris des analyses de divers échantillons,
en histologie classique et en microscopie électronique a transmission. Ces examens ont permis
de révéler la présence au niveau des branchies, chez un nombre non négligeable d'animaux,
d’un microorganisme de type chlamydien (RENAULT and COCHENNEC, 1995). 11 a
également ét¢ possible, chez cette méme espéce, de détecter la présence d'un organisme de
type rickettsien au niveau bes branchies (RENAULT, COCHENNEC and CHOLLET, 1995).
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Objectifs

Les principaux objectifs de ce programe, visent essentiellement a développer des
programmes chez les mollusques bivalves marins dans les domaines de la patho-
logie : diagnostic, pathologie expérimentale et épidémiologie.

Programme

Pour tenter de répondre & ces objectifs, trois actions de recherche ont été
proposées -

* Action 1 :
- Recherche et purification d'agents pathogéns chez les bivalves.

- Essais de reproduction expérimentale de maladies au laboratoire.

* Action 2 :

- Tests de conditions stressantes et contrfle sur l'expression et/ou le
développement de maladies au laboratoire.

* Action 3 :

- Essais de traitements (pathologies bactériennes en milieu confiné : écloseries-
nurseries).

IFREMER La Tremblade




Infrastructures

Matériel

L'URPIG dispose de :

* 6 salles d'expérience (1 salle des centrifugeuses, 1 salle d'histologie, 1 salle de
préparation des échantillons pour la microscopie électronique, 1 salle de cultures
cellulaires et 1 salle de bactériologie/électrophorése, 1 salle réservée a la biologie
moléculaire).

* 1 salle climatisée pour le microscope électronique & tansmission.
* 1 laboratoire photo.
* ] salle de rangement des produits.

1 cuisine-laverie.

De plus, 'URPIG dispose d'une salle de quarantaine dans le batiment écloserie de
Ronce les Bains et d'une salle de manipulation des agents pathogénes des
molluques bivalves.

Une salle de manipulation de radioéléments (avec agrément) est également
opérationnelie.

Le matériel scientifique principal est constitué par :

* 1 microscope électronique JEOL JEM 1200 EX.

* 2 hottes a flux luminaire EUROFLUX.

¢ ] ultracentrifugeuse BECKMAN.

* 1 centrifugeuse BECKMAN.

* 1 centrifugeuse de paillasse. Cytocentrifugeuse.

¢ 1 cryotome JUNG.

¢ | automate 3 déshydratation et imprégnation des piéces histologiques LKB.
¢ 1 platine inclusion paraffine pour piéces histologiques LKB.
* 4 microscopes dont un équipé en épifluorescence.

* 1 étuve CO, FORMA SCIENTIFIC + 3 étuves MEMMERT.
* 1 lecteur ELISA.

* Matériel électrophorése (cuve et générateurs).

* Matériel séquengage ADN (cuves et générateur).

* 1 sécheur de gel.

* Réfrigérateurs et congélateurs -20°C.

* 1 congélateur -80°C.
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Personnel

* 2 conteneurs azote liquide.

¢ 1 appareil PCR
* | autoclave.
* 1 Speed Vac.

¢ 1 scintillateur Packard.

L'équipe en 1995 était composée de :

P | scientifi
* Responsable : Tristan RENAULT GIE/RA
¢ Cadres Benoit THUILLIER IFREMER (CDD jusqu' a fin
octobre 1995)
Franck BERTHE IFREMER (Recrutement avril
1995)
o Techniciens : Nathalie COCHENNEC IFREMER
Bruno CHOLLET IFREMER
Philippe HAFFNER IFREMER (mobilité interne, arrivé
avril 1995) '
¢ Thésards : Rose-Marie LE DEUFF IFREMER (thése soutenue le 21
déc. 1995)
Qinggang XUE Arrivé le 15 octobre 1995
P | administratif R2
* Secrétariat Yvette SIMIAN (1/4 temps) IFREMER
 Comptabilit¢ : Martine GRASSET (1/8 temps)  GIE/RA

* Documentation : Florence RIVET (1/4 temps) IFREMER

P | administratif et logist hé & Iz stat

¢ Entretien

¢ Logistique

Ginette CAILLETEAU (1/2 temps) IFREMER
Emile PLANCHE (1/8 temps) IFREMER
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2020 huitres creuses provenant du littoral atlantique (sud Loire - frontiére espagnole)

ont été analysées sur coupes histologiques.

Orisine écloseri

VENDEE
BAIE DE BOURGNEUF

lots) :

- 114 animaux a suspicion
d'infection & virus de
type herpés (17 lots).

- 10 animaux avec des
corpuscules éosinophiles
(2 lots).

- 5 animaux avec des
Myrilicola.

- 5 animaux avec des
ciliés.

26 individus analysés (1
lot) :

- 9 animaux avec des
Mytilicola.

- 2 animaux avec des
rickettsies.

CHARENTE
MARITIME
MARENNES OLERON

573 individus analysés (20
lots) :

- 32 animaux a suspicion
d'infection a& virus de
type herpés (6 lots).

- 33 animaux avec des
corpuscules éosinophiles
(7 lots).

- 17 animaux avec des
anomalies du muscle
adducteur (3 lots).

- 4 animaux avec des
Mytilicola

Pas d'analyse

GIRONDE ARCACHON

30 individus analysés (1
lot) : 2 animaux avec des
dégénérescences du
muscle adducteur.

Pas d'analyse

TOTAL ANIMAUX
ANALYSES

1050 individus analysés
(41 lots).

26 individus analysés (1
lot).
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AIN

143 individus analysés

(20 lots) :
- 24 animaux a suspicion

VENDEE d'infection a virus de 28 individus analysés (1
BAIE DE BOURGNEUF | type herpés (17 lots). lot) : 3 animaux avec du
- 4 animaux avec des Mytilicola.
corpuscules éosinophiles
(2 lots).
- 1 animal avec des
Mytilicola.
304 individus analysés (12
lots):
- 3 animaux a suspicion
d'infection a virus de 325 individus analysés (14
type herpés (3 lots). lots):
CHARENTE - 3 animaux avec des - 19 animaux avec des
MARITIME corpuscules éosinophiles | Myrilicola.
MARENNES OLERON { (2 lots). - 16 animaux avec des
- 13 animaux avec des ciliés.
anomalies du muscle - 2 animaux avec des
adducteur. kystes.
- 3 animaux avec des - 1 animal avec des
rickettsies. rickettsies.
- 3 animaux avec des
ciliés.
- 5 animaux avec des
Mytilicola
- 3 animaux avec des
flagellés.
90 individus analysés (3
lots)
GIRONDE ARCACHON| - 11 animaux avec des 27 individus analysés (1
anomalies du muscle lot): RAS
adducteur (2 lots).
- 5 animaux avec des
Mytilicola.
- 1 animal avec des ciliés.
TOTAL ANIMAUX | 537 individus analysés 380 individus analysés
ANALYSES (35 lots). (16 lots).
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Contréles avant importation

Les analyses effectuées concernent des individus fixés provenant de pays tiers avant
introduction en France d'animaux vivants provenant des mémes lots. Ces introductions
d'animaux vivants ont été réalisées dans le cadre d'un programme de mise en place d'un
conservatoire de souches, mené par I'Unité de Recherche en Génétique et Ecloserie du
laboratoire IFREMER de La Tremblade.

353 individus originaires de divers pays ont fait I'objet d'une analyse en microscopie
photonique. Ces analyses ont concemé cinq espéces différentes : 219 Crassostrea gigas, 32
Ostrea edulis, 30 Crassostrea angulata, 32 Crassostrea sikamea, 40 Crassostrea rivularis.

1- Crassostrea gigas

- 3 animaux a suspicion d'herpés.
- 2 animaux avec des corpuscules
éosinophiles.

IRLANDE 70 - 3 animaux avec des ciliés.

- 2 animaux avec une hypertrophie
de certains diverticules digestifs.
149 - 3 animaux avec des parasites de
COREE DU SUD | 7 Axhisto. |type Marteilioides.

142 Ax frottis | - 2 animaux avec des ciliés.

2 - Ostrea edulis
32 individus en provenance d'Irlande ont été analysés sur frottis cardiaques, aucun
pathogéne n'a été decelé.

3 - Crassostrea angulata
30 individus en provenance d'Espagne ont été analysés sur coupes histologiques. Ces
analyses ont révélé sur 10 animaux la présence d'images de type kystique d'origine

indéterminé, dans la glande digestive.

4 - Crassostrea sikamea
32 individus originaire des Etats-Unis ont été analysés sur coupes histologiques.
-
- 2 animaux avec une prolifération
ETATS-UNIS 20 de cellules brunes.
(Bodega Bay) - 5 animaux avec des ciliés.
- 1 animal avec des rickettsies.
ETATS-UNIS - 5 animaux avec des parasites de
(Bodega Bay) 12 type Marteilioides.
Importées a La - 3 animaux avec des corpuscules
Tremblade éosinophiles. »
(URGE)
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5.C vulari

40 individus, originaires des Etats-Unis et mis en eau & La Tremblade, ont été analysés
sur coupes histologiques. Ces examens ont révélé la présence sur 3 animaux de parasites de
type Bonamia.

A/ ESSAIS DE REPRODUCTION DE L'INFECTION VIRALE

Divers essais ont été menés au cours de l'année 1995, afin de reproduire la maladie au
laboratoire.

Il a été ainsi possible de reproduire comme les années précedentes, l'infection chez des
larves axéniques par inoculation dans les ballons d'élevage de broyats de larves virosées. Ce
résultat est intéressant dans la mesure ou il montre qu'il est possible, grace a la congélation de
matériel virosé, de reproduire la maladie a tout moment. De plus, il a été possible d'infecter
expérimentalement des larves conventionnelles, en inoculant dans les bacs d'élevage des
larves axéniques virosées expérimentalement. Ce type d'infection permet d'obtenir de plus
grandes quantités d'animaux virosés. En effet, cette approche a été developpée dans le but
d'avoir des quantités de matériel biologique suffisantes pour entreprendre des essais de
purification.

Quelques essais ont été également réalisées sur naissains et adultes. Dans ce cas, aucune
mortalité n'a été observée chez les animaux ayant subi les essais.

B/ PURIFICATION DU VIRUS

Les travaux concernant le virus de type herpés, observé chez les huitres, ont été
poursuivis en 1995 et ont été couronnés de succés. En effet, les efforts concertés de l'ensemble
du personnel de I'URPIG, en 1995, ont permis d'aboutir a la mise au point d'un protocole de
purification du virus, malgré les difficultés rencontrées (impossibilité de reproduire le virus
sur lignées cellulaires, dépendance vis a vis des professionnels pour I'approvissionnement en
matériel infecté et difficulté de planifier les expériences de ce fait).

En effet, il a été possible de purifier & plusieurs reprises des particules virales a partir de
larves virosées fraiches (Figure 1). Cependant, le méme protocole (Figure 2) testé sur des lots
de naissains présentant des mortalités anormales n'a pas permis d'aboutir a un résultat probant.
Il a, en effet, été possible d'observer quelques particules virales pour certains lots. Ces
résultats peuvent s'expliquer par le fait que certains des essais ont été réalisés a partir
d'animaux pour lesquels il n'y avait pas d'infection, mais seulement des mortalités non liées a
la présence du virus (confirmation a posteriori de I'absence de suspicion d'infection virale par
les analyses histologiques). Une autre hypothése a retenir est un effet de dilution des virions
par le biais de la quantité de tissus utilisée pour la purification dans ce cas.

Par ailleur, les essais effectués & partir de larves ou de naissains virosés conservés
congelés a -20°C, ont été infructueux.
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Figure 2 : Protocole de purification du virus de type herpés observé chez

les hufitres.
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C/ EXTRACTION ET CLONAGE DE L'ADN VIRAL
Les quantités de virus purifiés ainsi obtenues ont permis d'entreprendre divers travaux :

- De réaliser l'extraction de I'ADN viral et d'effectuer une premiére caractérisation de ce
matériel par digestion avec des enzymes de restriction et électrophorése en gel d'agarose. Il a
été ainsi possible de démontrer que les particules virales purifiées contiennent un acide
nucléique de type ADN, double brin (Figure 3). Cet ADN a une taille d'environ 180 Kpb. Ce
résultat étaye I'hypothése de I'appartenance de ce virus a la famille des Herpesviridae, virus a
ADN double brin dont la taille du génome varie de 120 a 220 Kpb.

- De cloner des fragments de I'ADN extrait des particules virales purifiées, aprés
digestion par I'enzyme EcoRI (Figure 3). Le clonage a été réalisé en plasmide Bluescript II KS
(-). Le choix d'un clonage en plasmide et non en phage a été dicté par des raisons pratiques.
En effet, ce type de clonage permet d'obtenir relativement rapidement des sondes nucléiques
adéquates pour réaliser des outils spécifique de diagnostic.

Les plasmides recombinants ont été produits en bactéries XL 1 Blue, ils sont au nombre de 300
environ. Quatre de ces fragments clonés ont été choisis en fonction de leur longueur
différente, afin de vérifier leur spécificité. Les premiers essais d'hybridation sur membrane ont
donné des résultats trés positifs. En effet, les quatres fragments testés donnent un marquage
net sur les ADN extraits de larves et de naissains virosés et pas de marquage sur de ' ADN
extrait d'huitres creuses adultes saines.

D/ MISE AU POINT D'OUTILS DE DIAGNOSTIC DE L'INFECTION VIRALE

Séquencage et dessin d'amorce pour la PCR

Suite a ces résultats, le séquencgage de ces quatre fragments clonés a été entrepris par C.
Delsert (IFREMER/GAP - Séte) afin de pouvoir définir des zones propices a la construction
de couples d'amorces pour la PCR. Nous disposons & l'heure actuelle d'amorces qui nous
permettent d'obtenir une amplification claire sur ADN viral purifié, sur ADN extrait de larves
virosés, sur broyats de larves et de naissains infectés et une absence d'amplification sur ADN
d'huitres adultes saines (Figures 4 et 5).

Obtention d'anticorps spécifiques du virus

Trois souris BalbC ont été immunisées avec du virus purifié. Les sérums et les ascites
(contenant des anticorps spécifiques) ont été récupérés apres sacrifice des animaux. L'une des
ascites montre une réactivité claire sur coupes histologiques de tissus dhuitres infectées
(Figure 6). Par ailleurs, les animaux immunisées ont également servis & réaliser une fusion
lymphocytaire dans le but d'obtenir des anticorps monoclonaux spécifiques du virus. Les
analyses pour cette derniére expérimentation sont en cours.
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Figure 3 : ADN extrait de particules virales purifiées - Analyse en gel

d'agarose.

Bgl II, EcoR I : Profils électrophorétiques obtenus aprés digestion de I'ADN viral
respectivement par les enzymes de restriction EcoR I et Bgl II. Non digéré : Profil
électrophorétique de I'ADN viral non digéré. MT2 : Marqueur de taille MT2, Eurogentech.
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Figures 4 et 5 : Analyses d'échantillons en PCR.

M : Marqueur de taille 2, Eurogentech. Fleche : Fragment amplifié aprés la premiere PCR.
Téte de fléche : Fragment amplifié aprés la deuxiéme PCR. 4 & 7 : Echantillons de larves
saines. 8 : Echantillons de larves virosées.

M : Marqueur de taille 2, Eurogentech. 1, 2, 3, 4 et 12 : Echantillons sains. 5 a 11 :
Echantillons virosés.




Figure 6 : Immunomarquages (immunoperoxidase) sur coupes paraffine
d'animaux infectés.




En conclusion, il est clair que la mise au point d'un protocole de purification du virus de
type herpés observé chez les huitres correspond a la levée d'un point de blocage. En effet,
grice a ce protocole, il a été possible de purifier des quantités non negligeables de particules
virales et de préparer des réactifs de diagnostic spécifiques. Nous disposons donc a I'heure
actuelle d'outils qui vont nous permettre de préciser I'implication possible de I'herpésvirus
dans les phénoménes de mortalité observés chez le naissain de Crassostrea gigas. Cependant,
des travaux au laboratoire sont encore nécessaires pour démontrer le réel pouvoir pathogéne
du virus sur les stades naissain.
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