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RESUME

Les recherches faisant 1l'objet de ce contirat ont porté sur
la mise au point de techniques adaptées aux Bivalves marins et & 1'é-

tude du parasite Bonamia osireae responsable de la maladie hémocytaire

de l'huitre plate, Ostrea edulis.

Au terme d'essais entrepris depuis plus d'un an, nous avons
vérifié que la maladie est reproductible en laboratoire, lLa méthode de
contamination par injection de parasites dans la masse visedrale des
huftres semble plus efficace et rapide gue la méthode de contamination
par proximité d'huitres parasitdes et d'hultres saines : par la suite,
elle a donec été retenue,

Dans ce contrat, nous nous sommes proposés d'iscler 3cnamia
ostrsae afin de contrfler les conditions expérimentales (quantité de

parasites injectéds...) et de déterminer les mécanismes d'infestation.

Des suspensions cellulaires riches en parasites, obtenues par
broyage d'huitres parasitdes, sont centrifugées sur gradient de densité
discontinu de Percoll, Bonamia ostreae se concentrerait préférentielle-
ment dans des sdlutions de 50 % et 60 9% de Percoll, soit i des densitds

de 1,073 et 1,084 g/l pour 30 minutes de centrifugation 2 1 300 g. Tou=-

tefois, 1l'isolement n'est pas total : de nombreux parasites restent mé-
18s aux £1éments cellulaires et débris de la suspension, accumulés au
dessus du gradient. Ceci peut s'expliquer par un mangue de fluidité et
d'homogénéité des suspensions cellulaires obtenues. Le probléme devra

faire 1'objet de recherches complémentaires.

Des injections de Bonamia ostreae isolé par cette technique
ont conduit 3 la contamination des huftres montrant donec gue le pouvoir
pathogéne du parasite n'est pas altéré par les diverses phases de 1l'iso-

lement.

La technique de culture "in vitro" de Bonamia ostreae mis au

point & 1'I.3.T.P.M. de Sdte par Monsieur COMPS (1983) est rapportée, Des



injections effectudes avec ce parasite n'ont pas dommé lieu & ce jour 2

des contaminations.

Une étude ultrastructurale comparative de Bonamia ostreze '"natu-

rel" et isolé & partir de ces deux tzchniques (centrifugation =t culiure
"in vitro") ast entreprise en collahoration avec le laboratoire de Site,
Elle devrait permetire de préciser les facteurs responsables de la patho-

zénicité de Bonamia ostreae.

fin, 1l'utilisation de suspensions riches et pures en B. osireae

devrait 8tre un support pour des recherches sur la sensibilité des hultres

et leurs mécanismes de défense face & ces agents pathogénes,



Uil idlB.

1. INTRODUCTION

En France, depuis une quinzaine d'années, la production ostréicole
a été gravement perturbée par une succession d'épizooties. Ainsi, 1'huf-
tre plate, Ostrea edulis, produite essentiellement en Bretagne, a &té at-
teinte d'abord par Marteilia refringens (Grizel et al., 1974) puis par
Bonamia ostrease (Pichot et al., 1979).

Suite 2 ces maladies, des travaux de pathologie ont été entrepris,
notamment par 1'I.S.T.P.M., et des notions de prophylaxie sanitaire ont
pu 2tre appliquédes au milieu marin, Ces mesures sont encore cependant in-
suffisantes et doivent 8tre affinédes en fonction des connaissances spéci-
figques 2 un parasite donné. Parmi celles-ci, la compréhension des mécanis-
mes d'infestation, du déroulement du ecyele et de la reproduction de la ma-

ladie s'avére nécessaire pour atteindre le but recherché.

Toutefois, le développement de ces recherches se trouve freiné par

1l'insuffisance de techniques adaptées et par le manque de connaissances

sur la biologie et la physiologie des Mollusques bivalves, Les difficultés
inhérentes 4 ces espéces peuvent permettire d'expliguer le retard accumulé
par rapport & d'autres espéces de moindre importance économigue., En effet,
de par leur morphologie et leur anatomie ,les Mollusques bivalves sont diffi-
ciles & travailler ,présentant des réponses souvent banalisédes et nécessi-
tant toujours sur le plan expérimental des mises en oeuvre lourdes et fas-

tidieuses. Si la.littérature comprend de nombreux travaux descriptifs, peu

de recherches analytiques leur ont £té consacrées.

e

Ce constat et la situation ostréicole actuelle nous ont conduit
élzborer un programme général sur la pathologie des mollusqgues en vue de
définir, & terme, des mesurss prophylactiques fiables et adaptées azux éle-

vages.

2. OBJECTIFS DU CONTRAT

Un des objectifs du programme général est de mieux comprendre les
mécanismes d'infestation par B. ostreae voire M. refringens. Nous essaierons
d'analyser l'importance respective des caractéres quantitatifs et cualita-

tifs des formes infestantes, de la réceptivité des hultres et des conditions



de l'environnement (température, densité des animaux, stress..,.) dans la
dynamique de la maladie. A terme, le deuxiéme objectif sera d'dtudier les

réactions de défense de 1l'hultre face & ces agressions parasitaires.

Pour parvenir & ceux-ci, il est tout d'abord indispansable de mai-
triser 1'obtention de suspensions purifiées de parasites et de définir
les conditions expérimentales les plus performantes et fiables. Ces recher-
ches font 1'objet du présent contrat.

3. BESULTATS

3.1. Maintenance des hultres en laboratoire

Des hultres plates sont gardées en stabulation au laboratoire durant

plusieurs mois dans des bacs de 50 litres d'eau de mer filtrée.

L'alimentation est assurée par un apport journalier de phytoplancton

produit en masse. Quatre espéces d'algues unicellulaires sont &levées :

Tetraselmis suesica

Dunaliella sp.

Phaeodactylum tricornatum

Isochrysis galbana

Nous disposons, en réserve et pour nos essais, des huftres plates de
secteurs parasités par B. ostreae et M. refringens ainsi que d'hultires de
secteurs indemes des deux ou d'un parasite : Belle Isle, Ia Rochells, Odet,

Cancale (Pied de Cheval) et Uéditerrande.

3.2. Biopsie

Des techniques visant A maintenir les huitres en vie ont été recher-
chées. Elles soni applicables uniquement pour le diagnostic de B. ostreae ;
celui de M. refringens nécessitant obligatoirement le sacrifice des huitres.

- Ainsi, l'ouverture d'une fen&tre dans la valve supérieure des hui-
tres permet de prélever de petits morceaux de feuillets branchiaux pour ana-
lyse sans que des mortalités anormales soient constatées., Les tissus ont ci-
catrisé et, aprés quelques semaines, les huitres ont reconstitué leur co-
quille.



— Par ailleurs, des ponctions d'hémolymphe ont £té effectudes sans
ouverture des huitres & partir d"un trou, percé sur la valve droite, ou i

partir d'une légdre cassure des bordures intervalvaires.

3.3. Techniques de contrdle des maladies

Les maladies dues & B. ostreae et M. refringens sont dépistées cou-
ramment sur coupes histologiques de glandes digestives et de branchies.
Cette méthode de diagnostic, utilisée en routine nécessite toutefois un

temps de préparation de plusieurs jours et le sacrifice des animaux.

la technigqu= des frottis a permis l'obiention rapide des résuliats

(Bachére et al., 1982) et la conservation des animaux (cf. paragraphe 3.2.).

M. refringens peut &ire diagnostiqué sur empreintes de glandes diges—
tives, Des appositions de sections de glande sont réalisées sur lame, sé-
chées et colordes par la "coloration rapide" & 1l'azur - Zosine - bleu de

méthyléne utilisée couramment pour les frottis de sang.

Des empreintes de feuillets branchiaux colorées par la meme méthode

permettent de dépister rapidement Bonamia ostreae.

3«4« Reproductibilité des maladies en laboratoire

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps 4 la reproductibi-
1ité des maladies en laborateirs. Diverses techniques de contamination ont
8té expérimentdes,

Jede1. léthodes

- [léthode de "feedinas"

Des broyats d'hultres parasitées par M, refringens et B. ostreze

ont été mélangés 4 1'eau de mer renfermant des hultres saines.

- Contiguité d'hultres saines et parasitées

Des hultres sainas ont &té mises en stabulation avec des huitres
parasitées dans des bacs de 50 litres d'eau de mer filtrée, non renouvelde

durant les essais.



- Injection de parasites

Des suspensions cellulaires riches en parasites ont été obtenues par
broyats d'huftres parasitées. Entre 0,1 ml et 0,2 ml sont injectss dans des
huftres saines au niveau de la zone d'insertion glande digestive - branchies,
par un trou pratiqué sur la valve droite. Les huitres sont placées en aqua-

rium dont la température et la salinité de 1'eau sont contrBlées.

3.4.2. Résultats

Technigques Méthode de Contigui té Injection de
d'infestaticn feeding parasites
Parasites M B. My B. M. B.
utilisés refringens ostreae efringens ostreae |refringens ostreae
Date d'apparition / / / 84 jours / 55 Jjours
de la maladie 3
rée de 1'expé- Mort des huitres T6 jours
rimentation sans infestation an b 180 jours | 21 jours 215 (34
moyenne bout de quelques jours a 154 3)
Taux moyens
d'infestation 0 0 / 13,3 % 0 22 %
observés

Devant les difficultés de reproductibilité de la maladie due &
M. refringens, nous nous sommes consacrés dans cette étude plus particuliz-

rement & B, ostreae.

La technique d'injection de parasites conduit plus rapidement a des

infestations, avec un taux de contamination sensiblement plus élevé que par

contiguité.

Une importante variabilité de réponsesindividuellesa pu toutefois
tre observée entre les divers lots d'hultres injectées, Zlle peut 8tre due
4 1'état physiologique des animaux mais également 2 1'état de maturité et &

la quantité de parasites injectés.



L'isolement du parasite devrait permetire d'étudier =t de maltriser
certains facteurs pouvant intervenir dans les processus de contamination tels
que la quantité de B. ostreae nécessairas, l'existence de stades infestants,

ainsi que les facteurs pouvant 2tre responsables de la virulence du parasite,

3.5. Isclement de Bonamia osireae

3.5.1. Centrifugation en gradient de densité

Comme il 1'a été spécifié dans le projet de contrat, la mise an
point de cette technique était assujettie & 1'acquisition d'une centrifugeu-
g2 & haute vitesse, Du fait de délais de commande et de livraisons zanormals-
ment longs, le matériel n'a été regu, au laboratoire de La Trinité Sur Mer,
qu'en Septembre 83 avec une couronne horizontale, La couronne angulaire a &£té
livrée en Décembre 83. Pour ces raisons, nous n'avons pas pu aborder le tra-
vail prévu dans sa totalité.

La technique de centrifugation en gradient de densité est employse
couramment depuis plusieurs années pour la séparation et la purification de
cellules, virus et organites cellulaires. Ainsi elle z été utilisée pour les
cellules sanguines chez l'homme (Segal et al., 1980), pour les spores de mi-
crosporidies (Undeen et Avery, 1983) pour les stades endoerythrocytaires de
la Malaria (Nillni et al., 1981). Cheng et 2l. (1980) ont dgalement séparé
des hémocytes d'huitres sur gradient de sucrose, alors que Schmitz et al.

(1981) ont isolé des espdces de zooplancton.

3.5.1.1. Technigue d'isolement

Le Percoll a été utilisé pour nos essais. Cette solution colloidale
de silice (Pharmacia Fine Chemicals) possdde des propriétés intéressantes par
rapport au sucrose : une faible viscosité (10 £ 5 cl & 20° C), une densité de
1,13 = 0,005 g/ml et une basse osmolarité pouvant donc 2tre rdajustée A toute
valeur déairéde, De plus le Percoll, centrifugé & haute vitesse pendant quelgue:
minutes permet l'obtention de grasdients continus.

Une solution isotonigue de Percoll, de densité de 1,132 g/l, a £té
diluée par du Nacl 0,4 M ou de l'eau de mer filtrée pour obtenir des solutions

de densités variables,



Divers gradients discontinus oni été formés dans des tubes de 12 ml

ou de 30 ml, en superposant des volumes £gaux de solutionsde Percoll, de den-
3ité décroissante. Les suspensions cellulaires riches en parasites, obtenues

comme décrit au paragraphe 2.4,1., ont été déposées seit au-dessus du gra-

[

dient, soit au-dessous ou encorz ont 2té diluédes avec le Percoll pour obisnir

=
(7]

e

diverses fractions du gradient.

Nous avons fait varier au cours des essais, la durde de centrifuga-

tion (tableau en annexe).

3.5.1.2, Contréle des parasites isolés

Aprés centrifugation, le gradient a été entidrement prélevs, 2 la se-
ringue, en fractions correspondant aux diverses concentrations de Percoll et
a leurs interfaces au niveau desquelles, le plus souvent des bandes étaient

bien individualisées (voir figure 1).

Tabe de 13 ml aprés centrifugation &
1 300 g pendant 30 minutes d'une sus-

pension cellulaire sur gradient dis-

4 Bande la plus riche et la plus pure

en B, ostreae

M ure

Le Percoll a été éliminé par 3 ou 4 lavages & 1l'eau de mer filirée,

I é
Les cellules étaient recueillies entire chaque lavage par centrifugation de
5 minutes 4 1 300 g. B. ostreae a pu &tre identifié sur frottis coloré sans

risque d'erreur.



Enfin, une dtude en microscopie électronique a été faite pour contrd-
ler 1'état de B. ostreae isolé sur gradient. Des culots riches en parasites
ont été remis en suspension et fixés dans du glutaraldéhyde & 3 %, lavés dans
du tampon caccdylate et post-fixéds dans du tetroxyde d'csmium & 1 %. lLes cu-
lots ont &t€ inclus dans de la gélose & 5 % et dans 1'Epon, les coupes contras.

tées par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb.

3.5.1.3. Résultats

Au cours de nos essais, les cellules de B. osirecae se sont concentirées
préférentiellement dans les solutions de 50 et 60 % de Percoll, correspondant
% des densités de 1,073 4 1,084 z/1, apr2s 30 minutes de centrifugaztiocn 2
1 300 g. Les meilleures séparations sont obtenues pour des suspensions cellu-
laires mélangées avant centrifugation aux diverses fractions de Percoll du gra.

dient (figure 2).

Suspension de Bonamia ostreas

isolés sur gradient de densi.
té dis 3 - sami
Le discontinu r..Oll’_Ql'? Seml—-
fine

(cr X 1000)

m : mitochondries

D'une fagon générale, les résultats sont variables pour les mémes con-
ditions expérimentales. Le plus souvent, nous n'avons pas obtenu de bandes
bien individualisées, ni de fractions totalement pures en B. ostreae. Des bac-
téries, des noyaux, des cellules d'huitres, de petite taille sont souvent mé-
langés aux parasites, en plus ou moins grand nombre suivant les essais, D'au-

tre part, une grande gquantité de B, ostreae reste, dans les fractions supérieures

du gradient, agglutiné aux débris et aux cellules de la suspension.



Le contrdle de l'ultrastructure a été fait sur du B. ostreae centri-
fugé et isolé & 1 300 g. L'observation des coupes semi-fines montre des cel-
Iules de tailles différentes qui peuvent Etre rapprochées des formes claires

et des formes denses de B. ostreae décrites par Pichot et al., f1979}.

Les parasites isolés présentent des caractéristigues ultrastructurales
comparables pour l'essentiel aux formes observées dans les tissus d'hultres
(figures 3 et 4).

En effet, les formes denses arrondies, de 2 3 3 ) ont également
un cytoplasme dense et riche en grains d'aspect ribosomal. On y reconnalt, se-
lon les plans de coupes, un noyau ou nucléoplasme homogene, des mitochondries
de grande taille (jusgu'a 1 4 2 f ) et des haplospeorcsomes,encore appelés
particules denses structurées, Ces cellules renferment des inclusions trés
denses, sans structure apparente, de 0,5 & 6 r, qui pourraient &tre de natur-s
lipidique (Comps, 1983).

Les formes clairses, au poclymorphisme plus marqué dans les isolats, ont
une taille variant de 2 & § ik , pouvant parfois atteindre 8 . Ces cellules
ou cytoplasme moins dense, présentent 1 ou 2 noyaux ,des mitochondries, des
particules denses structurées 2 divers stades de morphozéndse comme 1'a dé-
erit Comps (1983), ainsi que des saccules de type golgien. Enfin, on observe
trés fréquemment, des inclusions, souvent de grande taille (1,5 & 2 F‘) renfer
mant un matériel homogéne non structuré peu dense aux dlectrons contrairement

aux inclusions présentes dans les premidres formes citées.

D'une fagon générale, il semblerait donc que les diverses étapes
de 1l'isclement n'aient pas profondément affecté la structure desdeux typess de

cellules parasitées.

3.5.1.4. Discussion

Si 1'isolement de B. ostreae s'avére possible, la quantité de parasi-
te se concentrant aux densités de 1,073 et 1,084 g/l, est souvent trop faible
pour 3tre utilisée pour des infestations expérimentales. L'insuffisance de
séparation des divers éléments pourrait &tre lide aux caractéristiques physi-

co-chimiques du broyat cellulaire.



Figure 1 : Ultrastructure d'une forme dense de B. ostreae isolé
m : nitochondrie
id : inclusion dense
h : haplosporosome
n : noyau
Gr X 10 000

Fimure 4 : Ultrastructure d'une forme claire de B. ostreae isold
m : mitochondrie
S : saccules de type golgien
i ; inclusion
h : haplosporosomes: divers stades de morphogénése
Gr X 15 C0O






a) Homogénéité et [luidité de la suspension cellulaire

la formation, dans certains czs, d'un coagulum g8nant 1'homogénéisa-
tion de la suspension pourrait emp&cher la migration des cellules dans le gra-
dient.Le coagulum pourrait provenir des substances intercellulaires, de natu-
re glycoproditique ou mucopolysaccharidiques,tels que l'acide hyaluronigue,
qui se présentent sous forme de gels ou de sols dans les tissus. L'action de
la hyzluronidase sur les broyats n'a pas donné 2 ce jour de résultats probants
Ces essais mériteraient toutefois d'é&tre approfondis en utilisant des enzymes
dont l'action pourrait &tre spéeifique vis 2 vis de certains constituants de

1'huitre (par ex. glycogene) sans risque de dégradation pour les parasites,

Ce précipité pourrait résulter également de la destabilisation et de

1z précipitation des protéines sous l'action du broyat.

Les suspensions cbtenues & partir d'hultres mortes ou premortem sont
plus homogenes. Un processus d'autolyse des cellules pourrait Btre la cause
de cette modification.

Nous avons donc travaillé préférentiellement avec des hultres moribon-

des qui sont,de plus, fortement parasitées,

b) Pureté des fractions de Bonamia ostreae obtenues

Les suspensions obtenues par broyat renferment une grande quantité de
cellules, de débris cellulaires, de noyaux libres ou de bactéries, pouvant

avoir une densi%é voisins 2 celle de Bonamia ostreae, qui migrent alors avee

le parasite. Des essais de filirations différentielles n'ont pas permis de pu-

rifier les isolats, du fait d'un colmatage rapide des filtres.

3.5.2. Culture in vitro de Bonamia ostreae (Comps M., 1983)

Au terme d'une année de recherche, Comps M. (1983) a obtenu la multi-
plication de B. ostreae in vitro par contamination de cultures d'explants de

branchies d'huitres.

Des fragments de feuillets branchiaux ont été explantésdans des mi-
lieux mis au point pour les cultures cellulaires de Mollusques bivalves par
Cousserans F. (1975). A cette culture sont ajoutés des filaments branchiaux

ou de 1'hémolymphe prélevés sur des hultres plates parasitées par B. ostreae.



La multiplication du parasite apparsit, en moyenne, apr2s 48 heu-
A

ras d'incubation, le nombre de cellules augmentant de 2.106 3 19.10".

Des différences ultrastructurales telles que la frégquence de va-

cuoles intracytoplasmiques et la position périphérique des haplosporosomes

ont £t4 notdes chez le parasite produit in vitro,

3.5.3. Contrdle de la pathogdnicité de 3, ostreae isolé

Des essais d'infestation ont £té entrepris afin de tester 1'influen-
ce des technigues d'isolements sur la variabilité et la virulence de Zonamia

astreae,.

Des injections de parasites isolds ont &té pratiqudes comme décrit

dans le paragraphe 3.4.1.

3.5.3.1. 3, ostreae isold sur gradient de densitd

Des essais ont été faits avec neuf séries d'isolats de parasites.
Treis semaines et 4 mois respectivement aprds les premidres injections deux
nuitres ont £té observées fortement parasitées par B, ostreae qui avait 4té
obtenu apr2s 30 minutes de centrifugation 3 1 300 g et avait &té gardid deux
jours dans le Percoll., Parmi les 8 autres essais, aucune contamination n'a

encore &td obtenue,

3.5.3.2. B, ostireae produit in vitro

Les parasites utilisds ont &té produits au laboratoire de patholo-
gie de 52te et nous ont $t4 expédids pour des essais de contaminations expéri-

mentales.

Cing séries d'injections ont été pratigquées. Aucune infestation n'a

4té obtenue avec ces isolats.

3.5.3.3. Conclusions

Ces e=ssais, dont la plupart ont &té enirepris en fin de contrat
doivent 3trs poursuivis encore deux 2 trois mois. En effet, comme 1'ont montré

des infestations avec B, ostreae non isoléd, des contaminations peuvent ne se



manifester, dans certains cas, que 154 jours aprzs les injections.

I1 semblerait que les technigues d'isolsment, c'est-a-dire une
vitesse de centrifugation de 1 300 5 et 1l'utilisation de Percoll, n4ltérent
vas le pouvoir pathogéne du parasite, Toutefois, l2s contaminations observies
3 ce jour (2 huftres sur 98) aprés une durde moyenne de 105 jours sont plus
faibles gque celles ohtenues, zlobalement pour un méme femps, avec du Bonamia

ostreae naturel,

La quantité de parasites injectds pourrait expliquer cette diffé-
rence, les suspensions non purifides étant plus riches en B, ostreae que les

fractions iscldes,

Enfin, le parasite produit in vitro pourrait avoir perdu sa patho
génicité puisque aucune infestation n'a 3té obtenue ; il ne fait pas toute-
fois écarter 1'effet du stockage et du transvort qui auraisnt pu affecter sz
virulence, Les essais seront poursuivis avec du parasite cultivé sur place
2 La Trinité Sur Mer.

4. CCMCLUSIONS GEVERALES ET PZRSPECTIVES

Les essals entrepris d£ja depuis plus d'un an sur §;.cstreae ont
montré que la maladie est reproductible, en laboratoire, par injections de
parasites dans la masse viscérale des hultres, Cette technique, utilisant
des suspensions cellulaires riches en parasites, conduit 3 des infestations
dont la variagbilité devrait pouvoir 8tre expliquée et contrdlde avec 1'utili=-

sation de suspensions pures de parasites.

Hous avons moniré qu'il esi possible de purifier le parasite par
centrifugation en gradient de densité discontinu &2 1 300 z sans perte de son
pouvoir pathogiéne, La technique doit &tre affinde car des problémes persis—
tent au niveau du broyat des hultres parasitées, De plus, des essais sur gra-
dients continus pourraient peut Etre conduirs & de meilleures séparation et

purification de ces agents pathegines,

Das infestations =xmérimentalec sont poursuivies avee las deux

types dz B. ostreae isolé afin de confirmer nos premiéres ohservations.



i

Par ailleurs, une étude comparative portant sur la pathogdnicité
et les caractéristiques ultrastructurales de B, ostreae isolé par centrifu-
gation 2t par culture in viiro est entreprise en collaboration avec le labo-
rascire de pathologie de 1'I1.5,T.P. L, Stte. Elle davrait permettre gae déter-

miner les facteurs responsables ou intervenant dans la virulence du parasite.

Ces connaissances 2t la maftirise des technigques d'isolement du pa=-
rasite seront un support pour des recherches sur la sensibilité et l=s moyens

de défense des hultres.
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lesais 1 2 3 4 D 6 T 8 9 10

i - 040 =
Fractions du gra 30-4 10-40 25-50 40-45 20-40 20-40 30-40

o/ - ~40~ -40-9 0=40- o
dient en % de 50-60 70-90 75-100 | 20-40-90 20-40-90 | 10-40-70 50-55 £0-80 70-90 50-80-70
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la suspension cel- 80 9% 10 9% du du 20 % 3 7 4 du du
lulaire gradient gradient fractions fractions fractions gradient gradient
centri- vitesse 1 300 g [550 1 300 g| 1 300 g 150 g 1 300 g 1 300 g 1 300 g 1 300 g 1 300 g 1 300 g
fuga-
tion durée 10! 10" 10" 30! 20" 30! 30! 10! 20" 30" 30!
Haximum de parasi- pas  Inter-[ pande / 40 % et interface| 595 % et 40 ¢ interface| interfzece
tes + Maximum de 60 9% de face dans interface o o P
puretd sdpa 40-70 50 % 40-B0 4079 60 % 40707 50-60
ration

15 autres essais, du type de 1l'essai n°

10, ont &été effectuéds. La duréde de centrifugation a 4té

augmentée, mais n'a pas conduit a un meilleur isolement des parasites. Ces essais ont montré

surtout 1'influence des caractéristiques physico-chimiques des suspensions utilisdes.

ggnexe :

en gradient de densité

Conditions expérimentales des divers essais d'isolement de B. ostreae par centrifugation






