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La production d'huître creuse, Crassostrea gigas, est aujourd'hui la principale production française de 
coquillages. Le naissain mis en élevage dans les différents centres de production est généralement obtenu par 
captage naturel mais l'utilisation de naissain d'écloserie est en constante progression depuis quelques a1U1ées, et 
représente aujourd'hui près de 10% du naissain mis en élevage. En période estivale, à la faveur de températures 
élevées, de forts taux de mortalité de naissains d'huître creuse C. gigas (60 à 100%) sont rapportés régulièrement 
depuis 1991, dans les écloseries-nurseries ainsi qu'en milieu naturel. Au cours des cinq dernières a1U1ées, ces 
épisodes récurrents sont apparus conune un sujet préoccupant pour l'ensemble de la profession. 

Les études menées dans le but d'identifier les causes de ces épisodes de mortalité ont révélé l'existence d'un 
agent viral de type Herpès sur des larves et naissains d'huître creuse. Si la pathogénicité de ce virus a pu être 
démontrée pour les stades larvaires, la reproduction expérimentale de la maladie du naissain fait encore l'objet 
d'études. 

De nombreuses études ont établi le caractère pathogène de certaines souches de bactéries pour diverses espèces 
de bivalves dont 1'huître creuse. Une étude de ces bactéries associées aux épisodes de mortalité de C. gigas a été 
initiée dès 1997 au laboratoire de La Tremblade (thèse de M. Waechter). Dans une première phase, les souches 
bactérie1U1es isolées lors d'épisodes de mortalité ont été caractérisées biochimiquement. Parmi ces souches, les 
souches pathogènes, de type Vibrio ont été repérées par reproduction expérimentale de la maladie. Dans une 
seconde phase, l'identification des souches reC01U1ues pathogènes a été entreprise par séquençage des gènes 
codant pour l'ARNI6S, et a été confmnée par hybridation quantitative ADN/ADN, il s'agirait d'un Vibrio 
splendidus. D'autres souches de Vibrio splendidus ont été associées à des mortalités chez différents animaux 
marins. 

Aujourd 'hui, nous disposons d'une collection de souches de Vibrio splendidus isolées de naissain ou larves de 
coquille Saint Jacques, turbots et huîtres. Nous avons cloné et séquencé les 16S et ITS de ces 13 souches pour 
une étude de phylogénie moléculaire, comparer leurs phénotypes et démarrer des expériences de reproduction 
expérimentale sur larves. 

Nous désirons développer des outils de détection contre ces vibrio, caractériser la virulence des ces bactéries sur 
des larves et du naissain d 'huîtres, étudier la pathogénèse, et optimiser les modèles de pathologie expérimentale. 
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PATH06ENES O1EZ CRASSOSTREA 616ASVIBRIO 5I'L9IDIDUS. path"!liM .... fIOn? 

Une m.l.cr... Infectieuse ut le ....ultat d 'un déséqu~ibre entre 1. 

YiI'lJlenœ cie l 'agent infectit!\llC et les capacités cie l '''''Ilanlsme A se 

défendre", 

Non p.thogiM PcrthogG>e 
ne peut pas nuire d l'hôte nuit obligatoirement d l'hôte 

dépourvu de 9~nes de virulence expression constitutive des 

facteurs de virulence 

P.thogG>e « conditl_ -. peut nuire d l'hâte 
gAnes de virulence s'expriment sous ceM"oines conditions 

population d'agents infectieux d virulence variable 

RECHERCHE DE BACTBUES ASSOQEES AUX MORTALITES 
ESnVALES (T' d. Ao\ogali W.echt.... fi "".. pCIr 6Ninoc••n) 

1- ùolenMmt cie bactiria A porotir cie nals...in moribond (septembre
 

1997,60% mortalité, naissain de captage naturel en filiAre en mer)
 

Cytoplraga, Vibrio ongui//arum, II. splendidus, II. f/wialis. II. mediferranei, II.
 

pelagius, V. nigripulciJritudo
 

Z- Analyse du caroctft pothogine des -.cher por """mmentation en 

balntation sur n.iss4in 

souche TNEMF6 (Vibrio splendidu$j pothogène. D'outre. Vibrio splendidus 

ne sont pas pathogènes 

3- C.....ctVls.tlon cie 1. soudte ~ (test biochimique; séquençage
 

du 16S-0Iignement- phylogénie moléculoire; hybridotion ADN/ADN)
 

souche pathoglne =Vibrio splendidusbiovorIT
 

6- Conduslons 

E.ptœ V. splendidus tJoà ...tpanclue
 

Gronde blodiwrs~
 

Parmi ces V/brio, certa.lns apparaissent pathogènes
 

.. splendidus biovar II (torves et naissain, balnéation)
 

* splendidus biovar l (naisscùn, injection) 

" autres moll usques et poissons 

Souche TNEMF6 rare; éplphinofnàle ou biais d '4chantill""""l/O? 

*animaux décoquillés
 

"action des bactéries d distance (exotoxine)
 

*Jamais d 'infection systémiq~dans naissain en mortclité estivale 

P.rasi,"" 

Microcytos f1U1ckiniReproduction 
J-Ioplosporidium neisoni Croissance 
Pt:rkinsus f1U1rinusStode de développement 

Virus 

IridovirU$ 

Hi'r/J_.tirus - MOREST 

8actiries 

Temph-otlre Vibrio 

Solinité Cytaplraga 

0"Ygène Noœrdia 

Algues toxiques Clrlamydia 

!'Jol..Irritl.lr"e Rickettsio 

Pollution 

4- Mis. au point d'outil cie ~n 

Ribotypage 

!j- Epidtlnlologle moléculaire 

Recherche de souches proch.. de TNEMF6, 

par test biochimique, ribotypage et 

hybridation ADN!ADN 

* 1/26 souches iso1tes pendant mortoHtf: 

* 0/5 souches isolées avant mortalité 

t t 

NOUVEAU PROJET 

1- EciGicir la taJCOnomie des Vi/rio splendidusd partir d'une collection de 

souches 

Z- Mise ou point d'outils moI4culalre cie détection de fespèce 

3- Tester pa~nici'Msur larves et naissain de Crossostreo 9igas par 

balnéation 

+-- Mod61isation in vtVO ou ex vivo de la virulenu 

!j- Recherche du support cie .....enœ 

6- Variation de 1. virulence en fonction des poromètres d 'hâtes et 

d'environnement 

7- Mise ou point d'outils cie diagnostic dirigés contre facteur. de 

virulence 
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Tjl.XONOMIE oes V18RIO SPf.ENUWS 

::,:,~~=:~"~kl_.._-.Q 

.JoûI... _te-u.r_...lM._..,...._ 
"'-­

rc:,.o.~~'II_"_ 

1 vu __ 

CL.::-"'oll_U~Q 

Lt= v~::--:::.v_ 
V~.I-."'~"'C"" 

~~-

Séquences IT5: les séquences 165 ne permdttnt pas dt discriminer les 

Vibrio sp/~ndk:lus 

Patho expé palourdes: n=50; lCJ7 boctuits/inJtction 

M_ 

V 

.» 

» 

Hybndotion ADN/ADN: on considùt qUt des boctuies sont dt la 

mêmt tspèœ quand Iturs génomt5 s 'hybridtnt aplus dt 70% 

Soue.... ADN do -"" type ADN do ...... type 
...I.ndcll. l /S) 1..I.ndcll. U C61
 

1 48.81\ «>.31.
 
2 eJ.41. 411.
 
l 7n 1. 39.41.
 
4 43.51. 36.21.
 
li 1001. 48.21.
 
6 «>.21. 1001.
 
7 39.7"1. 71.n;
 
6 37"1. 1001.
 
9 39.51. tOl.7'S.
 
JO 6611. 44.51.
 
Il M1. 43.91.
 
12 53.91. 27.81.
 
13 63.61. 47.31.
 
A.....~~ 6.31. 7A1. 

VIRlA.ENŒ DES V18RIO SPLENDIDUS -

P.tI1o ellpé 1_ do 69"': 0=100; 1()4 boctuies/ml; 48h balnéation 

E H1st<ri1Ul TclW"I....stkC. œ."""" 1 :VCI v'ltpklld-'l	 Isol_ "I~s d~ coquill~, IJ\IlÎ
 
2000
 

1:A.053 V.~""l	 ijOléede lr'f.d_coqw 1., Juin 

llhœèltsurl:uTs4eCSJ
 
':AJ1, V. sptntdfdut 1
 

"'" 
1:t':~I1~:::~ 

4: VS6Wrb v. qHn:I.t&G 1 ~~~I"'.dtlurtKt 
~._"'.4eCSJ... ,5: CRUO v.,	 lO,IChed....,6: CRlJ9 V.	 souch.4trtli 

7:TNEMFli .. ",..,...,	 i$O"d.naIUlltlClpœi·D~ 

=:~lft6eC''''n$ 
8 : TNNIII1 V. rfUhJdut 2	 ~d.naiS5llind·tdœ«i,.u 

9 :plfF6 V.~.tia'1	 isolfde~lhoUJ"plfTNEMR>.

.998 
10: LT06 v. 6pll1mi:M1 

i~~::~::~~1 99 
11:PWV19 V'&fJf#TD_	 l$O"-dt Lr9ade C'O<I""II,

' lIItho.rine_lInlSd.CSJ,99
 
U:PMV5Q V. tplenilbc J ISIOI. de ....a ,coqull,
 

adl.odae ...... d, CSJ 99
 
l3:PMVIB V."iVn::t-.s1 illOéedlllrnsd'coquille,
 

1Ih0000~.",M.deCSJ9S'
 

CONa..USIONS PERSPECTIVES 

1- Ta>(onomie des vilrio spJendidus: Vi brio splendidus biovar II:= nolNelle 

espèct 
2- Actuelltment des ollgonucléatides nous permetttnt d 'Qmplifi"" les Ils 
des V splendidusI tt II, sptcificitt N!-SIt adtmontrer 

3- Certaines souches semblent pathogènes, résultm cl confirmer par 

boJnéotion de. naissain (en cours) 

4- Actuellement nous disposons d'une souche virulente ~ non v;rulMte 

PO'" choqut espèet .pll<l1didus 1 et II .. 
Ruharche des fact&urs de wuGlCe 

Activité des ~ag&ants de SoustNction génomique 
cultu.... .xvi"" (Ileprescntational 
Purification des toxines Diff_cAnalysis) 
Microséquençag• 
Recherche da gènes supp~ 

• 
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