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RESUME 

Les recherches faisant l ' objet de ce contrat o~t porté sur 

la mise au point de techniques adaptées aux Bivalves marins et à l ' e­

tude du parasi te Bonamia ostreae responsable de la ll'.aladie h l5 rno cytaire 

de l'hu!tre plate , Ostrea edulis . 

Au terme d'essais entrepris depuis plus d ' un an , nous avons 

vérifié <;.ue la maladie est reproductible en laboratoire . La r.léthode de 

contaodnation par injection de parasites dans la ~asse viscérale des 

huîtres semble plus efficace et rapide que la méthode de contamination 

par proxirtité d ' hu!t:'es parasitées et d ' hu!tres saines : par la suite , 

elle a donc été retenue. 

Dans ce contrat , nous nous so:n:nes propo s és ;l'isoler 30n~:l. 

astreae afin de contrôler les conditions expérimen~ales (quantit~ de 

parasites injectés ••• ) et de déterminer les mécanisoes d ' infestat i on . 

Des suspensions cellulaires riches en parasites . obtenu~s par 

broYa~ d ' huitres paxas l tées , aont centriru~ées sur gradient de densité 

discontinu de percoll . 30n~a ostraae se concen~rerait pr éférenti elle ­

ment dans des oolutions de 50 ~~ et 60 ~ ~ de PercoU , soi t à des den si Hs 

de 1,07) et 1, 084 g/l pour 30 minutes de centrifugation à 1 3005. Tou­

tefois , l'i:::olement n ' est pas total: de nombreux parasites resten! :llê­

lés aux élé:llents cellul aires et débris de la su:.pension , accumulés au 

dessus àu graàient . Ceci peut s'expli~uer par un ~~~que de fluidit4 et 

d ' ho~ogénéité des suspension:. cellulaires obtenues . Le problème devra 

faire l'objet de recherches compl é~entaires . 

Des injection s de Bonamia ostrcae isol é par cette technique 

ont conduit à la contamination des huîtres ~ontrant donc que l e pouvoir 

pathogène du parasite n ' est p'3.S altéré par las dive!':;es phases de l'iso­

lement. 

La techniqu .~ de culture "in vi tro" de "Bonam1::t o:ltre'l.e mi:l au 

point à l ' I.S . T.P . M. de Sàte par t.!oncieur CO:.PS ( 198 3) est rapport oSe . Des 



injections effectuées 3.\/'ec ce j:larasite n ' ont ?as àon.'1é lieu à ce .jour 3. 

des contaminati ons . 

Une étude ult!'astructurale cOJr.para t i'fe de 30narlla ost!'e~e "!1atu _ 

rel " et l:>olé à partir de ces deux tech.'11ques (cen trifu~tion e t culb=e 

" in ·ti tro ll ) est entre;:rise en collabo!'a'tion avec le labo=atoire de Sète . 

El l e devrait permettre de précise!' les facteurs respo!1sables de la patho­

g~nicité de Eonrumia ostre ae . 

Shfin , l ' utilisation de suspensions riches et pures e!1 ~ ost r eae 

devrai t être un support pour des recherches s'~r la sensibili té des hur tres 

et leurs ~écanismes de défe!1se face à ces agents pathogènes . 
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1 . INTRODUCTION 

En France, depuis ~~e quinzaine d'années , la production ostréicole 

a été gravement perturoée par une succession d ' apizooties . Ainsi , 1 ' !1u!­

tre plate , Ostrea edulis, produite essentiellement en Bretagne. a été at­

teinte d ' abord par Il.arteilia refr ingens (Grizel et aL , 1974) puis par 

Bonamia ostreae (Pichot et al ., 1979) . 

Suite à ces maladies , des travaux de pa.thologie ont été entrep r is, 

notamment par l ' I.S . T.P. M. , et des notions de prophylaxie sanitaire ont 

pu êtr e appliquées au milieu marin . Ces mesures sont encore cependant in­

suffisantes et doivent âtre affinées en fonction des connaissances spéCi ­

fiques à un parasite donné . Parmi celles- ci . la compréhension des mécanis­

mes d'infest ation , du déroulement du cycle et de la reproduction de la ma­

ladie s'avère nécessaire pour atteindre le but recherché . 

Toutefois , le développement de ces recherches se trouve freiné par 

l'insuf fisance de techniques adaptées et par le manque de connaissances 

sur la biologie et la physiologie des Mollusques biValves . Les dif!'ïcultés 

inhérentes à ces espèces peuven t permettre d'expliquer le retard accumulé 

par rapport à d ' autres espèces de moindre i~ortance économique . En effet, 

de par leur morphologie et leur anatomi e .les Mollusques bivalves sont diffi­

ciles à travailler ,présentant des réponses souvent banalisé es et n é cessi ­

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 été consacrées. 

Ce constat et la situation ostréicole actuelle nous ont conduit à 

élaborer un programme général sur la pathologie des mollusques en vue de 

définir , à te=me. rles ~esu=es prophylactiques fiables et adaptées a~x éle­

va.ges . 

2. OBJECTIFS DU CONTRAT 

Un des objectifs du programme général est de mieux comprendre les 

mécanismes d ' infestation pax 1h ostreae voire ~ refringens . Nous essaierons 

d ' analyser l ' importance respective des caractères quantitatifs et qual ita­

tifs des formes infestantes , de la réceptivité des huîtres et des conditions 
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de l 'en'Ti~onnement (teoparature , densité des animaux , stress •• • ) da.."ls la 

dynami que de la caladie . A terme, le deuxième objectif se ra d 'étudier les 

réactions da défense de l' hui tre face à ces agressions parasitaires . 

Pour ?a~renir à ceux- ci , il est tout d'abord indispensable de maî­

triser l 'obtention de suspensions purifiées de parasites et de définir 

les conditions expérimentales les plus performantes et fiables . Ces recher­

ches font l'Objet du présent contrat . 

3. RESULTATS 

).1. ~~ntenRnce des huîtres en laboratoire 

Des huîtres plates sont gardées en stabulation au laboratoire durant 

plusieurs mois d~~8 des bacs de 50 litres d ' eau de mer filtrée. 

L'alimentation est assuro!e par un apport journalier de phytoplancton 

produit en masse . Quatre espèces d ' algues unicellulaires sont élevées : 

- Tetraselm!s suesiea 

- Dun:üi ella ~ 

- Phaeodactylu!II tricorna tue 

- Isochrysis ,;:albana 

Nous disposons, en réserve et pour nos essais , des hu! tres plates de 

secteurs paraSités par ~ o~treae et ~ refringens ainsi que d ' huitres de 

secteurs !nde:zmes des deux ou d ' un parasi te : Belle Isle. la Rochelle , Odet, 

Cancale (Pied de Cheval) et L:ld1terra..'1ée . 

3 . 2. Sions!e 

Des techniques visant à maintenir les hultres en vie ont été recher­

chées . Elles sont applicables uniqueme!'lt pour le diagnostic de ~ ostre~e ; 

celui de ~ refrL'1gens nécessitant obligatoirement le sacrifice des hultres. 

- Ainsi , l ' ou'Iertu=e d ' une fenêtre dans la valve supérieure des hui ­

tres permet de prélever de petits morceaux de feuillets branchiaux pour a..'1a­

lyse sans que des mortalités anormales soient consta t ées . Les tissus ont ci ­

catrisé et , après quelques semaines , les huîtres ont reconstitué leur co­

quille . 
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- Par ailleurs. des ponctions d'hémolymphe ont é t é effectuées sans 

ouverture des huîtres à parti~ d ' un trou , perc6 sur la valve droite, ou à 

partir d'une légère cassure des bordures intervalvaires . 

) . ) . Technioues de contrôle des maladies 

Lea maladies dues à Jh 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 ani maux. 

La technique des frot t is a permis l'obtention rapide des rcisul=ats 

(Bachère et al . , 1982) et la conser/ation des animaux (cf. paragraphe ) . 2. ) . 

M. re!ringens peut être diagnostiqué sur empreintes de glandes diges­

tives . Des appositions de sections de glande sont réalisées sur l ame , sé­

chées et colorées par la "coloration rapide" à l'azur - éosi:le - bleu de 

méthylàne utilisée couramnent pour les frottis de sang. 

Des empreintes de feuillets branchiaux colorées par la même méthode 

permettent de dépister rapidement Bonamia ostreae . 

3.4. Renroductibilité des maladies en laboratoire 

Nous nous sommes intéressés dans un premier temps à la repro duc tibi ­

li té des maladies en laboratoire . Diverses techniques de contac.ination ont 

été expérimentées . 

) . ~ . 1. ~thodes 

- I,:éth ode de "feedi !'ltt' 

Des broyats d'huîtres parasi tées par M. refringens et il . ostreae 

ont été mélangés à l ' eau de mer renfermant des huîtres saines. 

- Gontiguité d ' huitres ~aines et parasitées 

Des huItres saines ont été mises en stabulation avec des huîtres 

parasi tées dans des bacs de 50 litres d'eau de mer fil trée, non renouve lée 

durant les essais . 
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- In jection de uarasi t~s 

Des suspensions cellulaires riches en parasi tes ont été obtenues par 

broyats d ' hu!tres parasitées . Entre 0,1 ml et 0,2 ml sont injectés dans des 

h~ttres saines au niveau de la zone d ' insertion gland e digestive - branchies . 

par Wl trou pratiqué sur la valve droite. Les huit:!'es sont placées en aqua­

rium dont la température et la salinité de l ' eau sont contrôlées. 

Tech .. üques Méthode de Contigui té Injection de 

d ' infestation f eeding paras! tes 

Parasites !,. 1h M. 1h M. 1h 
utilisés ref~in&!:ns ostreae "efringens ostreae ref!'ingens ostrell.e 

Date d ' apparitio / / / 84 jours / 55 jours 

de l a maladie + 
- 13 

Durée d. l'expé- I,!ort des huîtres 76 .1 our~ 
rimentation 'an. infestation au / 180 jours 21 jours : 15 ( 3' 
moyenne out de quelques jours • 154 j) 

Taux moyens 

d ' i nfestation 0 0 / 13,3 % 0 22 % 

obser'/és 

Devant les difficultés de reproductibilité de la maladie due à 

M. re frin~ens , nous nous sommes consacrés dans cette étude plus particuli è­

rement à ~ ostr eae . 

La tech.'11que d ' injection de parasites conduit plus rapidement à des 

i nfestations, avec Wl taux de contamination sensiblement plus é levé que par 

contigu! té. 

Une importante variabilité de r éponses i ndividuelles a pu tou teCois 

~tre observée entre les di .... ers lo ts d 'huîtres injectées . :::11e peut dtre due 

à l ' état phySiol ogique des animaux ~a1s égal~ent à l ' état de maturité et ~ 

la quantité de parasites injectés . 
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L'isolement du parasite devrait per:!lettre d ' étudier et de Cl.a.Ïtrlser 

certains facteurs pouvant inte~'enir dans les processus de contamination tels 

que la quantité de ~ ostreae nécessaire, l ' existence de stades infestants, 

ainsi que les facteurs pouvant être responsable!;! de la >{iru lence du paras! te . 

) . 5. Isolement de Bonamia ostreae 

Coc:ne 11 l'a été spécifié dans le projet de contrat , la mse au 

point de cette technique était assujettie à l ' acquisition d'une centrifugeu­

se à haute vitesse . Du f ait de délais de commande et de 11vraison~ anormale­

ment longs , le matériel n'a été reçu , au labo ratoire de La Trinité Sur :.!er , 

qu'en Septembr e 83 avec une couronne horizontale . La couronne angulaire a été 

livrée en Décembre 8) . Pour ces raisons , nous n ' avons pas pu aborder le tra­

vail prévu dans sa totalité. 

La tedl11ique de centrifugation en gradient de densité est elllllloyée 

couram.'lIent depuis plUSieurs années pour la séparation et la purificatio!'l de 

cellules, virus et organites cellulaires . Ainsi elle a été utilisée Dour les 

cellules sanguines chez l ' ho~e (Segal et al • • 1980) , pour les spores de mi­

crosporidies ( Undeen et Avery, 1983) poux les stades endoerythrocytaires de 

la Malaria (Ni llni et aL, 1981) . Cheng et a.1. ( 1980) ont également séparé 

des hémocytes d' huttres sur gradient de sucrose , alors que Schmitz et al. 

(1981) ont isolé des espèces de zoopl~~cton . 

3. 5. 1.1 . Techni~ue d ' isole~ent 

Le Percoll a été utilisé pour nos essais. Cet te solution colloIdale 

de silice (Pharmacia Fine Chemicals) ?ossède des propriétés intéressantes par 

rapport au sucrose : une faible viscos! té (10 ::!: 5 cl à 20" C) , une dens! té de 

1,13 ::!: 0 , 005 g/ml et une basse oamolarité pouvant donc âtre r éajustée à toute 

valeur déSirée. De plus le Percoll, centri fugé à haut e vi tesse pendant quelque: 

l:I.inutes pert<let l'obtention de gra:Mtients continus . 

Une soluticn isotonique ~e Percoll , de densité de 1, 1)2 g/l , a été 

diluée par du Nacl 0, 4 M ou de l'eau de mer filtrée pour obtenir des solutions 

de densités variables . 
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Di"e!'s g=adients disconti:l.Us ont été fOnlés dans des t ub es de 12 ml 

ou de )0 ml , en superposant des volumes égaux: de solu tiom de percol!, de den­

sité décroissante . Les suspensions cellulaires riches en pa!'asites , obtenu!!s 

CO!llme décrit au pa=agraphe 2. 4 . 1., ont été déposées soit au-dessus du gra-

die!!t, soit au- dessous cu encore ont été diluées avec le Parcol! pou!' obt8:1':':" 

les diverses f::-action s du gradient . 

Nous avons fait varier au cou!'s des essais , la du!'ESe de centrifuga­

tion (tableau en annexe) . 

) . 5 . 1. 2. Contrôle des parasites isolés 

Après c entrifugation , le gradien t a été entièrement prélevé, à la se­

ringue, en fractions cor respondant aux: di',er ses concentrations de Pe!'coll et 

à leurs interfaces au n iveau desquelles , le plus souvent des bandes étai ent 

bien individualisées (voir figure 1) . 

'l'J.':Je de l J ml ap rès centrifu;;ation à 

1 JOO g penèan:; )0 minu tes d ' une sus­

pen~ion cellulaire sur gradient dis­

con tinu . 

SC : suspension cellulai re 

.. ila.!1de la p lus riche e t la plus pu::-e 

en 1h. ostreae 

Le percol! a été élimi né ? a.r } ou 4 lavages à l ' eau de mer fil trée. 

Les cellules étaient recueillies ent::- e chaque lavage par centrifugation de 

5 minutes à l 300 g . B. ostre~e a "pu être identifié sur frottis coloré sa...'1.s 

~isque d'err eur . 
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2nfin , une étude en microscopie électronique a é té rai te pour con-:rô -

1er l ' état de 1l:.. ostreae isolé sur ~adient . Des culots r iches en parasites 

ont été remis en suspensi on et fixés dans du gl utaraldéhyde à ) %, lavés dans 

du tampon cacodylate et post- fixés dans du tetroxyde d l osmium à 1 %. Les cu­

lots ont été inclus dans de la gélose à 5 % et dan::; l ' Ep on , le s coupes contras­

tées par l' acétah d ' uranyle et le citrate de ploœb . 

3. 5.1 . ) . Résultats 

Au cours de nos essais , les cellules de ~ ostreae se sont conc en t rées 

préférentiellement dans l es solutions de 50 et 60 % de Percoll , correspondant 

à des densités de ' , 07 ) à 1, 084 g/l . après JO minutes de centri~ugatlon à 

JOO g . Les meill eures séparations sont obtenues pour des suspensions cellu­

laires mélangées avant centrifUgati on aux diverses fractions de Percoll du gra­

di en t ( figure 2) . 

~. 

~" ' .~, ...• 
. . ..... ,1: .. ... - ... . ... _~ . . 
" 

Suspension de Eon,mi. ostrea' 

isol"i:s S~r- ~adien t de dens1-

t a di::;cont inu - COUpll scmi-

fine 

(0r X 1000) 

m : ~itoohondries 

? para!::i tes 

D' une faÇon général e , l es r ésul t ats sont variables pour les mêmes COn­

ditions eXpér imentales . Le plus souven t , nous n ' avons pas obtenu de bandes 

bien individualisées , ni de fractions totalement pures en 1h. ostreae . Des bac­

téries , des noyaux, des cellules d ' huî tres , de peti te taille sont souvent mé­

langés a\U parasites , en plus ou moino grand nombre suivant les essais . D' au-

tre part, une grande quantité de !:. ost=e'l.e reste , dans les fractions supér-ieu=es 

du gradient , agglutiné aux débris e t aux cellul es de l a suspensi on . 
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Le contrôle de l'ultrastructure a été fait sur du 1h. ostreae centri ­

fug é et isolé à i )00 g . L' observation des coupes semi - fines montre des cel­

lules de tailles différentes qui peuvent être rapprochées des formes claires 

et des formes denses de 1h. ostreae décrites par Pichot et al ., (1979 ) . 

Les :parasites isolés présentent des ca.=ac t éristiques ul trastructuraief 

comparabl es pour l'essentiel aux for~es observées dans les tissus d ' huîtres 

(figures 3 et 4) . 

lli effet , les formes denses arrondies , de 2 à ) \1.. , ont également 

un c7toplasme dense et riche en grains d ' aspect ribosomal . On y r econnaî t, se­

lon les plans de coup e s , un noyau ou nucléoplasme homogène , des mitochondries 

de grande taille (jusqu ' à 1 à 2 r- ) et des haplosporosomes , encore appelés 

particules denses structurées . Ces oellules renferment des inclusions très 

denses , sans structure apparente , de 0 , 5 à 6 r- qui pourraient être de :la t~~ 

lipidique (Comps , 1983) . 

Les formes claires , au polymorphisme plus marqué dans les isolats , ont 

une taille variant de 3 à 5 !'- ' pouvan t parfois atteindre 8 r- . Ces cellule~ 

ou cytoplasme moins dense , présen tent 1 ou 2 nOyaUX , des mitochondries , des 

particules denses structur ées à divers stades de morphogénèse comme 1 t a dé­

cri t Comps (198) ) . ainsi Que des s accules de type golgien . 2hfin, on observe 

très fréque!ll!llent , des inclusions , souv en t de grande taille (1 , 5 b. 2 " ... ) renfer 

iIIaJlt un matériel homogène non structuré peu de:1se aUJt électrons contra irement 

aux inclusions présentes dans les premières formes citées . 

D' llI'.e façon générale . il sembler ait donc que les diverses étapes 

de l t i::;clement n ' aient pas profondément affec té la structure des deux types de 

cellules paraSitées . 

3. 5 .1. 4 . Discussion 

Si l ' isolement de 1h. ostreae s ' avère possible , la quantité de parasi ­

te se concentrant aux densités de 1, 073 et 1, 084 gJl , est souvent trop faible 

pour être utilisée pour des infestations expérimentales . L' insuffisance de 

séparation des divers éléments pourrait être liée aux caractéristiques pp~si­

co- chimiques du broyat cellulaire . 
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a) Eomo~:léi té et flv.idi té da la susnension cellulaire --------------------_.'--------------
La for~tion . d.ns certains cas , d ' un coagulum gênant l ' homo~énéisa­

t ien de la suspension pourr ait emoêcher la migration des cellules dans le gra­

dient.Le coagul um pourrait :prov ~nir des substances intercellulairell . de natu­

re glycoprodi tique ou IllUcopolysaccha.:ridiques • t~ ls que l 'acide hyaluronique. 

qui se présentent sous forme de gels ou d e sols dans les tissus . L'action de 

la hyaluronidase sur les broyats n'a pas donné à ce jour de résultats probants 

Ces essais mériteraient toutefois d'être ap profondis en utilisant des en;:;ymes 

dont l'action pourrait être spécifique vis à vis de certains constituants de 

l'huître (par ex. glycogène) sans risque de dégradation pour les parasites. 

Ce précipi té 'Pourr ait résulter également de la destabilisation et de 

la précipi taUon des pro téines sous l ' action du broyat . 

Les suspensions obtenues à partir d ' huîtres mortes ou premor~em sont 

plus homogènes . Un processus d ' autolyse des cel lules pourrait être la cause 

de cette modification . 

Nous avons donc travaillé préférentiellement avec des huîtres moribon­

des qui sont , de plus, fortement parasi tées. 

Les suspe:.sions obtenues par b royat renfer::cent Wle grande quanti té de 

cellules, de débris cellulaires, de noyaux libres ou de bactéries, pouvant 

avoir Wle densi té voisine à celle de Bonami~ ostreae , qui migrent Ollor::! avec 

le parasite . Des essais de filtra t ions différentielles n'ont pas permis de pu­

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

Au terme d ' une année de recherche , Comps M. (1983) a obtenu l a multi ­

plication de & ostre~e in vitro par contamination d e cultu:::es d'explants de 

branchies d'huîtres. 

Des fragments de feuillets bra..'1chiaux ont été eXplant ésdans des mi­

lieux mis au point pour les cultures cellulaires de ~~olluBques bivalves par 

Cousserans F . (1975) . A cette culture sont ajoutés d es filaments branchiaux 

ou de l ' hémolyrnphe prélevê's sur des hultres plate::! parasitées par ~ ostreae . 
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La r.lultiplieation du pa!'asi te appa=ai -:: , en !:loyenne, ap!'~s d8 hp.u­

!"'!s d ' incubat ion , le nombre de cellules augmentant de 2 . 10
6 

à 19 . -0
6 

!les diff érences ul tr,'lstructU!'ales t eU"'f: que la frciqu!!nce de V "l­

cuoles i nt!'acyt op1asmiqucs et la posi tion pé ri phérique des haplo sllorosomes 

on t ~t 4 noté es chez le para si te produit in '1:' t ro. 

Des essai s d ' i n fe station ont ~ té entrepris aIin de teste!' l ' influen­

c e des tech.'li ques d ' isolemen-::s S\H' l a variabilité et la v.i!'Ulence de 30n<\.11\1".. 

ostre;),e . 

Des injections de pa!'asi t es isolés ont é t é p ratiquées COr.l~e d4c!'i t 

d~~s l e ?~agrap~e ) . 4 . 1 . 

] . j . ) .1. ~ ostreae isolé sur gradient d e dens ité 

Des essai s O:J.t été faits a'rec new séries d ' isolats de parasi :es . 

'!:'=o i s serna1:J.es et d moi s !"especti'rement après les llrerni ères in j ect ions deux 

hul: tres ont été observ ées f or t ement parasi tées pa:- .È..!. os -:;re~e qui avai t ~té 

obtenu après )0 runutes de centr i':ugation à 1 )00 >\' et 3.vai t ôté ~rd.é deux 

jours d~~s le Percoll . ?armi les e autres essais , auc~~e cont~~ination ~ ' a 

encore été obtenue : 

) . 5 . 3 . 2 . ~ ostre~e p~oduit in vi tro 

Les pa:'asites ut1.li:las ont été produi';s au laboratoi:-e de patholo ­

gie de Sète et :'lOUS ont ét>i expédiés pou!" des essais de oontaminations expéri ­

mentales . 

Cinq so;!ries d ' i n jections ont é té pratiquées . AUCWle infestation n ' a 

é t é obtenue avec c~s isolats . 

) . 5 . ).). Conclusions 

Ces essais , dont 1:1 plup3.!'t on t ôt é entre;rris en :in de co:'!.t!'a t 

doiv ent être poursuivis encore deux à trois mois. En effet . comme l ' on t ~o~tré 

des infestations a'( 6C ~ ostr6ae non isolé , des contaminat ions peuvent ne se 
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rn~~ifester , dans ce:,:a!ns cas . qu~ 154 jours apr~s les inj ect io~s. 

11 se:nblerai t que les tech."'!.1ques d ' !so l e~ent , c ' ~st-!,.- ji re m'H~ 

vi tesse de centrifüoltation de 1 )00 g et l ' u,:;:.1isation de ?e"!'coll , n'al tè :-en t 

pas le pouvoir patho ne du parasi te . Tou tefois , l es contaminations obserl 6 ez 

à ce jour (2 huîtr es sur 98) ap r~s une dur ée r.oyenne d e 105 Jours sont plus 

!"aïbles que ce l les obtenu es , ~l obalement pour un n:ême terr:ps . a'f"!C du '9on'tmi .... 

ostre~e na~rel . 

La quan.ti té de parasi tes i n,1ectés pourrai t expliquer cette diffé­

rence , l es suspensions non pu:-ifiées étan t plus riches en 1h. ost::: ea e que les 

=:'actions i so l ée s . 

âlfi~ , l e pa=asi te produi '; !.n 'f itro pourrai t a'-"oir jler du sa patr.o­

génicité puisque aucune infestation n'a é t é ob:enue ; il ne fai t pa:l toutô:­

foi s écarter l ' effet du !Itocka~e et du transllort qui auraient pu a:fecter sa. 

'firu l ence . Les essais seront poUrSUi"li s avec du parasi te cultivé sur pl,'l.ce 

à La Trinité Sur l,~er , 

4 . CO~ICLUSIONS G~l:::R.ALES ::r P3RSPEL"IT/3S 

Les essai:! entrepris d~jà d epuis plus d ' un an sur :9 . os'::re'!.e ont 

contré que la m3ladie est rep~oductlble. e~ laboratoire , par inj ec tions de 

paras ites dans la mass e viscérale des huîtres . G?tte t ech.'1ique , utilisant 

des 9usnensiQ!'IS cellulaires =iches en par asi tes , conduit à des infestations 

don-: la '1ar':'abili ~ é de"l=a.i t pou'/oir ê tre exp liquée et contrôHe a"/ec 1 'u tili­

s~t':'on d e suspensions pures de Dar~sites . 

Ilous avons r.:on-::ré qu ' il est possi b le de pU!'ifier l e paras1:e par 

centrifugation en g'!'aci en-:: d e den:3i té di soontinu à 1 )00 ;;: sans pe~tQ de :3on 

pouvoir ~athogène . La technique doit êt=e affinée car des problè~es pers i s­

tent au :-.iveau du brOyat des huîtres parasitée s . De ;Jlus , des essai s sur g:r:>..­

di ents continus pourraient peut être conduire à cl"! :T!cille=-es sépOlXation e": 

pu:rifica tion de ces ~nts 'P.:l,tholfènes . 

Des i nfes tations c:qH!r iœentale ::: sont poursuivies ,,"'lec les deu::: 

::'''Pes C3 1h. ostreae isolé afin de confir:ner n os "remières ohs e'!'Vati cn s . 
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Par aillelll"s , urle <i t'J1e cOr.l):larative por':a.",t s ur h. P'ilthogéni c ité 

et l~s ca=actéri9 t iqu~ s ultrastructll!."a:es de ~ 03tre~e is014 par centri~u ­

gat10n et p:lI' culture in 'litr o est ~ntre ,, :-ise en colla~orat ion ,!vec le laho­

ra.:;c1:-e de p:üholo~e d e l ' ! . S ,':O . :?!.t SIn:e . Elle d:!vr3i,t per::::ettre:::.e iiéter­

.nine:- l es facteurs responsab les cu in te:-vena,nt dans la 'li:::ulence du parasi t e . 

CdS connaissances et la ~al':ris e des techniques d ' isoleme nt du pa ­

rasite seront un support pour des rocherc~es sur la sensib ilite et les ~oye n9 

de dé f ense des hui tres . 

Ce travail a donn é lieu à un stage de 15 jOUl." S en laboratoire 

de pa;;:,ologie comparée de r.:Ontp ellier . Au cours de ce stage , nous nous 

sommes familiari sés aux techniques de centrifu~tion en ~adient de den ­

s ité . Des essais d ' isolement de pen:orua estreqe sur gradient continu de 

pe rcoll ont é té ~bo=dé5 . 
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Essai 8 , 2 ) 4 5 6 7 8 

Fracti ons du gra- )0-40 
10- 40 25-50 40-45 

20-110 
dien t en ~~ de 50-60 

10-90 75-100 
20 - 40-90 20-40- 90 10-40-70 50-')5 60-80 

Pe rccll 10-80 60- 65-70 

Localisation de 
''''' dM' 

a\1 -deS~U fl ftl l-dessou!3 
d"" 

dans les dan!3 le s clans l e :> 

la suspension cel -
80 % 10 % du du 

20 % ) 7 4 
lulaire gradient gradient fractions fractions frac tians 

centri- vi tesse 1 )00 g 550 1 )00 B 1 300 g 150 g 1 )00 g 1 ) 00 g 1 )00 g 1 )00 g 
fuga-
tion dur4e ,0' '0 ' '0' ) 0 ' 20 ' .10 ' ) 0' ' 0 ' 20 ' 

Uaxi mum dt: parasi- p" In ter- bande ~O % e t inter f ace 55 % e t 
40 % / tes + L:n.xi mum de 

pure t é 
60 % de f ace dans interface 

sJpa 40-70 50 % 40-80 40- 70 60 % 
ra ti on 

15 autres essais , du type de l ' essa i rl~ 10 , ont tHé e ffec tués . La durJe de cen trif\lga tl on a été 

aU8l~,entée , I:Iais n' a pas conduit à un meilleur isolement des parasites . Ce s essais ont montré 

sur t ou t l ' influence d e~ c~'actéri!3tiques phys ico-ch i ~ques des suspensions utili sées . 

Annexe Conditions expérimen tales des divers essais d ' iso lemen t de ~ ostreae par cen tr ifuga ti on 

en gradient d~ densité 

9 '0 

20-40 )0- 40 

70-90 ')0- 60- 70 

an-de SSlls au- destl\l:l 

du du 

8'l:adien t grad i ent 

1 ] 00 g 1 )00 g 

) 0 ' ) 0 ' 

inter f ac2 interfe ce 

4 œS-70)~ 50-60 




