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ABREVIATIONS

ADN : Acide DésoxyriboNucleique

dNTP : Désoxyribonucléotide

BET : Bromure d’Ethidium

DEL : Direction Environnement et aménagement du Littoral
DO : Densité Optigue

EDTA : Ethyléne Diamine Tetra acetic Acid

H : heure

IFREMER : Institut Frangaise de Recherche pour I’Exploitation de la MER
ITS : Interval Transcript Sequence, intervalle transcrit
LCPC : Laboratoire Conchylicole de Poitou Charentes

LGP : Laboratoire de Génétique et Pathologie

M. maurini : Marteilia maurini

M. refringens : Marteilia refringens

min : minute

MgCl, : Chlorure de Magnésium

OIE : Office International des Epizooties

pb : paire de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction, réaction de polymérisation enzymatique en chaine
REPAMO : Réseau de Pathologie des Mollusques

RILP : Restriction Fragment Length Polymorphism

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate

TAE : Tris Acetate EDTA

Taq : Thermophilus aquaticus

Tris ; hydroxymethyl aminomethane



PRESENTATION DE LA STRUCTURE D’ACCUEIL

L’TFREMER
Institut Frangaise de Recherche pour I’Exploitation de la MER

1) Sur le plan national

L’TFREMER est un établissement Public a caractére industriel et commercial (EPIC).
Il a été fondé le 5 juin 1984 et résulte de la fusion entre le Centre National pour
I’Exploitation de I’Océan (CNEXO) et I'Institut Scientifique et Technique des Péches
Maritimes (ISTPM).

Son budget annuel est d’environs 150 millions d’euros qui proviennent en partie des
subventions accordées par I’Etat.

L’IFREMER emploie 1380 salariés.

Cet institut possede 5 centres (Boulogne-sur-mer, Brest, Nantes, Toulon et Tahiti) et
72 laboratoires ou services de recherche, répartis en 26 stations sur tout le littoral
métropolitain et dans les départements et territoires d’outres mer (DOM/TOM).

Ses missions :

Les missions de PIFREMER sont la recherche et le développement technologique pour la

connaissance de I’océan et de I’exploitation des ressources marines,

Soit de :

¢ Connaitre, évaluer, prévoir I’évolution des ressources des océans et permettre leur
exploitation durable,

¢ Améliorer les méthodes de surveillance, de prévision, d’évolution, de protection et de mise
en valeur du milieu marin et cotier;

¢ Favoriser le développement socio-économique du monde maritime,

¢ Avoir un role de service public (aide a la décision), de conseil et d’expertise auprés de
I’Etat, des collectivités territoriales, des milieux professionnels de la mer (marins,
pécheurs, aquaculteurs), et aussi des industriels de la transformation et de la valorisation
des ressources maritimes.

2) La station de La Tremblade
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Elle regroupe 3 laboratoires :

4 Un laboratoire cOtier de la Direction Environnement ¢t aménagement du Littoral
(DEL) dont les missions consistent & mettre en ceuvre des réseaux de surveillance
garantissant aux conchyliculteurs et aux consommateurs une qualité des eaux et
des coquillages.

¢ Le Laboratoire Conchylicole de Poitou-Charentes (LLCPC ) qui étudie entre autres la
croissance des coquillages, afin d’améliorer les productions du bassin Marennes-
Oléron.

¢ Lc Laboratoire de Génétique et Pathologie (LGP ) qui est spécialisé en génétique et
pathologie des bivalves marins.

Directeur de la Station et du LGP : Philippe GOULLETQUER

3)Mon service : le LGP

Le LGP est le Laboratoire Communautaire de Référence pour les Maladies des
Mollusques et le Laboratoire de Référence pour [’Office International des Epizooties (OIE)
pour la marteiliose et la bonamiose, deux parasitoses affectant I’huitre plate, Ostrea edulis.

Ses fonctions consistent en I’entretien d’une collection de matériel de référence relatif
aux maladies des mollusques marins (que se soient des blocks ou coupes histologiques,
photographies, ADN, collection de souches de bactéries congelées, etc...), la mise au point
de méthodes de diagnostic des principaux agents pathogénes, la formation d’experts et
I’assistance a la Commission Européenne et la Commission des Standards pour les
Animaux Aquatiques de I’OIE,

J7ai effectué mon stage dans 1’équipe de pathologie du LGP, et plus particuliérement
dans le cadre de I’étude de la marteiliose, développée par le Dr Berthe.
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Figure 1 : Schéma du cycle de développement de Marteilia refringens au sein de Ostrea




INTRODUCTION

L’huitre est un mollusque lamellibranche appartenant & la Famille des Ostreidae. Cette
famille est notamment composée par le genre Ostrea.

Les huitres comme tout autre organisme sont sujettes a diverses maladies, ainsi en
France 4 la fin des années 70 on observe, dans la riviére de |’ Aber Wrach située sur la céte
Nord de la Bretagne, une épizootie touchant I’huitre plate, Ostrea edulis, et se manifestant
par des taux de mortalité pouvant atteindre 90% (Herrbach, 1971). A 1’époque, malgré
cette mortalité anormale, aucune mesure particuliére visant & limiter les transferts d’huitres
plates n’est mise en place ou suivi d’effet. Ainsi, dés la fin de ’été 1969, apparait dans les
claires du Bassin de Marennes Oléron, une mortalité anormale d’huitres plates d’origine
bretonne.

Comps en 1970 ainsi que Herrbach en 1971 montrent que le phénomeéne est du a des
cellules sphériques uninuclées qui semblent évoluer vers des cellules polynuclées donnant
naissance & des sporanges caractérisés par la présence de corpuscule réfringents. Ces
cellules particuliéres seront par la suite identifiées comme correspondant & des stades de
développement de Marteilia refringens, parasite décrit par Grizel et collaborateurs (Grizel
et al., 1974). On donnera & la maladie le nom de maladie des Abers puis de marteiliose en
raison de son agent causal.

La marteiliose se manifeste par une absence de croissance et une maigreur de ["huitre.
De plus on note que la masse viscérale est anormalement décolorée et jaune pédle. Les
symptdmes de la maladie sont parfois visibles macroscopiquement et accompagné d’une
altération des branchies et des palpes. La mort des huitres est vraisemblablement dfe au
blocage de glande digestive par le parasite et a la baisse d’absorption pour I’hdte quoique
I’on ne puisse exclure une action toxique (Grizel ef al., 1974, Grizel 1985).

Marteilia refringens est un parasite extra-cellulaire de la glande digestive de 1"huitre
plate. Les premiers stades du parasite se développent au niveau des palpes, de la bouche et
de 'estomac. Pour les stades les plus avancés, le développement se fait essentiellement au
niveau de la glande digestive.

Le stade initial du parasite est constitué par une cellule souche ou cellule primaire
(Grizel et al 1974) dont la différenciation nucléo-cytoplasmique aboutit & la formation
intra-cellulaire de cellules secondaires(cf figure 1).

Les cellules primaires peuvent contenir jusqu’a 8 cellules secondaires ou sporanges,
terme utilisé pour les cellules contenant les spores et caractérisées par la présence de
corpuscules réfringents (Herrbach 1971, Lubat 1990) qui par division endogéne vont
produire 4 cellules tertiaires (=spore) par cellules secondaires.

Chaque cellule tertiaire contient trois sporoplasmes issus de divisions endogénes.

Arrivée a maturation, la paroi des cellules primaires se rompt [ibérant les sporanges
dans la lumiere des diverticules digestifs (Herrbach, 1971 ; Grizel, 1985) ce qui occasionne
la destruction des épithéliums de la glande digestive (Alderman, 1979 ; Robledo et
Figueras, 1995). Le parasite est alors disséminé dans I’environnement via les fécés.



Les premiers critéres de différenciation du genre Marteilia, basés sur les observations
de lultrastructure du parasite ainsi que sur les hétes qu’il infeste, semblent désormais
insuffisants. 1l a été démontré que la séquence 18S {codant pour I’ARN de la petite sous-
unité ribosomique) s’aveére étre un outil plus précis pour la détermination de genre (Le
Roux et al,1999 ; Berthe et al., 2000). Toutefois le niveau de conservation de cette
séquence semble étre un obstacle a la différenciation de parasites proches. Certaines études
ont donc été menées afin de pallier ce probléme. Le Roux ef o/ en 2001 ont montré qu’il
existe un dimorphisme dans la région ITS-1 des génes ribosomaux chez Marteilia. Cela a
permis de mettre en évidence I’existence un type O, détecté chez les huitres, et un type M
détecté chez les moules Mytilus edulis et Mytilus galloprovincialis. Le types O pourrait
correspondre a 1’espece refringens et le type M a l'espéce maurini.

Lors des études faites sur le dimorphisme des espcces de Marteilia en Europe (Le
Roux et al., 2001} il a été découvert quelque rare cas de co-habitation de Marteilia type O
et Type M au sein d’un méme organisme (=co-détection).

La co-détection est un phénoméne qui semble étre visible dans le milieu naturel mais
rare, il convient donc d’étudier la fréquence de celui-ci.

Par conséquent, I'un des buts de mon stage est d’observer la prévalence de ce
phénomeéne dans le milieu naturel. Pour cela nous avons prélevé des échantillons d’huitres
et de moules au sein de la riviére du Crac’h 1a ou des co-détections ont été découvertes
(Trinité, Morbihan).

Un de mes autres objectifs est de savoir dans les cas de co-détection chez Mytilus
edulis, si la moule est vectrice du parasite de ’huitre plate ¢’est 4 dire si le cycle du type O
est complet chez cet hote.

11 existe plusieurs hypothéses pouvant expliquer la co-détection chez la moule :
# Les moules permettent le développement et la propagation du parasite
{ce qui pourrait donner lieu a une réglementation pour le transport des moules).
#les moules sont un cul de sac pour les parasites.
Pour cela on a cherché a provoquer le passage du parasite de I’huitre & la moule par
I’intermédiaire d’un écosystéme semi-clos(=la claire).
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Figure 2 : Carte des points d’échantillonnage.




MATERIEL ET METHODES

1) Approche expérimentale

Afin d’étudier la co-détection chez la moule Mytilus edulis, nous avons recherché le
phénomeéne dans le milieu naturel gue constitue la riviére du Crac’h mais nous avons aussi
essayé de le reproduire expérimentalement dans les claires ostréicoles.

Dans ces deux situations, la recherche de parasite s’est effectuée grace a diverses
techniques. Des techniques telles que le frottis et la PCR/RELP nous permettent une
identification du parasite alors que ’hybridation in situ et |’histologie nous permettent de
localiser Marteilia.

La démarche de notre recherche a été, tout d’abord, de déterminer les individus
infectés par un Marteilia grice a utilisation de frottis, effectués sur la glande digestive.
Une fois que 1'on a détecté la présence d’un type de Marteilia, il convient de connaitre &
quelle espece il appartient. Pour cela, nous avons utilisé la PCR/RFLP qui permet de
différencier Marteilia refringens de Marteilia maurini et ainsi d’évaluer la prévalence du
phénomeéne. Dans le cas d’une co-détection, ¢’est a dire de présence conjointe des deux
parasites, il semble nécessaire de pouvoir localiser Marteilia refringens chez la moule afin
de pouvoir déterminer si sa présence est due a un accident ou si elle correspond a une
véritable infection, et & une sporulation. 1. hybridation iz situ est une technique qui semble
bien convenir a ce type de recherche car elle permet de localiser spécifiquement Marteilia
{schéma résume cf annexe 1).

2) Matériel

L/

% Expérience en riviére de la Trinité

Les prélévements ont eu lieu le 15 juillet pour diverses raisons. Tout d’abord a cette
date, la température de la riviére du Crac’h dépassait les 17°C ; ce qui permet, comme Iont
démontré Audemard ef al en 2001, le re-largage du parasite par Ihuitre plate. De plus, le
fort coefficient de marée, ce jour 14, permet une collecte plus aisée & marée basse.

Nous avons échantillonné 3 lots de 200 moules, chaque lot correspondant a un lieu
géographique de I'estuaire du Crac’h. En effet, on sait que le re largage de Marteilia
refringens par Ostrea edulis est fonction non seulement de la température mais aussi de la
salinité parameétre pour lequel les différents points prélevés nous permettent d’avoir un
gradient (I’échantillonnage c’est fait de Pintérieur de la riviére vers I’extérieur : Route de
Saint Philibert, le Grasu et la pointe du Kerbihan, cf figure 2).

1l a été décideé de récupérer 600 moules car il semble que la prévalence du phénomene
a étudier soit inférieure a 1%. En effet, 1’étude précédente sur ce site (cf stage de S.Faure)
semble montrer que le taux d’apparition du phénomeéne est inférieur a 0.5% par conséquent
le prélévement de 600 moules permet d’avoir une probabilité de détection de 95% pour un
événement dont la prévalence est inférieure a 1%.



Nous avons également échantillonné 200 huitres plates trouvées sur les tables
ostréicoles servant i la culture d’huitres creuses. Ce lot d’Ostrea edulis, nous permet de
vérifier la présence de M. refringens sur ce site.

+¢ Expérience en claire a Qléron

Afin de forcer le passage de Marteilia refringens de 'huitre vers la moule, 1000
individus (Mytilus edulis) provenant des filiéres du Pertuis Breton ont ét¢, dans un premier
temps, placés & 21°C pour permettre leur acclimatation a des températures élevées. Cette
étape s’avére nécessaire afin d’éviter une mortalité trop élevée lors de leur placement en
claire ot les températures avoisinent 28°C (température 1étale pour les moules).

Dans un deuxiéme temps, aprés 2 semaines a 21°C, les 3 poches de moules indemnes
de Marteilia ont été installées sur les tables ostréicoles de la claire, a c6té d’huitres plates
parasitées, nous avons ensuite procédé i 2 échantillonnages de moules. Les deux
prélévements, constitué chacun de 150 individus, ont été réalisés, la premiére fois aprés 3
semaines de co-habitation entre les moules et les huitres puis aprés I mois et 3 semaines,
ces délais sont nécessaires pour s’assurer du passage du parasite de ’huitre vers la moule.

Parallélement a cela nous avons effectué des prélévements de copépodes une semaine
avant chaque échantillonnage de moule car le copépode fait parti des hotes du parasite
(Audemard, 2001) par conséquent ce prélévement nous permet de vérifier la présence de
Marteilia refringens au sein de notre claire.

3) Méthodes

a)Frottis

Cette technique permet une visualisation rapide d’éventuels stades de Marteilia
présent dans la glande digestive (screening).

Pour cela un fragment de glande digestive est prélevé sur la moule, il est ensuite séché
sur papier filtre. Le fragment est ensuite appliqué sur une lame de verre ; celle-ci passe
successivement dans différents bains afin de permettre la fixation (méthanol) puis
coloration des structures cellulaires & I’aide d’un kit Giemsa (hemacolor 2 et 3), puis rincé
a I’eau et séché.

b)PCR et PCR-RFLP

% Extraction de ’ADN :

Une demi-moule congelée a —20°C est broyée puis mélangée avec 10 volumes d’une
solution de lyse (NaCl 100mM, EDTA 25mM pH=8, SDS 0.5%, Tris 5mM pH=g)
additionnée de Protéinase K (100pg/mL). On laisse incuber une nuit a 55°C avant de
mélanger 1 volume de solution de lyse avec 2 volumes d’un mélange phénol +
chloroforme. Une centrifugation pendant 10 minutes & 10.000 rpm & température ambiante
permet de récupérer le surnageant contenant les acides nucléiques auquel on ajoute 1/10 de
volume d’acétate de sodium a 3M pH=5.4 ainsi que 2,5 volumes d’éthanol absolu. Aprés
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une incubation de 30 minutes 4 —20°C, et une centrifugation de 10 min a 10.000 rpm & une
température de 4°C, le culot est lavé grace a 1 ml d’éthanol a 70°C. De nouveau, on
centrifuge pendant 5 min & 10.000 rpm & 4°C avant de sécher les culots ainsi obtenus. Les
acides nucléiques sont remis en suspension dans 50 ul d’eau.

Les contrdles d’extractions se font soit par la mesure du rapport DO 260nm/DO 280
nm soit par migration sur gel agarose a 0.7% dans un tampon TAE 1X (en présence de
BET) (méthode : Sul d’extrait + 95ul d’eau).

% Réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La technique de PCR est utilisée pour amplifier spécifiquement et de fagon
exponentielle un fragment d’acide nucléique situé entre 2 séquences connues .

Pour un tube PCR, on mélange lul. d’extrait (3 100pg d’ADN/ml) avec 5ul de
tampon enzyme, 2.5ul de MgCl,, 5ul. de dNTP, 0.5ul. Tag DNA polymérase, 0.5ul.
d’amorces et 35pL d’eau.

Programme PCR
# 5 min & 94°C ( dénaturation)
# 30 cycles correspondant 3 ;
1) dénaturation : 1min a 94°C
2) hybridation : Tm selon les amorces utilisées
3) élongation : 1min & 72°C
#10 min a 72°C (élongation)

Le contrdle de la PCR se fait par migration électrophorétique sur gel d’agarose a 1%
dans un tampon TAE 1X en présence de BET, ce contrdle se fait grice a des séquences

conservées dans le régne eucaryote (amorces CAS1S et CS1 ; Le Roux ef al 1999).
\‘—-"'-- e e

% Digestion enzymatique avec Hha 1 (RFLP)

Cette enzyme permet une coupure différentielle de I’'ITS-1 du genre Marteilia. En
effet Marteilia maurini posséde trois sites de restriction sur son ITS alors que Marteilia
refringens n’en posséde que deux.

La digestion des produits de PCR par I’enzyme de restriction Hha I permet d’obtenir
deux types de profil correspondant & Marteilia refringens et Marteilia maurini et un
troisiéme profil signiant la présence simultanée de Marteilia refringens et M. maurini u
co-détection.

Profil PCR/RFLP de M maurini Profil PCR/RFLP de M refringens

018

226 pb

156/157 pb 156/157 pb
68 pb




Profil PCR/RFLP d’une co-détection & Marteilia refringens et Marteilia maurini

226 pb

156/157 pb
68 pb

Pour obtenir cela on mélange 10uL de produit PCR, 2puL de tampon enzyme 10X, 1pL
d’enzyme (Hha 1), 7ul. d’eau avant de laisser incuber lheure 4 37°C. On procéde ensuite a
une migration électrophorétique sur gel d’agarose a4 2% dans un tampon TAE 1X en présence

de BET,



Figure n°3 : Produit de PCR-ITS utilisant les amorces spécifiques de Marteilia (M2S et
M3AS). La migration des produits PCR se fait sur un gel d’agarose a 1% et est visualisé grace
au Bromure d’ethidium.

Puits 1 : Echelle. Puits 2 : Témoin négatif. Puits 3 4 7 : Produits PCR. Puits 8 : Témoin positif
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156/157 pb

==¥ L
2

Figure 4 : Digestion des produits de la PCR-ITS par ’enzyme Hha 1. La migration des produit
PCR se fait sur un gel d’agarose & 2% et est visualisé grace au Bromure d’ethidium.

Puits 1: Echelle. Puits 2 a 5: Produits de la digestion par Hha 1 des ADN de moules
amplifiés grace aux amorces M2S et M3AS. Puits 6 : Echelle. Puits 7 a 10 : Produits de la
digestion par Hha 1 des ADN de moules amplifiés grace aux amorces M2S et M3AS.
Puits 11: Echelle. Puits 12 : Produit de la digestion par Hha 1 des ADN de copépodes
amplifiés grace aux amorces M2S et M3AS.



RESULTATS

1. Expérience de la Trinité

Sur les trois lots de moules échantillonné a la Trinité un seul a été traité durant mon
stage. Ce lot de 200 moules a donné 29 résultats positifs en détection de Marteilia par
frottis de glande digestive. Aprés la PCR conservée puis spécifique pour Marteilia, on
constate que 21 individus sont positifs (cf annexe 2 et cf figure 3). Aucun de ces 21 cas ne
révele un profil caractéristique de Marteilia refringens aprés digestion par ’enzyme Hha 1
(cf figure 4).

2. Expérience de la claire

a) Présence de Marteilia dans les copépodes

Le but de 'expérience réalisée en claire était de forcer le parasite a passer de huitre
plate, Ostrea edulis, a la moule, Mytilus edulis. Pour cela il est nécessaire de vérifier que le
parasite Marteilia refringens est bien présent au sein de la claire et que son cycle y est bien
fonctionnel. Nous savons que le copépode Paracarcia grani est un hote de M. refringens et
que cette espéce est présente dans notre claire d’expérimentation. Pour chacun des tamis,
nous avons fait une extraction, une PCR ainsi qu’une digestion enzymatique du produit
d’amplification (cf annexe 3).

% Echantillon du 10/08/03 :

Seule les ADN issus des tamis 125um et 300um sont exploitables. Ces deux
préléevements ont donné une amplification en PCR conservée. La présence de Marteilia est
confirmée pour le tamis de 300um, de plus nous avons constaté par digestion a Hha I que
I’espéce présente était Marteilia refringens (cf figure 4).

% Echantillon du 28/08/03 :
En ce qui concerne la deuxiéme série de copépodes prélevés, Pamplification en PCR

conservée a €té possible, mais nous n’avons pas mis en évidence la présence de Marteilia
en PCR spécifique.

b)Présence de Marteilia dans les moules

Les 200 frottis de glande digestive provenant du premier prélévement n’ont pas permis
de mettre en évidence la présence de Marteilia.
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Figure 5: Digestion des produits de la PCR-ITS par 'enzyme Hha 1. La migration des
produits PCR se fait sur un gel d’agarose a 2% et est visualisée grace au Bromure d’ethidium.
Puits | : Echelle. Puits 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 et 18 : Produits de la digestion par Hha 1 des
ADN de moules amplifiés grice aux amorces M2S et M3AS. Puits 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 ¢t
19 : Produits amplifiés grice aux amorces M2S et M3AS et non digére des moules.
Puits 20 : Produit de la digestion par Hha 1 de Y ADN amplifié d’une moule contrdlée positive
a Marteilia maurini. Puits 21 : Produit d’amplification de PADN d’une moule contrélée
positive a Marteilia niciumrini.
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Figure 6 Produit de PCR-ITS utilisant les amorces spécifiques de Marfeilia (M2S et M3AS).
La migration des produits PCR se fait sur un gel d’agarose & 1% et est visualisée grice au
Bromure d’ethidium.

Puits | : Echelle. Puits 2 : Témoin négatif. Puits 3 415 : Produits PCR. Puits 16 : Témoin
positif.
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Une semaine aprés I’'échantillonnage des moules, nous avons constaté que les fortes
chaleurs étaient responsables de fortes mortalités de moules. Nous avons toutefois réussi
en récupérer 42 individus peu dégradés, sur lesquels nous avons entrepris d’effectuer une
extraction suivie d’une PCR et d’une digestion (cf annexe 4).

Les analyses faites sur ces moules montrent qu’il y a 17 individus répondant de
maniére positive a la PCR conservée. Seuls trois d’entre eux présente de maniére clajre un
parasite de type Marteilia maurini (cf figure 5), les autres ne répondent pas a la PCR ITS
ou ont des profils difficilement interprétables en raison de nombreuses bandes
surnuméraires (cf figure 6). Ces bandes résiduelles pourraient étre dues a 1’état de
dégradation des moules qui ont semble t-il des ADN fortement dégradés.

D’aprés les résultats obtenus jusqu'a maintenant, il semble que Marteilia refringens ng
soit pas passé chez les moules.
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DISCUSSION

Drapres les résultats obtenus sur les moules prélevées a la Trinité, le taux d’infestation
des moules par Marfeilia maurini est de ’ordre de 10,5%. Cette valeur est trés inférieure a
ce qui avait ét¢ trouvé l’année précédente sur le méme site ou encore aux données
enregistrées par le réseau de surveillance Repamo. Cela peut s’inscrire dans le cadre de
fluctuations pluriannuelles de la prévalence et de ’incidence de la marteiliose.

Il est & remarquer que ’année précédente, les températures ont été globalement
inférieures aux moyennes saisonniéres et ont pu conduire a une réduction de la circulation
du parasite,

Nous n’avons pas pu mettre en évidence le phénomeéne de co-détection précédemment
décrit sur ce site par Le Roux et collaborateurs (2001). Une précédente tentative, quoique
sur une population inférieure, avait également échoué (stage S. Faure). Ces résultats
tendent & confirmer que la co-infection est un événement rare ou juste transitoire. Dans ce
dernier cas, la date de prélévement de nos moules pourrait jouer sur nos résultats.

En effet si les prélévements ne sont pas effectués an moment ot le parasite est présent
chez les moules nous n’obtenons alors pas de co-détection. Ce dernier point est trcs
important compte tenu de la dynamique du parasite. Pour étre confirmée, une telle
hypothése nécessiterait un échantillonnage sur une échelle temporelle plutét que spatiale,
choix fait dans le cadre de notre étude.

Il reste toutefois a confirmer nos résultats sur deux échantillons de moules issues du
méme estuaire, I’un en aval et sous influence océanique et I’autre en amont et plus exposé
a M. refringens du fait des activités ostréicoles et de la salinité du site.

Cependant le choix de traiter en priorité ’échantillon du Grasu correspondait au fait
qu’il est le seul site sur lequel la co-détection ait été mise en évidence. Toutefois, a ce jour,
seul les frottis positifs ont ét¢ testés (PCR et RFLP), il conviendrait de poursuivre cette
étude par une analyse des moules correspondant aux frottis négatifs.

En ce qui concerne I’expérience réalisée en claire, nous pouvons dire que la claire est
potentiellement capable d’assurer le passage de Marteilia refringens puisque le parasite est
détecté dans le zooplancton de cet écosystéme dont il a été montré qu’il intervient dans le
cycle du parasite. Le test a toutefois été réalisé sur le compartiment zooplanctonique sans
tri des différentes espéces de copépodes ou autres, ce qui limite la portée de 1’ information.

I’expérience acquise sur le sujet montre cependant que ¢’est un site ou le cycle est
fonctionnel. 1l semble cependant que la claire ne constitue pas le meilleur systéme
d’expérimentation pour les moules puisque la viabilité de ces moules est affectée par la
chaleur ce qui a conduit & 100% de mortalité dans le cours de cette étude.

I semble qu’aprés trois semaines d’exposition 4 la présence du parasite, les moules ne
sont toujours pas infectées par celui-ci. L.’absence de Marteilia dans la glande digestive de
ces moules peut s’expliquer de diverses manidres.

Le délai d’exposition au parasite peut étre trop court (peu probable) ou bien cela peut
venir du fait que Marteilia refringens n’est encore arrivé a la glande digestive (sporulation
fastidieuse). Mais on peut se demander si Marteilia refringens a le méme tropisme pour la
glande digestive aussi bien chez la moule que chez I’huitre.
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Malgré la présence de Marteilia refringens dans la claire (zooplancton, huftres
donneuses), ¢’est M. maurini que nous avons détecté dans les moules. Si ce résultat peut
sembler cohérent & premiére vue, il pose quelques questions.

En effet, comment peut-on retrouver M. maurini alors que le zooplancton est détecté a
M. refringens, ou est la source de mauwrini si 'on considere que les moules étaient
indemnes avant expérience, ... sont autant de questions soulevées par ces résultats.

Afin de déterminer si Marteilia refringens peut potentiellement infecter les moules
Mytilus edulis il convient de poursuivre la recherche par 1’analyse des frottis négatifs enfin
de s’assurer que le parasite n’est pas présent chez la moule.

En effet il se peut que Marteilia refringens ne se retrouve pas dans la glande
digestive, dans ce cas, la PCR ou P’histologic seraient de bons outils de détection du
parasite. De plus, il pourrait étre nécessaire de considérer des dynamiques différentes des
deux types du parasite.

Nos résultats toutefois vont dans le sens d’une relative spécificité de maurini pour la
moule et de refringens pour I’huitre. Nos résultats sont en contradiction relative avec ceux
obtenus par des équipes espagnoles montrant des détection de refringens chez des moules
méditerranéennes, et, d’autre part, cette question de la spécificité de refringens a de lourdes
conséquences en matiére de gestion de risque.

C’est pourquoi il sera nécessaire de prolonger cette étude, en exploitant, dans un
premier temps, I’ensemble des échantillons préparés. ‘
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ANNEXE 1

APPROCHE EXPERIMENTALE
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ANNEXE 2

RESULTATS OBTENUS POUR LES MOULES DE LA TRINITE SUR MER
POSITIVE EN FROTTIS

A2 1)

, Résultat extraction ADN PCR | PCRATS | RFLP des
Numéro conservee
d'échantillon. Quantité pour pour P PR
DO 260/280 | .xb ¢ ug/mi | 100ug/mi 100pg/ml ITS
M-055-037 1,81 43,1 + + M.maurini
M-055-020 1,74 68,8 - -
M-055-048 1,67 43,4 + M.maurini
M-055-018 217 28,7 + M.maurini
M-055-011 1,93 53,1 + -
M-055-087 1,86 422 9 + i M.maurini
M-055-155 2,04 262,5 + + M.maurini
M-055-179 1,86 515,9 + + M.maurini
M-055-064 1,98 4976 + h M.maurini
M-055-194 1,97 397 + t M.maurini
M-055-157 1,83 809,1 + + M.maurini
M-055-196 1,73 652,7 + + M.maurini
M-055-052 1,72 441,7 + + M.maurini
M-055-045 1,74 756,2 + + M.maurini
M-055-062 1,75 1255,9 + + M.maurini
M-055-150 1,69 600,6 + + M.maurini
M-055-081 1,72 555,8 + : '
M-055-053 1,74 857 + + M.maurini
M-055-099 1,77 1023,5 + it M.maurini
M-055-120 1,74 529,2 + s M.maurini
M-055-049 1,79 1170,8 + + M.maurini
M-055-117 1,79 8448 + -
M-055-068 1,71 519 +
M-055-139 1,87 738 + + M.maurini
M-055-132 1,71 942 + - ;
M-055-070 1,86 1570,5 H + M.maurini
M-055-102 1,85 665,8 + + M.maurini
M-055-100 1,69 647,3 + douteux
M-055-090 1,72 7849 + douteux
I:_Itest non effectué

resultat positif

résultat negatif




ANNEXE 3

RESULTATS OBTENUS POUR LES DIFFERENTS PRELEVEMENTS DE COPEPODES DE LA

CLAIRE

C-10/07-125 1,78 5+95 17 //////// -////////
C-28/07-80a| 1,85 5+95 448,5 + //////////
C-28/07-80b| 1,75 5+95 479,9 + %//////
C-28/07-100 1,85 5+95 406,7 + ////////
C-28/07-125a] 1,97 5+95 563,3 + ////////
C-28/07-125b] 2,01 5+95 322,7 + V _ ////////
C-28/D7-300 2+98 8,3 : W//////////////ﬁ
C-28/07-400| 1,87 5+95 860,3 % ////////

U //////Itest non effectué

résultat positif
resultat negatif

C-28/07-100:

C= copepode

28/07=date du prélévement
100=taille de la maille du tamis en pm sur lequel les ADN ont été recupére




ANNEXE 4

RESULTATS OBTENUS POUR LES MOULES DE LA CLAIRE

, Résultat extraction ADN PCR | beraTs | RFLP des
d'é,(\:ltl::;fil;:;n ite 00"5:3 w o P e
| Do 2607280 | f[‘)‘;";gfmj wgpg,ml 100pg/m| ITs

1 1,09 36,8 J - -

2 1,25 2833 " - .

3 1,63 37.8 4 - ////////////////

4 1,73 47,6 + - .

5 1,37 62,8 * + _lm

6 172 12211 2 - 72

T 1,67 129,9 + + _ M.maurini

8 1,77 272,3 - - |

9 1,88 796 .

10 1,78 242 5 - // //////

11 1,76 797.6

12 1,76 400,4

13 1,75 72,7

14 1,71 354,4

15 1,73 1375,7

16 1,75 2004

17 1,71 458

18 1,68 59,4

19 1,69 1055

20 1,65 201 ,

21 1,72 666,7

22 1,7 86,4 ¥ /////////////

23 1,71 3212 5 .

24 1,71 552,4 ” - ]

25 1,76 1139,8 + douteux douteux

26 1,72 419,1 + 7.

27 1,78 595,3 : .

28 1,77 1108.8 + .

29 1,72 694,1 + 4 .

30 1,74 547 6 + + M.maurini

31 1,72 818,4 + douteux 7 douteux

32 1.8 893,6 : - .

33 1,7 1207, 1 T douteux | douteux |

34 1,71 366,4 + .

35 1.68 370 s .

36 1,75 355 + - 7

37 1,67 359,7 + douleux douteux

38 1,72 538,1 + )

39 1,74 886 + .

40 1.75 553 5 + .

41 1,77 664,38 - .

42 1,74 4074 + .

' ///////|test non effectué

résultat positif
résultat negatif





