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INTRODUCTION

Depuis quelques années, des efforts importants sont accomplis
pour développer les cultures marines en recherchant de nouvelles produc-
tions complémentaires des activités traditionnelles dont 1'ostréiculture
représente encore actuellement un des secteurs les plus rentables. En retenant
le chiffre de 100.000 T d'huftres annuellement commercialisées on peut ju-
ger de 1'importance de cette production dont il est permis de prévoir
qu'elle s'accroitra encore compte tenu de son extension récente sur des

sites nouveaux tels que les c8tes normandes.

Cependant ce type de monoculture intensive se trouve plus spécia=-
lement exposé & l'action d'agents pathogénes qui peuvent tant8t avoir un
r8le limité et localisé, mais aussi &tre & 1l'origine d'épizooties aux effets
catastrophiques pour l'économie de la région concernée. Tel ffit le cas de
la mortalité massive de 1970 qui & la suite de la maladie des branchies
entraina la disparition pratiquement totale en France de 1'huitre

portugaise.

Si les recherches en pathologie marine sont restées longtemps
limitées le plus scuvent & la description de parasitoses dont la significa-
tion pathologique n'était pas toujours évidente, les développements nou-
veaux de l'aquaculture ont imposé d'aborder d'une fagon plus systématique
et plus approfondie la pathologie des espéces cultivées et en particulier

celles des Mollusques bivalves.

Ainsi, 1'é¢ude des grandes épizooties en ostréiculture a-t-elle
fourni des données étiologiques nouvelles dans des domaines encore inex-
rlorés, avec notamment la mise en évidence de viroses chez les huitres et
dans le m&me temps, l'existence d'infections & procaryotes intracellulaires
était-elle révélée chez plusieurs mollusques d'élevage ou faisant 1l'objet

d'une péche littorale saisonniére.



Bien que la pathologie des Mollusques bivalves marins accuse par
rapport & la pathologie des Invertébrés terrestres un retard considérable
dans le domaine expérimental, il n'en subsiste par moins que les recherches
histologiques et cytologiques conduites systématiquement depuis plusieurs
années en microscopie photonique comme en microscopie électronique ont
permis de faire progresser la connaissance des maladies infectieuses de ces

animaux.

Dans les chapitres qui suivent, en se limitant aux infections
intracellulaires, seront développés pour ce qui concerne les grandes épi-
zooties survenues en France au cours des dernidres décennies, la maladie
des branchies, la mortalité massive de 1970 et une maladie hémocytaire de
1'huitre plate.

Enfin avec les études de divers cas de mortalités seront abordées
les infections rickettsiennes des huftres et d'autres mollusques pélécy-

podes marins.



CHAFITRE I

EVOLUTION DES RECHERCHES SUR LES MALADIES EPIZOOTIQUES
DES MOLLUSQUES BIVALVES MARINS

Dans le milieu marin on n'est en fait amené & constater des mala=-
dies épizootiques que chez des animaux dont on contr8le les populations,
autrement dit, dans la pratique, chez les animaux d'élevage ou chez certai-

nes espéces dont on exploite les gisements naturels.

Jusqu'a ces derniéres années, n'étaisnt essentiellement concernés
que les Mollusques bivalves, notamment les huftres et les moules et &2 un
moindre degré quelques Mollusques fouisseurs . Dans ce domaine on doit s'at-

tendre d'ailleurs & des développements importants, consécutifs & l'extension

actuelle de 1l'aguaculture.

Les épizooties les plus graves ont été observées chez les huitres
qui, en raison de leur importance économique, ont été l'objet des recherches

les plus nombreuses et les plus suivies.

Si des mortalités sont souvent apparues dans les populations
d'huitres comme résultant de conditions de milisu défavorables, un grand
nombre d'entre-elles et parmi les plus importantes ont été attribuées i des
maladies contagieuses dont dans certains cas on n'a pas toujours pu définir

les causes avec précision.

Bactéries, champignons et protozoaires représentaient les princi-
paux agents connus des maladies des huitres. Depuis une date récente des

virus ont également été impliqués dans plusieurs épizooties.



1 = Maladies d'origine bactérienne.

Depuis 1955, on a enregistré au Japon des cas de mortalité
massive dans les élevages d'huftres du Pacifique (Crassostrea gigas Th.)
sans que l'on puisse toutefois identifier des agents pathogeénes spécifiques.
Dans la baie de Kanasawa, les pertes annuelles atteignirent 80 % de la pro-
duction. A partir de 1927, des phénoménes semblables ont été signalés dans
la péninsule de Miura. Plus tard, en 1945, des mortalités massives se pro-
duisirent dans la baie d'Hiroshima : on suspecta alors un bacille (Achromo—
bacter) d'&tre responsable de la maladie (Takeuchi et coll., 1960).

Une hypothése semblable a été émise pour expliquer certains symp-
témes associés aux mortalités massives qui affectérent gravemsrt 1'ostréi-
culture dans la baie de Matsushima & partir de 1960. Des nécroses dans le
conjonctif, "focal necrosis" comparables aux "abees multiples" décrits chez
les huftres de la baie de Willapa (Etat de Washington) ont été signalées ;
des bactéries ont été isolées sans que l'on puisse confirmer leur réle

pathogéne.

Durant les mortalités de l'huftre plate (Ostrea edulis L.) de
1919 a 1924, plusieurs bactéries avaient été isolées mais aucun réle patho-
géne n'avait pu leur &tre attribué. Les causes de la maladie n'ont en fait

jamais été trouvées.

On rappellera enfin que Guillard (1959) puis Tubiash et coll.
(1965) ont isolé des bactéries (Pseudomonas sp. et Vibrio sp. ) pathogine

pour les larves de Crassostrea virginica Gmelin et de Ostrea edulis L.. Des

Vibrionaceae ont encore été impliquées au cours de ces derniéres années
dans des mortalités de larves d'huftres produites dans des écloseries de la
c8te Est des Etats Unis(Leibovitz, 1978).

2 = Maladie d'origine fongique.

Plusieurs maladies des huftres ont été attribuées i des



agents de nature fongique. Les premiires descriptions concernent la "maladie
de la coquille"” encore connue sous le nom de "maladie du pied" ou "maladie
de la charnidre" suivant la partie affectée de la coquille. Signalée en

1884, cette maladie a fait 1'objet d'études successives chez Ostrea edulis

et chez Crassostrea angulata. Giard (1894), Korringa (1948) puis Alderman

et Jones (1971) en ont décrit en détail les symptBmes et le champignon res-

ponsable des lésions.

L'apparition de tiches blanches & la face interme de la coguille
margque le début de l'infestation par le champignon Ostracoblabe implexa

(Bornet et Flahaut, 1889) qui au fur et i mesure de son développement pro-
voque des altérations et distorsions graves de la coquille. Selon Korringa
la maladie de la coquille aurait entrafné des mortalités dans des parcs

d'huitres plates en Hollande.

Pour mémoire, on signalera Chladothrix dichotoma trouvé par Eyre

(1924) dans les huitres plates au cours des mortalités de 1919-1923, ainsi
qu'une espdce de Nocardia décrite chez ces mémes huitres par Pettit(1921).
On ne sait rien de leur r8le pathogéne chez 1'huftre. Par contre, Sirolpi-

dium zoophtorum a été présenté par Davis et coll. (1954) comme agent d'épi-

zooties pour les larves d'huitres produites en "écloseries".

La maladie causée par Dermocystidium marinum compte parmi les

plus graves affections d'origine parasitaire. C'est sous ce nom en effet
que Mackin et coll. (1950) ont décrit un dangereux parasite de 1'huftre

américaine Crassostrea virginica. Une trds abondante littérature lui a été

consacrée (Mackin, 1962). Aprés avoir été rattaché aux Labyrinthulales sous
le nom de Labyrinthomyxa marina (Mackin et coll., 1966) sa position a été

récemment révisée avec la création d'un genre nouveau et l'espéce Perkinsus
marinus (Levine, 1978). L'infestation initiale se produit au niveau de
1'épithélium intestinal et au niveau du manteau. I1 détruit 1'épithélium et
provoque une lyse de la basale avant d'envahir tous les tissus et entrainer
la formation d'abcés. Le développement des gonades est inhibé. Les huitres

s'amaigrissent et meurent.



Ray (1952) a mis au point une technique de culture sur milieu au

thioglycolate permettant de déceler la présence deP. marinus et de réaliser

un diagnostic précoce de la maladie.

Sa distribution géographique comprend essentiellement les estuai-
res du golfe du Mexique ol il a été découvert primitivement et certaines
zones de la c8te Atlantique des Etats Unis (Tampico, baies Delayare et
Chesapeake ).

La pathogénicité de ce parasite se manifeste par des mortalités
durant les mois chauds de 1'été (Hewatt et Andrews, 1956). Son développement
est étroitement 1ié & la température de l'eau et il ne prolifire activement
qu'a partir de 25°C. Les faibles salinités (15%J retardent son développement
(Ray, 1954).

L'infestation expérimentale d'huitres saines a été obtenue ; elle

a confirmé ce parasite comme agent causal de mortalités (Mackin, 1962).

On pourrait mentionner ici la maladie des branchies de 1l'huitre
protugaise Crassostrea angulata car un parasite incriminé comme responsable
de la destruction des branchies, décrit par Franc et Arvy (1970) sous le
nom de Thanatostrea polymorpha, a été rapproché par ces auteurs des Laby-
rinthulales et des champignons inférieurs. Comme on le verra ultérieurement,
1'étiologie de cette maladie a €té remise en cause & la suite de recherches

plus approfondies en microscopie électronique.
Enfin, on signalera que des corps sphériques présentant des simi-

litudes avec un champignon marin (Hyalochlorella marina) ont été impliqués

dans une maladie de larves de Cr. gigas élevées en écloserie (Elston, 1980).

3 - Maladie & Protozoaires

Peu de Protozoaires en fait ont été reconnus comme agents

d'épizooties chez les Mollusques bivalves marins.



Les plus importants sont des Haplosporidies et des parasites ap=-
partenant aux genres Marteilia (Grizel et coll., 1974) et Bonamia (Pichot
et coll., 1980), groupes nouveaux dont la position systématique n'est pas

encore clairement établie.

- Les Haplosporidies
I1 s'agit essentiellement de deux Haplosporidies, Min-

chinia costalis et Minchinia nelsoni qui au cours des années 1960 ont per-

turbé la production de l'huftre américaine (Crassostrea virginica) sur la
cbte Est des Etats Unis.

Minchinia costalis a été signalé par Wood et Andrews (1969) comme

agent responsable de mortalité des huftres sur les c8tes du Maryland et de
Virginie et dans la baie Delaware. Mackin (1960), Engle et Rosenfield (1963)
Haskin et coll. (1966) ont étudié par ailleurs les effets de Minchinia nel-

soni, un Sporozoaire voisin du précédent, largement distribué du Connecticut
4 la Caroline du Nord. Les pertes causées par ce parasite dépassérent 95 %
par an dans certaines zones en particulier dans la baie Delaware & partir de
1957 et dans la baie Chesapeake & partir de 1959, Des études approfondies
ont permis de caractériser ces parasites (structure des spores, cycle de
développement) (Rosenfield et coll., 1969 ; Farley, 1967). Les aspects ul-
trastructuraux ont été développés par Perkins (1968) pour Minchinia nelsoni
et Perkins (1969) pour M. costalis.

- Les Marteilia

Ce genre regroupe & l'heure actuelle gquatre especes
dont la principale, l'espéce type M. refringens (Grizel et coll., 1974) est
responsable d'une grave épizootie qui 4 partir de 1969 a causé de lourdes

pertes dans les élevages d'huftres plates du littoral atlantique.

Ce parasite a été signalé & l'origine dans le bassin de Marennes-
Cléron (Corps, 1970 a) et ultérieurement en Bretagne (Herrbach,
1971) et dans le bassin d'Arcachon. Son cycle, initialement décrit par
Comps (1970 a) et confirmé par Grizel et coll., 1974 et par Perkins (1976),

se développe au niveau des épithéliums digestifs (estomac et diverticules)



suivant un mode annuel. Des recherches récentes (Franc, 1980) ont par

ailleurs montré que ce cycle pourrait également comporter une phase sexuée.

Sa structure complexe n'a pu &tre précisée qu'apres étude en mi-

croscopie électronique (Bonami et coll., 1971 ; Perkins, 1976).

I1 est constitué d'une cellule souche, & 1l'intérieur de laquelle
des cellules se multiplient suivant un processus endogéne aboutissant & des
spores formées de trois cellules emboitées. Parallélement 2 son mode de
multiplication, 1'originalité de ce parasite réside dans la présence d'in-
clusions cytoplasmiques inhabituelles : des particules denses structurées
comparables aux haplosporoscmes des Haplosporidies, des formations multi-
vésiculaires complexes et des formations paracristallines présumées &tre de

nature golgienne.

Au plan taxonomique, M. refringens pose encore beaucoup de pro-
blémes. Mentionnées au départ par Comps (1970 a), certaines similitudes
avec les Haplosporidies ont été confirmées par Perkins (1976). Toutefois &

la suite d'études sur des parasites voisins tels Paramarteilia orchestiae

(Ginsburger-Vogel et Desportes, 1979 a et 1979 b) et Paramyxa paradoxa

Chatton, 1911 (Desportes et Lom, 1981) il est apparu que ces différentes
espéces présentaient avec les Marteilia des points communs touchant & 1'or-
ganisation de la spore et au mode de sporogénese, caractdres qui les éloigme-
raient des Haplosporidies. Selon Desportes et Lom, avec les genres Paramyxa

et Paramarteilia, le genre Marteilia pourrait &tre regroupé dans la classe

des Paramyxea (Levine et coll., 1980).

- Parasite du genre Bonamia

Un parasite nouveau des cellules sanguines (Bonamia
ostreae ng nsp.) a été récemment décrit chez des huftres plates 0. edulis
subissant des mortalités sur les parcs des cdtes bretonnes (COmps et coll.,

1980 ; Pichot et coll., 1980). Son étude sera développée dans la suite.

- Autres Protozoaires

Des Protozoaires ont été décrits chez les huftres mais



leur réle pathogtne en relation avec des épizooties n'a pas été établi clai-
rement. Tel est le cas de la grégarine Nematopsis ostrearum (Owen et coll.,

1952), de 1la microsporidie Steinhausia ovicola (Leger et Hollande, 1917) ou

encore du flagellé Hexamita sp suspecté d'avoir provonué des mortalités

chez 0. edulis et Cr. virginica (Mackin et coll., 1952).

4 - Parasitoses diverses.

De nombreux parasites ont été observés chez les huitres en
particulier des vers (Cestodes, Trematodes et Annélides) et des crustacés
(Copéﬁodes). S5i dans certains cas on a pu leur attribuer des troubles divers

chez 1'h8te ils n'ont jamais provoqué de maladies & caractire épizootique.

5 = Viroses.

Souvent suspectés de provoquer des mortalités, des virus n'ont
été qu'assez récemment mis en évidence dans des maladies de 1'huftre. Il
s'agit du virus de la maladie des branchies de 1l'huitre portugaise (Comps
et Duthoit, 1976) et des virus de mortalités de Cr. angulata et de Cr. gigas
(Comps et coll., 1976 ; Comps et Bonami, 1977). Les recherches concernant
ces agents seront exposées plus loin.

Plus récemment encore une infection virale a été décrite par

Elston (1979) chez des larves de Cr. gigas subissant d'importantes mortali-

tés en écloserie.

6 = Maladie de causes indétermindes.

En ostréiculture, il n'est pas rare d'observer des mortalités
qui, si elles ne sont pas négligeables économiquement restent souvent limi-
tées dans le temps et trés localisées. Généralement, faute de mettre en évi-
dence un agent pathogéne ou de prouver qu'il s'agit de troubles liés aux

conditions de milieu on doit se résoudre & laisser le phéncméne inexpliqué.
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Des mortalités massives ou extensives peuvent ainsi &tre également
rangées dans cette catégorie et notamment la maladie de Malpéque et la ma-
ladie massive de 1'huftre plate en Europe de 1919 a 1923,

Sous le nom de maladie de Malpéque, on a désigné la maladie qui
débuta en 1915 sur les c8tes de 1'Ile du Prince Edouard. En matidre de pa-
thologie des huftres cette affection représente un cas trés particulier en
raison de son développement et de son évolution. C'est en effet & une mala-
die contagieuse qu'ont été attribuées les importantes mortalités enregis-
trées & partir de 1915 dans la baie de Malpique. Elles ont porté sur 90 %
du stock d'huitres et ont persisté pendant de nombreuses années en se déve-
loppant dans des zones de conditions hydrologiques trés variées.

Les recherches concernant cette maladie n'ont pas conduit & en
déterminer les causes (Needler et Logie, 1947). Toutefois, selon Rosenfield
(1969), les études histopathologinues indiqueraient la possibilité d'une
maladie virale. Le fait n'a pas été confirmé.

A partir de 1933, on assista & une lente reconstitution des stocks
mais en 1955 les mortalités reprirent sur les cdtes du Nouveau Brunswick.

A partir des populations d'huitres de 1'Ile du Prince Edouard, qui parais-
saient avoir acquis une certaine résistance, des transferts furent effectués
vers les zones nouvellement touchées. Ces opérations furent couronnées de
succeés (Logie et coll., 1960 ; Drinnan et England, 1965).

Pour ce qui concerne les mortalités de 1'huftre plate (1919-1923)
les causes de 1l'épizootie n'ont pu &tre définies avec certitude : des bac-
téries ont été isolées A partir de mollusques malades mais leur r8le patho-

géne n'a pas été prouvé (Orton, 1924 ; Eyre, 1924).

Cn pourrait enfin ranger dans cette rubrique plusieurs cas de
mortalité constatés en différents points du Japon depuis 1915 chez 1l'huitre
Cr. gigas, les nombreuses recherches consacrées & ces maladies ne concluant

pas sur le r8le effectif d'un pathogéne déterminé.

Pour ce qui concerne les autres mollusques bivalves d'ine
térét commercial, bien qu'une abondante littérature traite de leurs para=-

sites on comnait peu de choses sur des maladies & caractére épizootique
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de ces animaux.
Toutefois, en raison de ses implications économiques, on mention-
nera ici le cas important concernant 1'infestation des moules (thilus

edulis et Mytilus galloprovincialis) par le copépode Mytilicola intestinalis

Steuer.

Localisé dans l'intestin, ce parasite provoque des lésions épithe-
liales (Couteaux-Bargeton, 1953) et ralentit la vitesse de filtration (Camp-
bell, 1970). Trés amaigris les mollusques peuvent mourir.

De sérieuses mortalités chez les moules de Hollande en 1979 ont
été mises en relation avec le développement de M. intestinalis .(Korringa;
1951 ).
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CHAPITRE II

CONNAISSANCES ACTUELLES SUR LES INFECTIONS VIRALES ET RICKETTSIENNES

DES MOLLUSQUES MARINS

I - INFECTIONS VIRALES

Chez les Invertébrés marins, les recherches concernant les mala=-
dies virales ont connu depuis une dizaine d'années un développement impor-
tant. C'est essentiellement chez les Crustacés que les progres ont été les
plus rapides & la suite de la découverte par Vago (1966) du premier virus

d'Invertébré marin chez Macropipus depurator.

Récemment, Bonami (1980) a recensé les infections virales chez
les Crustacés marins et étudié en détail certaines d'entre elles.

A 1'exception de Peneaeus duorarum et de Callinectes sapidus, les
especes concernées ne présentent gqu'un intérét économique limité sinon nul.
Par contre, pour c2 qui concerne les Mollusques les premi®res viroses ont
été constatédes chez des bivalves faisant 1l'objet d'une importante exploita-
tion commerciale. Les recherches sont toutefois moins avancées que pour les
Décapodes, le plus souvent limitées aux aspects histopathologiques. On
connait & l'heure actuelle des virus chez des CéphalOpodes mais surtout

chez les Huftres et chez quelques autres Lamellibranches.

1 - Virus des Céphalopodes.

Un premier virus de Mollusque marin a été trouvé par Rungger et
coll. (1971) chez Octopus vulgaris du golfe de Naples. L'infection virale
a lieu au niveau de tumeurs observables sur le corps de l'animal et notam-

ment sur les tentacules. Sur coupes les virions montrent un contour
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hexagonal ; leur taille varie entre 120 et 140 nm. Dans les cellules infec-
tées, des membranes entourent de petits groupes de virions associés & une
inclusion dense aux électrons. Ce virus a été classé dans la famille des

Iridoviridae.

A la méme époque un deuxiéme virus était décrit chez un autre Cé-
phalopode, la Seiche Sepia officinalis par Devauchelle et Vago (1971). Les
particules mesurent 75 nm et possédent un core dense de 32 4 35 mm ; elles
se forment & la périphérie de plages denses aux électrons. Dans le cytoplas-
me de la cellule atteinte, elles se rassemblent en formations paracristal-

lines. Ce virus a été rapproché des Reovirus.

2 = Mollusques bivalves.

a - Virus d'huitres

. = Virus de type Herpes

Réalisant une étude sur les effets de la température
sur la croissance et la survie de Cr. virginica, Farley et coll. (1972)
ont constaté des mortalités anormales (52 %) chez les huftres scumises aux
températures élevées (28°-30° C). Les huftres malades présentent une dila=-
tation des diverticules digestifs accompagnéed'une infiltration cellulaire
au niveau du conjonctif et des sinus sanguins. Dans ces sites, certaines
cellules comportent une inclusion intranucleaire Feulgen positif. L'étude
en microscopie électronique montre que ces inclusions renferment des parti-
cules généralement hexagcnales de 70 & 90 nm, constituées d'un nucléoide

dense entouré d'une enveloppe simple.

Selon les auteurs, ce virus qui présente des similitudes morpho-
logigues avec le virus Lucké de la grenouille, pourrait &tre ravproché du

groupe des Herpes wvirus.

. = Virus de type Iridovirus
D=s viroses ont été associées aux deux épizooties gqui

ont successivement dévasté de 1967 & 1973 les stocks d'huitres portugaises
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sur les c8tes francaises (Comps et coll., 1976 ; Comps et Duthoit, 1976).
Le premier virus concerne la mortalité massive de 1970, le second la maladie
des branchies. Les caractéristiques de ces virus ont conduit & les rappro-

cher des Iridovirus.

Une troisidme infection virale a été décrite en France chez les
huftres Cr, gigas durant des mortalités estivales (Comps et Bonami, 1977).
Le virus en cause est proche du virus de mortalité de l'huftre Cr., angulata.

L'étude de ces trois virus sera développée dans la suite.

On peut rapprocher enfin de ce groupe l'agent infectieux découvert
par Elston (1979) au cours de 1'étude de mortalités de larves de Crassostrea
gigas élevées en écloserie. L'auteur signale dans les cellules épithéliales
du velum la présence de particules hexagonales de 228 ¥ 7 nm de diamdtre,
limitées par deux feuillets membranaires de 85 nm d'épaisseur. La partie
centrale est occupée par un core dense aux électrons de 160 nm de diamétre.
Ces particules compleétes sont associées & des vacuoles claires alors que les
formes incomplétes comprenant uniquement l'enveloppe bilamellaire sont usu=-
ellement assocides &4 une masse granuleuse dense, vraisemblablement un viro-
rlasme.

Chez les cellules infectées, la membrane plasmique est mal définie

et le cytoplasme perd sa texture normale au voisinage des lésions.

. = Autres virus
Plusieurs types de particules d'allure virale ont été

signalégs aux Etats Unis chez les huitres et notamment chez Crassostrea vir-

ginica et Ostrea lurida.

Dans le noyau de cellules géantes (500 pm) observées dans les go-
nades de Cr. virginica, Farley (1976) met en évidence des particules de
53 nm sans enveloppe. Dans certains cas, les lésions comportent des fila-
ments intranucléaires et des microtubules de structure hélicoIdale de 20 nm
de diameétre. Notant des similitudes avec les Papillomavirus, 1l'auteur suggé-

re la possibilité d'une oncogénése virale chez les mollusques.
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Par ailleurs, un certain nombre de lésions attribuées & des
virus et plusieurs particules d'allure virale observées occasionnellement
chez des huftres ont été répertorides par Farley (1978) qui les regroupe
dans différentes familles de virus sur la base de similitudes présumées.

Ces observations sont résumées dans le tableau ci-dessous.

Famille de virus Héte

CURTY

Papovaviridae : Cr. gigas, Cr. commercialis
: 0. edulis, 0. lurida

Herpetoviridae ¢ 0. edulis

Togaviridae : 0. lurida

Retroviridae ¢ Cr. virginica

Reoviridae : Cr. gigas

: go edulis

Pour toutes ces particules, 1l'auteur ne mentionne pas de liens

avec des maladies de 1'huftre.

. = Viroses expérimentales
La pathogénicité de deux souches de virus

de type NIP, isolées & partir de Tellina tenuis et d'Ostrea edulis a été

testée sur 1l'huftre plate 0. edulis (Hill et Alderman, 1977).

L'infection des huftres est plus proncncée aux basses températures
(8=10°C) qu'a des températures plus élevées (16-18°C). Elle se manifeste
par le développement d'ocedémes, par une infiltration d'hémocytes au niveau
de la glande digestive accompagnée d'une nécrose du tissu conjonctif. Les
auteurs ne donnent toutefois aucunes précisions sur les sites de replication
des virus.

Par ailleurs, chez les h8tes d'origine l'effet pathogine de ces

agents infectieux n'a pas été mis en évidence.

Des travaux comparables ont été réalisés récemment par Meyers
(1980) qui a étudié les effets pathogines du rdovirus 13 p2 sur des juvéni-

les d'huftres américaines Crassostrea virginica.
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b - Virus d'autres Mollusques bivalves.

Peu d'observations ont été faites & ce jour chez les Bivalves
marins autres que les Huftres. Elles sont limitées au signalement de parti-

cules d'allure virale chez guelques espéces.

Farley (1978) note des particules icosaédriques de 40 i 45 nm dans
le tissu conjonctif, dans les hémocytes et dans 1'épithélium branchial de

Mya arenaria et suggdre un rapprochement avec les FPolyomavirus.

Cet auteur mentionne par ailleurs, uniquement sur la base d'obser-
vations en microscopie photonique, la présence possible d'un virus de type
Herpessvirus chez Mercenaria mercenaria et d'un virus supposé proche des

Paramyxoviridae chez Mya arenaria.

II - INFECTICNS RICKETTSIENNES

les infections rickettsiennes c'est-a-dire dues & des microorganis-—
mes bactériens Gram-négatif & développement intracellulaire stricte, déja
bien connues chez les Invertébrés terrestres chez lesquels un grand nombre
de ces agents a été étudié, représentent un domaine de recherche encore peu
exploré pour ce qui concerne les Invertébrés marins.

La découverte des premiers microorganismes de type rickettsien
parasites d'Invertébrés marins est due & Harshbarger et coll. (1977) avec la

description d'une Chlamydie chez Mercenaria mercenaria de la baie Chesapeake

et de la baie Chincoteage. Dans 1'épithélium des diverticules digestifs,
des inclusions intracytoplasmiques constituées de granulations basophiles,
renferment des corps pléomorphes représentant les trois stades du cycle
d'une Chlamydie : formes larges de 400 & 900 nm, corps intermédiaires de
400 a4 600 nm et corps élémentaires de 200 & 300 nm. Certaines formes con-
tiennent des particules arrangées en réseau paracristallin, correspondant

a4 un phage infectant la Chlamydie.



= 17 =

Ces auteurs mentionnent également la présence d'une Rickettsie
chez Mya arenaria provenant des mémes secteurs : les microorganismes de
forme allongée (300 - 2500 nm) comportent des travées cytoplasmiques riches

en ribosomes et sont limités par une double membrane.

Dans le méme temps, des infections rickettsiennes étaient pour la
premidre fois mises en évidence dans les huitres Crassostrea gigas (Comps
et coll., 1977 ) et Ostrea edulis (Comps et coll., 1977). Ultérieurement,
un microorganisme présentant un cycle de type chlamydien devait &tre décelé

chez 1'huftre portugaise Cr. angulata (Comps et Deltreil, 1979).

On comait par ailleurs chez les Bivalves pélécypodes plusiesurs
cas d'infections dues & des microorganismes rickettsiens.

Buchanan (1978) a décrit une rickettsie parasite des cellules di=
gestives de Tellina tenuis des c8tes d'Ecosse. L'infection concerne 75 %
des individus péchés. Les bactéries de 300 & 500 nm occupent des plages in-
tracellulaires de 25 & 35 pm. L'auteur sig-nale des formes géantes (2 Pm),
des formes filamenteuses et des formes en b&tonnets ; certaines bactéries
sont infectées par un phage de 67 nm.°

Cette rickettsie est rapprochée du genre Coxiella dans la famille

des Rickettsiaceae.

En France, une rickettsie morphologiquement voisine a été trouvée
dans les diverticules digestifs de Donax trunculus de la céte méditerranéen-
ne (Comps et Raimbault, 1978).

Plus récemment, un agent pathogéne de type rickettsien a été déce-
1é chez le lavignon Scrobicularia piperata péché sur les c8tes de Saintonge
(Comps et coll., 1980). Le développement intracellulaire de ce microorganis-
me s'effectue suivant un cycle montrant des similitudes avec celui des
Chlamydies. C'est de ce groupe qu'a également $té rapproché un microorganis-
me i cycle de type chlamydien signalé par Joly et Comps (1980) chez la pa-

lourde Ruditapes decussatus.

Un mentionnera enfin 1'existence d'un type de rickettsie nouvel-

lement observé dans les cellules digestives de Ruditapes philippinarum et
dont 1l'étude est développée dans la suite.

Q
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CHAPITRE ITI

MATERIEL ET METHCDES

I ~ MOLLUSQUES ETUDIES

Les recherches ont porté exclusivement sur des maladies de Mollus-
ques bivalves marins présentant un intérét économique, faisant l'objet d'éle-
vages importants comme les Huitres ou de p8che artisanale comme les Bivalves

fouisseurs.

1 - Les Hufitres.

Parmi les Filibranches, trois bivalves de la famille des Ostreidae
ont été étudiés avec des représentants des genres Crassostrea Sacco et

Ostrea Linné.

a - L'huftre portugaise Crassostrea angulata Lamark

Anciennement connue sous le nom de Gryphaea angulata, cette

huitre était largement répandue sur les c8tes du Portugal et sur les c8tes
atlantiques de France ; des gisements naturels étaient exploités encore en
Espagne (région de Cadix) et au Maroc (Larache et Mogador).

Introduite accidentellement en France en 1868 & 1'embouchure de la
Gironde, sa culture s'est principalement développée dars la baie d'Arcachon
et sur les c8tes de Charente maritime et de Vendée. L'élevage en était éga-
lement pratiqué en Méditerrande (étang de Thau) et en Bretagne (rividre
d'Etel).

De forme plutdt allongée, avec une valve droite plate et une val-
ve gauche creuse, la morphologie et la taille de cette huiftre varie en fonc-
tion de 1'4ge et des conditions de milieu.

Cette espeéce gonochorique présente une alternance sexuelle. La

fécondation a lieu dans l'eau cl sont émis les gamétes.
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Les huitres examinées ont étérécoltées principalement sur les
parcs du bassin de Marennes-0Oléron. Des échantillons provenant de Bretagne
(rivitére d'Etel), d'Arcachon et de 1'étang de Thau ont également été étudiés.
Enfin des recherches purent &tre poursuivies ultérieurement, c'est-a-dire
aprés la mise en évidence des viroses, & partir de matériel prélevé sur

des gisements naturels du Sado et de la baie de Cadix.

b- L'huitre du Pacifique, Crassostrea gigas Thunberg
On trouve cette espéce de grande importance économigue, au
Japon, en Corée, en mer d'Okhotsk et dans 1'Ile de Sakaline. Sa culture a
été étendue sur la c8te Pacifique d'Amérique du Nord et en Australie.
Introduite en France en 1966 & titre expérimental, son extension
a 8té accélérée a partir de 1970 pour remplacer l'huitre portugaise & la

suite des mortalités massives.

Sur le plan systématique, Ranson (1951) et Menzel (1974) conside-
rent que Cr. gigas et Cr. angulata sont une méme espece. Les études les plus
récentes n'ont toutefois pas permis de conclure (More, 1969).

Les recherches sur la virose de Cr. gigas ont été effectuées sur

des huitres natives d'Arcachon.

¢ = L'huftre plate, Ostrea edulis Linné

Cette espece est 1'huftre d'Europe ou elle abonde sur de nom-
breuses c8tes. En France, sa culture est surtout développée en Bretagne ;
elle est présente & Arcachon et dans 1'étang de Thau. Dans le bassin de Ma-
rennes-Cléron, elle fait l'objet d'affinage en claire.

Pour 1'étude de la maladie hémocytaire de 1'huitre plate, on a
examiné des huftres prélevées sur les gisements naturels et sur les parcs
des principaux centres de Bretagne, d'Arcachon et dans les claires de la
Tremblade.
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2 - Autres Pélécypodes.

Trois bivalves fouisseurs ont été étudiés :

a - Donax trunculus Linné

Ce petit coquillage fréquent sur le littoral du Languedoc,
ou il est appelé & tort "Telline", fait 1l'objet d'une exploitation artisana-
le et d'un commerce local. Les mollusques examinés étaient p8chés dans le

secteur du Grau du Roi et des Saintes Maries de la Mer.

b - Scrobicularia piperata Poiret
Surtout connu dans certaines zones cotidres de 1l'Atlantique,
ce pélécypode est commun & 1l'embouchure des fleuves.
Les échantillons étudiés provenaient de bancs sableux en aval de

la Seudre (secteur de La Tremblade).

¢ - Ruditapes philippinarum Adam et Reeves

Originaire d'Extrtme Orient (Corée, Japon, Philippines) ce
mollusque a été introduit en France depuis une dizaine d'anndes pour des
actions de repeuplement et plus récemment & des fins d'élevage (Vendée,

Bretagne).

II - TECHNIQUES D'ETUDE
{ = Examens sur le frais.

Pratiqués a 1'ouverture des huftres, ils ont permis, dans le cas

de la maladie des branchies de suivre directement 1l'évolution de 1l'épidémie.

Pour le maladie de 1l'huitre plate, le parasite pouvait.8tre décelé
sur simples "squash" et sur frottis fixés par le Carnoy II coloré par le

bleu de méthyléne ou par la coloration de May-Grfinwald.
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2 = Microscopie photonique.

a - Fixation
L'essentiel des recherches a €té mené sur la base d'examens
histologiques.
Le matériel a été fixé le plus souvent dans le ligquide de Bouin
et dans le liquide de Davidson dont la composition & base d'eau de mer est

bien adaptée & la fixation des mollusques marins.

Certaines fixations ont été effectuées dans le Carnoy et le Zenker.

b - Coloration

Pour les colorations topographiques générales, les trichromes
de Masson, de Ramon et Cajal et de Mallory et 1'Azan de Heidenhain ont été
utilisés couramment, ainsi que la coloration par 1'hémalun-bleu de Mallory

différencié par le toludne picriqué.

Le caractére fuschsinophile de certaines formations a été mis en

évidence par la coloration de Vago et Amargier (1972).

Certains aspects cytopatholcgiques ont pu &tre précisés par la
microscopie & fluorescence. Deux fluorochromes ont été utilisés :

- 1l'acridine orange a4 pH 3,8 d'aprés la méthode de Dart et Turner
(1959)

- le D.A.P.I, (4-6 Diamidino-2-phenylindole, 2 HC1), suivant la
technique de Russel et coll. (1975).

Pour la caractérisation des microorganismes rickettsiens on a
enfin utilisé la coloration de Gram sur coupe selon la formule de Gram-Wei-
gert (Humason, 1962).

3 = Microscopie électronigue.

a = Fixation

Le matériel destiné aux études ultrastructurales a été fixé
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1 heure par le glutaraldéhyde en solution & 3 % tamponnée par le cacodylate
de sodium (0,4 M) en présence de NaCl (0,4 M). Apres ringage, les tissus
étaient post-fixés par le tétroxyde d'osmium & 2 % dans le tampon cacodylate
(0,4 M).

b - Inclusion
L'enrobage des pitces a été effectué dans l'araldite, dans

quelques cas dans le spurr et 1l'épon.

c = Coloration des coupes
La coloration par l'acétate d'uranyle & 5 % en solution alcoo-
lique, suivie d'une coloration au citrate de plomb a permis d'obtenir des

contrastes satisfaisants.

Pour la détection des acides nucléiques, on a utilisé la "colora-
tion régressive" selon Bernhard (1968). Les coupes de matériel fixé par le
glutaraldehyde et inclus dans 1'épon sont traitées | mn par une solution
aqueuse d'acétate d'uranyle, 30 mn & 1 heure par une solution 0,2 M d'EDTA
avant de subir une coloration de! mn par le citrate de plcmb. Ce traitement
augmente le contraste de 1'ARN et diminue préferentiellement celui de 1'ADN.

Pour le matériel ayant subi une post-fixation osmigue les coupes

subissent un traitement préalable & l'acide périodique.
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CHAPITRE IV

RECHERCHES SUR LES INFECTIONS VIRALES DES HUITRES

DES COTES FRANCAISES

A l'exception de quelques mortalités d'importance limitée ,
aucune maladie grave depuis la mortalité massive de 1l'huitre plate en
1920-1921 (Dollfus, 1922 ; Orton, 1924a, 1924b) n'avait affecté jusqu'en
1966 les élevages d'huitres en France. C'est en effet & cette date
qu'allait se déclencher une série d'épizooties aux effets particulidrement
dévastateurs, remettant en cause & plusieurs reprises la production

ostréicole du pays.

Chronologiquement deux épizooties se sont succédé  dans les
élevages d'huitres portugaises, la maladie des branchies de 1966 & 1969
et la mortalité massive de 1970 & 1973.

La maladie des branchies,dont les premiers symptémes furent
observés par Trochon dans la région de La Tremblade en novembre 1966
(Marteil, 1968), s'aggrava et prit un caractdre épizootique durant
1l'année 1967. Elle s'étendit alors & toutes les zones d'élevage d'huitres
portugaises en France, le bassin de Marennes-0léron, le bassin d'Arcachon,
la Vendée et enfin certains secteurs de Bretagne. Les mortalités anormales
observées A cette époque confirmérent la virulence de la maladie dont
l'intensité maximale fut enregistrée en 1967. Une régression sensible
s'opéra au cours de 1'été 1968 mais, malgré ce déclin, des signes de la
maladie furent visibles Jjusqu'en 1970. En 1978, la maladie des branchies
persistait encore & l'état endémique sur les gisements naturels d'huitres

portugaises du Sado et de la région de Cadix (Comps et Masso, 1978).

En 1970, ce sont donc des populations d'huitres adultes gé-

néralement affaiblies et du naissain issu de géniteurs plus ou moins
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affectés encore par la maladie des branchies, qui furent brusquement
touchées par une épizootie nouvelle désignée sous le nom de "mortalité
massive de 1970". Cette maladie se manifesta en aolit 1970 dans certains
élevages du Bassin de Marennes-0léron et presque simultanément en
Bretagne dans la riviere d'Etel. Sans symtdmes précurseurs, d'importants
stocks a'huitres furent décimés. Ces mortalités massives furent observées
Jusqu'en juillet 1971. Par la suite, les pertes furent épisodiques et
moins intenses, achevant la destruction des stocks.

En 1973, 1'huitre portugaise avait disparu des cdtes fran-
caises & l'exception de quelques gisements naturels isolés en Gironde
au Verdon. L'implantation rapide d'une nouvelle espéce originaire du

Japon, Crassostrea gigas, avait par ailleurs contribué & accélérer

1'élimination de 1l'huitre indigene.

I - VIROSE NECROTIQUE DES BRANCHIES.

On a désigné sous le nom de "maladie des branchies" une

épizootie de 1l'huitre portugaise Crassostrea angulata Lmk. caractérisée

par une ulcération évolutive des lames branchiales et, & un moindre

degré, des palpes labiaux. Provoquant un amaigrissement des hulitres et
des mortalités, cette maladie aux conséquences économiques importantes
a fait 1'objet d'un certain nombre de recherches qui ont abouti , dans

un premier temps, & l'indication d'une étiologie parasitaire.

A l'origine Besse (1968) a envisagé le rdle d'un cilié du
genre Trichodina tandis qu'Alderman et Gras (1969) notaient chez les

huitres malades la présence d'un parasite "ressemblant" & Labyrinthomyxa

marina Mackin et coll. Dans le méme temps, Arvy et Franc (1968) , & la
suite d'une étude histologique des tissus altérés, mettaient en cause
un Protiste nouveau apparenté aux Labyrinthulales, Thanatostrea
polymorpha Franc et Arvy, 1969. Cette derni2re interprétation, en
contradiction avec les précédentes, a été basée sur la présence dans
les épithéliums atteints de grandes cellules polymorphes de 30 & 60 um

et de cellules fusiformes associées en pseudoplasmodes. Si, par la suite,
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l'existence de cellules géantes caractéristiques de la maladie des
branchies a été confirmée (Comps, 1969), il est apparu plus douteux que

des tractus cytoplasmiques les relient entre elles (Comps, 1972).

Devant ces hésitations, une étude plus approfondie réalisée
en microscopie électronique devait apporter certaines précisions ultra-
structurales et surtout révéler une infection virale de 1'épithélium
des branchies (Comps et Duthoit, 1976).

A - Symptdmes externes et leur évolution.

La maladie des branchies se manifeste par une ulcération
évolutive des branchies et des palpes labiaux ; l'extension des lésions
au manteau a été parfois constatée (Alderman et Gras, 1969). Elle débute
par l'apparition sur ces organes de taches jaundtres et de petites per-
forations dont l'extension entraine la formation d'indentations sur la

bordure externe de 1l'organe.

L'évolution de ces symptdmes a fait l'objet de classements
en différents stades (fig. 1 & 4) qui ont permis de suivre la progression
de 1'épizootie dans les populations d'huitres atteintes (Marteil, 1969 ;

Ferreira et Dias, 1973).

Par ailleurs, quelques précisions ont été fournies sur
l'érosion des tissus qui, en provoquant une interruption de la circula-
tion, favorise la "dégénérescence de la partie distale des filaments"

(Arvy et Franc, 1968).

L'extension des nécroses (fig.5,6,7), souvent accompagnée de
phénoménes de cicatrisation partielle indigués notamment par la fusion
des filaments en bordure des lésions, aboutit en fait & des faciés

anatomopathologiques multiples et variés (Comps, 1970).

Les contrdles épidémiologiques effectués sur les parcs ont

fait ressortir que la maladie des branchies avait un développement plus
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intense au printemps et en été mais dépendait aussi de 1'état initial

des huitres et des conditions d'élevage. A partir d'expériences mises

en place dans le bassin d'Arcachon, il a en effet été établi que les
mortalités consécutives & la maladie, estimées & 8 % en juillet apreés
trois mois d'essai, s'élevaient & 15 % en septembre et & 20 % en novembre
(Deltreil, 1969). Par contre, se référant directement & 1'état des bran-
chies, Alderman et Gras (1969) ont constaté que le taux d'huitres au

stade actif de la maladie pouvait passer de 2 % & 60 % en trois semaines.

Au laboratoire, chez des hultres conservées en aguarium,
aucune extension des lésions n'a pu &tre notée (1'élimination d'une
partie de la valve droite permettait une observation directe des bran-
chies) (Comps, 1970).

En culture organotypique, sur milieu liquide ou semi-solide,
les lésions présentes initialement n'ont pas évolué sur les explants

apres 15 jours de maintien en survie "in vitro" des branchies.

Ces différentes observations reflétent les difficultés
rencontrées dans l'étude expérimentale de la maladie et particuliérement
pour réaliser des infections. Toutefois, si les symtdmes de la maladie
n'ont pu &tre reproduits expérimentalement, certains signes cliniques
suggérent des processus a'extension de la maladie chez 1'huitre atteinte.
Ainsi notamment, l'existence de lésions (perforations ccntigﬁes) sur les
faces voisines de deux lames branchiales montrerait la possibilité d'une

transmission des germes pathogénes par contact.

D'une fagon plus générale, 1'élimination de débris cellu-
laires infectés entrainés par le mucus le long des filaments et de la
gouttidre marginale, pourrait intervenir dans la formation de nouvelles
lésions en d'autres points des branchies et assurer la contamination
d'hultres voisines par l'intermédiaire des pseudo-féces rejetées dans le

milieu.
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B - Histologie et cytologie.

1. Symptdmes histopathologiques.

La destruction de 1'épithélium des branchies et des palpes
est caractérisée histologiquement par des phénoménes inflammatoires
localisés aux sites ol se développe l'infection. L'infiltration hémocy-
taire provoque un gonflement et une distension des filaments branchiaux
des liaisons interfilamentaires et des liaisons interfoliaires. La struc-
ture régulisre des branchies se trouve localement fortement bouleversée
avec des faci®és histologiques atypiques divers (fig. 8 &2 11). Ces modi-
fications sont d'autant plus marquées que les réactions hémocytaires
sont suivies de développement de tissus cicatriciels gqui peuvent &tre
le siége de nouvelles altérations. L'examen de nombreuses coupes histo-
logiques passant par différents niveaux des altérations fournit des
indications sur le développement des nécroses tout en suggérant des

mécanismes de destruction des tissus.

Le phénoméne réactionnel d'invasion par les cellules de
1'hémolymphe de la lumizre des filaments et des espaces lacuneux des
liaisons interfilamentaires voisines parait &tre le premier symptdme
décelable de la maladie et correspond & de petites taches jaunidtres

observées "in vivo".

Le gonflement des filaments, visible sur de jeunes lésions
ou dans les parties marginales de lésions plus avancées (fig.8, 9),
constitue la premidre phase de désorganisation de la structure des
branchies. Il est manifestement accompagné d'une rupture de 1l'épithélium
libérant & 1'extérieur du matériel cellulaire (fig.8). L'hyperplasie
hémocytaire s'étend progressivement aux tissus voisins formant des masses
syncytiales denses ou l'on reconnait & cdté de cellules sanguines agglo-
mérées des fibrocytes et des fibrilles de collagéne ou encore des fragments
des baguettes chitineuses de filaments nécrosés. Ces néoformations se

développent aussi bien au niveau de plis entiers de filaments ordinaires,
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qu'a la place de filaments principaux et des liaisons interfoliaires

(fig.8,9,10). Dans certains cas, 1'épithélium qui les borde se modifie :
la proportion des cellules & granulations dosinophiles augmente jusqu'a
former une couche pratiquement continue (fig.10) ; cette spécialisation
préluderait & une intensification de la sécrétion de mucus, les cellules

a granulation se transformant en cellules muqueuses (Leenhardt, 1926).

En phase active de la maladie, le phénoméne de nécrose est
visible en bordure de ces masses tissulaires. Toujours ouvertes, les
ulcérations provoquent des excavations plus ou moins profondes et natu-
rellement plus ou moins allongées dans le sens des filaments (fig.8,10).
Débris cellulaires et hémocytes sont généralement présents dans la
lumidre de ces excavations (fig.8,10) ; d'autres types de cellules de
taille importante décrites en détail dans le paragraphe suivant peuvent
également y 8tre observés. Pour ce qui concerne les palpes labiaux, les
facigs histopathologiques sont plus simples ; la destruction des épi-
théliums et du conjonctif se caractérise par la formation d'excavations
sur la face lisse ou sur la face striée de l'organe qui peut également
8tre perforé d'une face & 1l'autre (fig.11). Comme pour les branchies,

la réaction inflammatoire est intense & la périphérie de la l4sion.

Dans certaines conditions, on a pu noter des signes de
régression de la maladie. En bordure de la lésicn, leucocytes et
fibrocytes s'arrangent en couche qui, suivant un processus décrit par
Desvoigne et Sparks (1968), se différencie en un pseudo-épithélium qui
se spécialise en épithélium cilié avec cellules sécrétrices. Au niveau
des branchies, les lésions cicatrisées sont caractérisées par la présence
d'un épithélium uniforme et lisse, comparable & celui de la gouttiire

marginale.

A la suite d'expériences conduites en laboratoire, on a pu
établir que 1l'huitre portugaise cicatrise rapidement les blessures au
niveau des branchies (Comps, 1970). Consécutivement, il apparailt donc

vraisemblable que,dans la maladie des branchies, cicatrisation et



altération interférent, la premiére dans des conditions favorables,
prenant le pas sur la seconde,pour aboutir & la cicatrisation compléte

de la plaie.

2. Symptdmes cytopathologiques.

Les zones ou se développe l'infection proprement dite,
caractérisées par la nécrose des tissus, sont occupées par des hémocytes
et par des cellules polymorphes de grandes dimensions (fig.12) qui, au
moins en raison de leur taille, représentent une composante caractéristi-
que de la maladie des branchies. Elles peuvent &tre, en fonction de leur
morphologie et de leur structure, regroupées globalement en deux grandes

catégories.

Les plus nombreuses sont des cellules au contour irrégulier,
plus ou moins fusiformes et généralement imbriquées dans la masse tissu-
laire en cours de nécrose : elles ont un aspect plus massif, voire glo-
buleux, dans les parties périphériques des nécroses ol elles tapissent
les excavations. Leur taille varie entre 15 et 30 um.

Leur noyau, généralement ovoide, peut mesurer jusqu'z 15 um ;
il posséde un volumineux nucléole (3 a 4 Pm). -

Le cytoplasme, chez certaines de ces cellules, renferme des
inclusions légérement réfringentes de forme et de taille variables
(345 ym). De nature protéinique, ces corps sont fuchsinophiles (colo-
ration de Vago—Amargier). On observe également, bien visibles sur coupes
semi-fines, de petites inclusions sphériques de 2 & 3 um fortement baso-

philes , fréquemment associées i de nombreuses vacuoles (fig.17).

D'autres cellules, de forme généralement plus arrondie que
les précédentes, ont une localisation trés marginale quand elles ne
sont pas totalement libérées dans la lumidre de la nécrose (fig.12, 15).
Elles sont caractérisées par la présence d'une wvolumineuse inclusion
basophile qui peut occuper la majeure partie du cytoplasme. Fortement
fuchsinophile, cette inclusion est riche en A.D.N. (réaction nucléale
de Feulgen positive). La présence d'une forte concentration en A.D.N.

a été confirmée par l'examen en fluorescence aprés coloration par
D
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l'acridine-orange et le D.A.P.I.
Sur certaines sections, on peut voir & la périphérie de
1l'inclusion de fines granulations colorées par 1'hémalum ou par 1'héma-

toxyline ferrique.

Les coupes semi-fines, plus précises, montrent que 1'inclu-
sion basophile présente plusieurs zones dont la partie centrale plus
chromophile (fig.17) correspond en fluorescence i une région d'émission
plus intense (fig.16). Dans le cytoplasme, les granulations périphériques
trés basophiles sont nettement individualisdes ; leur taille est estimée
a 0,3 uz environ. La fluorescence bleue avec le D.A.P.I. indique que ces

granulations renferment de 1'A.0.N. (fig.16).

Enfin, parmi les symptémes observés, on mentionnera, ainsi
que l'a montré 1l'examen de nombreux mollusques atteints, la prolifération
des "cellules brunes" dans le tissu conjonctif des palpes et de la masse
viscérale. Ces cellules ont une taille de 7 & 12 pm elles renferment
de grosses granulations brunes. Décrites par Takatsuki (1934), elles se
multiplieraient chez les hultres dans certains cas d'infection. Stein et
Mackin (1955) ont ainsi signalé que leur nombre augmentait chez des

huitres Crassostrea virginica parasitées par Dermocystidium marinum

(Perkinsus marinus).

C - Microscopie électronique.

Les examens en microscopie électronique ont permis de
montrer que les cellules géantes observées au niveau des tissus en cours
de nécrose correspondaient &4 différentes phases d'une infection virale,
des précisions ayant pu &tre apportées sur le mode de formation et la

structure des virions et sur les effets cytopathogénes.

- Développement et structure des virions (fig.20,21,22).

Les cellules géantes & inclusion et granulations basophiles
sont le siége de lésions virales cytoplasmiques au niveau desquelles a

lieu la virogénese.
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L'inclusion basophile apparailt constituée d'un stroma dense
aux électrons, comprenant des zones plus opaques qui peuvent &tre mises
en paralléle avec les centres plus basophiles observés au microscope
photonique. Cette formation est assimilable & un viroplasme & partir
duguel se forment des particules identifiables aux granulations basophiles
signalées en histologie classique. En effet, & la périphérie de ce viro-
plasme se différencient des membranes qui englobent et isolent une portion
du stroma. Les particules ainsi formées, libérées dans le cytoplasme, ont
un contour polygonal hexagonal ou pentagonal : elles sont formées d'une
partie centrale granuleuse, dense aux électrons, limitée par un systéme
membranaire tripartite.

Dans le cytoplasme de la cellule infectée, ces virions
immatures acquiérent une structure plus complexe par condensation du
matériel dense qu'ils contiennent. Ce phénoméne débuterait par la diffé-
renciation d'un core sphérique plus dense, entouré d'une mince couche

claire, occupant une position plus ou moins excentrée (fig.22).

Ce processus de maturation aboutit & des particules de
380 £ 5 nm (c8té & c6té) dont la forme icosaédrique est démontrée par
l'observation de sections hexagonales ou pentagonales & symétries d'ordre
2, 3 ou 5 (Mattern et coll., 1974).

Les virions matures comportent un nucléoide sensiblement
sphérique, d'aspect granuleux, dense aux électrons, de 250 nm de diamétre
4 sa périphérie on note dans certains cas une couche diffuse plus claire
(fig. 22,41).

Une couche de matériel moyennement dense aux électrons, de
40 nm d'épaisseur, forme une cogue protéinigue autour du nécléoide dont,
sur certaines sections, elle parailt séparée par un double feuillet de
type membrane unitaire.

La particule est limitée par un complexe membranaire formé
de deux membranes trilaminaires séparées par un espace granuleux peu
dense, l'ensemble ayant une épaisseur moyenne de 20 nm ; la membrane
interne,caractérisée par un contour sinueux,est souvent peu apparente

(fig.41).

-
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- Symptdmes cytopathologiques (fig.18,19,20).

Le développement de la lésion virale proprement dite, telle
qu'elle est décrite ci-dessus, s'accompagne d'un ensemble de symptdmes
cytopathologiques aboutissant & la destruction de la cellule infectée.
Ces symptdmes apparaissent concurremment & une hypertrophie progressive
des cellules atteintes comme tendaient & le suggérer les observations
effectuées en microscopie photonique.

Dans les cellules infectées, 1l'effet pathogéne se manifeste
par un accroissement sensible de la taille du noyau et paralléelement de
celle du nucléole qui peut atteindre 3 pm ; dans le méme temps, on note
une disparition quasi-compléte de la chromatine ; des déformations de la
membrane nucléaire peuvent également apparaltre, conférant au noyau un
contour sinueux. La désorganisation du noyau se poursuit par une régres-
sion du nucléole; il finit par disparaitre complétement, n'étant plus
visible dans les cellules ou s'observe un viroplasme.

Au niveau cytoplasmique, on note,avant méme 1l'apparition de
toute lésion virale, une augmentation du nombre des mitochondries qui
sont généralement regroupées en petits amas. En méme temps que des
vacuoles claires aux électrons apparaissent des corps parasphériques
fortement opagues, de 0,5 & 1 pm de diamétre : leur structure est
caractérisée par l'alternance de couches claires et de couches denses
arrangées de fagon concentrique. Enfin, il faut signaler la présence de
formations plus ou moins ovoides de 2 & 3 um, renfermant des vésicules
claires ou opaques aux électrons constituéés par des systémes membra-
naires fermés.

Dans les cellules, ol l'infection est plus avancée, compor-
tant des plages virogénes en cours de développement, une grande partie
du cytoplasme est occupée par des corps sphéroides de 1 & 1,5 pm, formés
d'une partie centrale moyennement dense, entouréde d'une couche‘plus
claire. Outre une vacuolisation cytoplasmique accrue, on observe des

signes de dégradation des mitochondries (élargissement des citernes).



FLANCHE I

Malzdie des branchies de Crassostrea aneulats

Huitre saine.
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Fig, 2. : Huftre au stade I : & c8té d'une indentation marginale du feuillet
branchial, on note la présence de taches claires (=) correspondant

a une inflammation au niveau de micro-lésions.

Figy 3. ¢ Hultre au stade II : la multiplication des indentations et des rerfo=-
rations {[>) a entratné une rdducticn importante de la surface de

la lazme branchiale.
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Fiz, 4, : Huftre au stade III : les branchies sont presque entirement détrui-

tes ; & noter 1'état de maigreur du mcllusgue,
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PLANCHE II

Maladie des branchies de Crasscstrea angulata

Examen macrosccpigque

Fig, 5. : Vue d'une lésion de la berdure ventrale de la branchie : la forma=-
tion d'une perforation (. ) consécutive & la nécrose des filaments
est dans ce cas A 1'origine d'un éffondrement de la gouttidre mar-
ginale et de la fcrmation d'une indentation. X 40,

Fig. 6 et 7. : Micro-lésions sur un feuillet de la lame branchiale ; les fi-
laments localement nécrosés subissent d'importantes déformations
( D) et apparaissent 4 la périphérie de la lésion, agglomérés et

soudds entr'sux (=), X 50,
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mugueuses (—s=), X 100,
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aladie des branchies de CTrassostrea anzulata

Histologie

:Section de branchie d'huftre montrant une zone nécrosée ; lss fila-
ments soudés forment une masse compacte (*) envzhie par de nom=
breux hémocytes ; en bordure les parties dépourvues 4'dpithélium
sont occupées par des cellules géantes (=) ; des cellules géantes
an® contenu fortement basorhile ( D ) et des hémocytes ( R) sont
1litérés i partir des tissus en ccurs d'érosion. Coloraticn de Mann-

Dominici. X 2CC.
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Fig. 15, : Cellule gémnte observéde en microscczie & flucrescence apris colora-
tion par le D.A.F.I., révélant 1'ADN : 1l'absence prezque totals de
chromatine dans le ncoyau (n} contraste avec la forie concentration
d'ADN au niveau de l'inclusion cytoplasmigue (i) ; le resie du cy-
toplasme est occupd par de fines granulations dgolement riches en

ADY (w=), X 2CCC.
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PLANCHE Y1

.

Fig. 18. : Coupe fine d'une cellule hypertrorhide au niveau de 1'%

branchial. Dans le cytoplasme on note des petits amas de mitcchon-
. s LY 5 P
dries (—- ) et des corps denses A structure lamelleuss ("'
noyau hypertroohid (mh) montre un nucléoplasme clzir : & ce stade,
A\
)

lemucléole ([>) est sensiblement dégradé. X 14800,

Fig. 19. : Détail d'une inclusion dense présente dans les cellules hypertrc-






PLANCHE VII

Maladie des brznchies de Crasssstrez angulata

Ultrastructure

Fig, 20. : Cellule nypertrophiée 2 un degré avancé de 1'infection dans laquel=-

le 3'est développéeune ldsion virale comprenant une plage virogine

amas denses montrent des signes de dégénsd-escence
L]
vacucles claires apparaissent dans le cytorlasme (=~

” -

tion importante est occupée par des corps sphérgides (cs) censtitués
e

de matériel réparti
X 10500,






PLANCHE VIII

Maladie des branchies de Crassostrea angulata

Ultrastructure

Figes 21. : Dans les derniéres phases de l'infection, une portion importante
de la cellule géante est occupée par la ldsion virale dont 1l'aspect
multilobé résulte de la coalescence de plusisurs centres virogénes
(—P-). les virions formés en bordure des aires de matériel dense {d)
somt ensuite dispersés i la périphérie de la lésion. Dans le cyto-
plasme ol ne subsiste qu'un matériel granuleux tr2s dispersé, on
reconnait quelgques amas de mitochondries ( E>}, des virions immatu-

res (vi), des virions matures (v). X 132CC,






PLANCHE IX

Maladie des branchies de Craszostrez znsulata

TT

Ultrastructure

Tige 22, : Coupe fine au niveau d'une lésion cytoplasmique. Des membrznes (>
se forment en bordure de plages virogines (* )+ Les premitres phases
de condensation ( = ) du matériel viral s'observent dans un certain
nombre de particules immatures (vi). Des virions matures (v) scnt
diepersés i la périphérie de la zone de formation des particules.

ME. X 2000,
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D - Discussion.

L'étude approfondie de la nécrose des branchies de 1'huitre
portugaise,notamment dans ses aspects cytochimiques et ultrastructuraux,

a révélé que les ulcérations des tissus étaient associées & une infection
virale cytoplasmique.

Cette donnée remet en cause l'étiologie parasitaire avancée
par Arvy et Franc (1968). Ainsi, il n'apparait plus douteux que les
"kystes" signalés par ces auteurs correspondent, au vu des images fournies,
a4 des cellules présentant une importante 1ésion virale,

En matiére de pathologie des hultres, la maladie des branchies
de 1'hultre portugaise représenterait donc le premier cas observé de
virose,pouvant 8tre mis en relation avec une épizootie importante.

Sur le plan de la virologie générale, de par l'ensemble de
ses caractéristiques, le virus décrit montre des similitudes avec les
Irdovirus, groupe qui compte des pathogénes d'insectes (Bellett, 1968 ;
Tinsley et Kelly, 1970 ; Stolz, 1971) et auguel sont rattachés des virus
d'animaux marins (Devauchelle, 1977 ; Reno et coll., 1978). En raison de
l'hypertrophie des cellules infectées on peut plus précisément rapprocher
le virus de la nécrose des branchies des agents de la maladie "lymphocys-
tis"(Walker et Weissenberg, 1965 ; Zwillenberg et Wolf, 1968) en notant

que ces virus sont regroupés avec les Iridovirus (Matthews, 1979).
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II - INFECTIONS VIRALES HEMOCYTAIRES DES HUITRES

A - Virose de 1l'hultre portugaise Crassostrea angulata Lmk.

Des mortalités inhabituelles ont été constatées au cours de
1'été 1970 sur la plupart des élevages d'huitres portugaises de la cdte
atlantique francaise., Aprés la maladie des branchies qui, surtout entre

1966 et 1969, avait causé d'importantes pertes chez Cr. angulata, une

nouvelle épizootie allait frapper cette espece jusqu'a sa disparition
des parcs ostréicoles frangais, son remplacement par l'huitre du Paci-
fique ayant été effectivement envisagé 2 partir de 1971. Par l'ampleur
et la rapidité de ses effets, cette maladie peut &tre rangée parmi les
plus grandes épizooties connues chez les hulitres & coté de la maladie

de Malpdque au Canada (1915) et la "maladie de 1'huitre plate" (1921)

en Burope. La méconnaissance de leurs causes représentait un autre point
commun & ces trois épizooties. L'hypothése d'une origine bactérienne
pour les mortalités massives de l'huitre plate avait été avancée ; de

la méme manidre on a suspecté l'action d'un virus pour expliquer les
mortalités enregistrées sur les gisements de 1'ile du Prince Edouard ;
enfin jusqu'Z une date récente (printemps 1975) aucune précision n'avait
pu étre donnée sur les causes des mortalités massives de 1l'huitre portu-
gaise. Des recherches complémentaires toutefois,ont permis dans ce
dernier cas de découvrir chez les huitres malades des lésions virales

constituant un des éléments de base de 1'étiologie de la maladie.

1. Bvolution de la maladie.

Région de culture intensive et traditionnelle de 1l'huitre
portugaise, le bassin de Marennes-Oléron fut la zone ol 1l'on signala
au cours du mois d'aolit 1970 les premiéres mortalités importantes,
quelques cas ayant toutefois été enregistrés dés le mois de juillet
en Bretagne dans la riviédre d'Etel. I1 fallut ensuite attendre le mois
de décembre pour constater des pertes massives dans le Bassin d'Arcachon,

deuxiéme centre frangais pour 1'élevage de l'huitre portugaise.
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L'extension de la maladie aux autres centres eut lieu au
cours de l'année 1971 , les gisements naturels de Charente et de
Gironde étant les derniers atteints. En Méditerranée (étang de Thau),
les élevages ne subirent aucun dommage sensible durant la période de

mortalité en Atlantique.

Dés 1l'observation des premiéres pertes, outre la valeur des
taux de mortalité, on a recherché & préciser les manifestations pouvant

précéder la mort des mollusques et susceptibles de fournir des indica-

tions sur ses causes.

Au niveau de la coquille on a pu constater une prolifération

de Polydora (P, ciliata ou P. hoplura), mais ce n'est que dans des cas

particuliers (lots d'huitres en casiers en zone profonde du banc de
Ronce, bassin de Marennes-Oléron) et assez rares du reste que ces vers
avaient gravement dégradé les valves et affaibli les huitres au point

d'entrainer quelques pertes.

On a également souvent noté chez des hultres présumées
atteintes un net retrait de la valve gauche par rapport & la valve droite.
Le caractére facultatif de ce phénoméne ne permet pas toutefois de le
retenir comme symptomatique de l'affection. Il est certain néanmoins qu'il
traduit un trouble dans le comportement et plus particulidrement de la

croissance de 1'huftre.

En ce qui concerne le mollusque proprement dit, les seuls
signes observables macroscopiquement consistaient en lésions bran-
chiales, symptémes caractéristiques de la maladie des branchies. Cette
affection, comme on a pu le voir précédemment avait, de 1966 & 1969,
causé de graves dommages dans les élevages d'huitres portugaises. Outre
des mortalités importantes, les effets de la maladie se firent ressentir
durement par une chute tres sensible de la qualité des produits. Les
hultres avec branchies parasitées déchiquetées étaient souvent trés
maigres et par suite d'une valeur marchande nettement diminuée d'autant

que, par ailleurs, leur croissance se trouvait singuliérement ralentie.
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Toutefois, & 1l'époque ol se déclaraient les mortalités
massives, la maladie des branchies ne subsistait plusqu'a 1l'état
enzootique. Les chiffres indiqués sur le tableau ci-dessous précisent
cette situation en pourcentage global d'huitres élevées pour quelques

secteurs du Bassin de Marennes-0léron :

Date des Lieu d'origine Age des Taux de Maladie des

prélevements des hultres huitres mortalité | branchies
(ans)
23/9/70 Ronce Ilot 2 13,0 16| 12
" Ronce Dépot 3 40,0 18 16
" Ronce Ilot 3 40,1 26 24
11/1/71 Crassats 2-3 10 20 10
Mérignac

I1 faut remarquer en outre qu'il s'agissait essentiellement

de 1ésions au stade I (suivant le classement indiqué par Marteil, 1968),
autrement dit de lésions peu étendues et de surcroit le plus souvent en

voie de guérison avec formation de tissus cicatriciels.

Les nombreux examens effectués durant 1l'épizootie de 1970~
1973 ne permettent pas d'établir une liaison directe entre les cas de
maladie des branchies observés et les mortalités. Cependant, on ne peut
omettre l'incidence probable de la maladie des branchies qui a frappé
des populations d'hultres qui devaient ultérieurement subir des mortali-

tés massives.

On verra par la suite les rapports qui pourraient &tre
établis entre les deux maladies au moins en considérant les caractéris-

tiques des agents infectieux mis en cause dans leur développement.
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2. Microscopie photonique.

Devant 1'absence de symptdmes externes susceptibles d'é&tre
associés aux mortalités, les recherches ont été orientées sur les exa-
mens histologiques en microscopie photnnique, qui ont été complétés

ultérieurement par des études en microscopie électronique.

La recherche de parasites éventuels et d'une fagon plus
générale de symptdmes internes, tant au niveau histologique qu'au
niveau cytologique, a été poursuivie au cours des différentes phases
de la maladie. Les échantillons examinés comportaient des mollusques
apparemment sains et des individus dans un état sub-13tal (huitres
cloquantes et bdillantes ). Les prélévements étaient effectués directe-
ment sur les parcs au moment des contrfles de mortalité, ou encore dans
les claires (Région de La Tremblade), les bassins de stockage et les
dégorgeoirs, donc dans des sites trés variés. Les conditions de prélé-
vements permirent de faire des observations dans un champ d'investiga-
tion trés large, pouvant expliquer par la suite certains aspects de la

maladie.

On a ainsi relevé les manifestations habituellement obser-
vées chez des hultres affaiblies ou mourantes. La prolifération de
bactéries principalement dans les tissus digestifs et de ciliés était
fréquente mais ne correspondait en fait qu'ad une phase normale de la

dégradation des sujets morts.

Par ailleurs, on a pu faire certaines observations pouvant
&tre plus directement rattachées & l'état pathologique des huitres
examinées. On retiendra ici les plus caractéristiques et les plus fré-

quentes.

a) Infiltration hémocytaire.

Les hémocytes migrent dans le tissu conjonctif, s'infil-

trant en grand nombre dans les zones proches de l'estomac ou des
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diverticules digestifs ; ils s'agglomérent par petits groupes au sein de
lacunes qui, lorsque leur nombre devient important, modifient sensible-
ment 1'aspect du conjonctif (fig.23). L'ensemble de ces modifications
confére dans certains cas une densité anormale au tissu de soutien de

la glande digestive, notamment chez le naissain (fig.24).

L'infiltration hémocytaire ne se limite pas aux seuls tissus
de la glande digestive, les cellules sanguines pouvant également envahir

d'autres parties du mollusque : manteau, palpes et branchies.

Par contre, dans les vaisseaux et les sinus, l'accumulation
de cellules sanguines est tres variable. Il n'est pas douteux que tous

ces phénoménes relévent d'une inflammation intense de la masse viscérale.

b) Développement des cellules brunes.

Ces cellules, selon Grobben (1888), se formeraient dans la
zone foncée du péricarde ; leur taille chez Cr. angulata varie entre 10
et 20 pi. Elles renferment des globules sphérigues brun jaune, leur
conférant une coloration caractéristique. On les trouve généralement
insérées dans le tissu conjonctif au niveau des palpes labiaux et du
tissu de soutien de la glande digestive. Pendant les mortalités, on a
noté chez des huitres malades un accroissement du nombre de cellules
brunes, spécialement au voisinage des diverticules digestifs et de l'es-
tomac. Généralement isolées, ces cellules étaient trés rapprochées par
petits groupes de 4 ou 5. Il est certain, bien que le réle des cellules
brunes soit encore mal connu, que ce phénoméne traduit un processus
réactionnel 1ié a 1'état pathologique du mollusque : la multiplication
des cellules brunes a été antérieurement signalée chez les hultres
portugaises atteintes de la maladie des branchies (Comps 1969 ;
Lasserre, 1969) ou encore chez l'huitre de palétuvier de Guyane para-

sitée par Nematopsis sp. (Comps et coll., 1972).
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c) Cellules atypiques.

Parmi les symptdmes les plus constants observés au cours de
la maladie on notera la présence au sein du tissu conjonctif de cellules
sanguines atypiques comparativement & la structure habituelle de ces
derniéres.

Le noyau est pauvre en chromatine, celle-ci apparaissant
généralement sous forme d'un fin liseré marginal ; le nucléole est
rarement observé (fig.26).

La particularité essentielle de ces cellules réside dans la
présence d'une inclusion cytoplasmique de nature protéinique de 2 & 3 uan
de diamétre. Cette inclusion, dont le caractére fuchsnophile est mis en
évidence par la coloration de Vago et Amargier (1963) est Feulgen positif.
La présence d'A.D.N. & ce niveau est confirmée par 1'examen en fluores-
cence en utilisant le D.A.P.I. comme fluorochrome.

La coloration par 1'hémotoxyline ferrique (fortement diffé-
renciée) permet par ailleurs d'observer i la périphérie de ces inclu-
sions de nombreuses granulations dont la taille est voisine de 0,3 nm.
Ces derniéres, bien visibles sur coupes semi-fines colorées par le %leu
de Sahli, ont la m8me affinité tinctoriale que 1l'inclusion cytoplasmique
(fig.28).

Comme les hémocytes normaux auxquels elles sont associédes
on trouve les cellules atypiques dans les vaisseaux et sinus sanguins
des différents organes. Dans le conjonctif, elles sont isolées entre
les cellules ou par paquets au sein de petites lacunes (fig.26). Dans le
tissu englobant les diverticules et canaux digestifs, 1l'abondance des
cellules atypiques se traduit par une multiplication et une extension
des lacunes (fig.27) ; consécutivement, le tissu de soutien et de
réserve apparalt fortement dégradé et modifié dans sa structure. Il
ne subsiste plus gqu'un ensemble de cellules libres d'une configuration
généralement dense, La destruction du conjonctif s'opere également dans
le manteau et dans les palpes. A partir de zones proches de 1l'épithélium
qui sont le plus souvent les premitdres affectées, l'infiltration hémo-

cytaire et l'apparition de cellules atypiques s'étendent progressivement
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aux tissus sains. On peut ainsi déceler dans des secteurs tissulaires
encore intacts, des cellules & inclusion cytoplasmique trés dispersées,

insérées entre les cellules de Leydig (fig.25).

3 . Microscopie électronique.

L'étude en microscopie électronique des huitres malades a
été effectuée ultérisurement & partir de matériel fixé et inclus en
1972 et 1973 sur des huitres issues de stocks ayant subsisté & 1'embou-
chure de la Gironde.

Les cellules atypiques, reconnues sur coupes semi-fines, se
sont révélées &8tre le siége d'une infection virale : l'inclusion fuchsi-
nophile présente dans le cytoplasme correspond sur coupe ultrafine & une
aire opaque aux électrons constituée d'un stroma homogeéne, & la périphé-
rie duquel se produit la virogénése suivant un mode comparable & celui
de la replication du virus de la maladie des branchies (fig.29).

En bordure de cette formation , assimilable & un viroplasme,
se différencient des membranes qui entourent partiellement ou enveloppent
complétement quand elles sont refermées, une portion du stroma dense.
Les particules ainsi formées se détachent de la plage virogéne. Dans le
cytoplasme, on distingue en fonction de leur morphologie, deux types de
particules suggérant l'intervention d'un processus de maturation au sein
de la cellule infectée :

- particules immatures : quand elles se séparent du
viroplasme, les particules ont un contour polygonal qui, suivant le plan
de la section, correspond & des figures hexagonales ou pentagonales.,
L'existence de symétries d'ordre 2, 3 et 5 indique qu'ad ce stade les
virions ont acquis une forme icosaédrique. Elles sont constituées d'une
masse homogeéne dense aux électrons de 250 nm de diam&tre entourée par
une couche claire et limitée par un systéme membranaire & quatre feuillets

denses d'une épaisseur totale de 20 nm (fig.30, 31),

- particules matures : ces particules dont la struc-
ture icosaédrique est révélée de la méme maniére que pour les particules

~

immatures, ont un diamétre de 380 nm, cdté & cdté. La partie centrale
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d'un diamétre moyen de 225 nm est bordée par un feuillet double de 10 nm
d'épaisseur ; elle comporte une masse dense entourée par une couche
claire plus ou moins épaisse. Autour de cette structure, on trouve une
zone dense de 40 & 45 nm d'épaisseur limitée par un systéme de deux mem-
branes séparées par un espace clair, d'une épaisseur de 20 nm (fig.33,

39).

4 . Relation entre lésions virales et mortalité.

A 1'époque des mortalités, l'existence d'un virus chez

Cr. angulata n'étant pas encore connue, son rdle en rapport avec les

mortalités n'a pu 8tre directement établi. Cependant la présence de
cellules atypiques (avec plages fuchsinophiles), c'est-a-dire avec lésions
virales, ayant été établie dés le début de la maladie, et suivie ulté-
rieurement, on peut préciser de fait, & partir des seules études en mi-
croscopie photonique, la relation entre l'infection virale et les morta-

lités.

Sur le tableaulsont rassemblées des données concernant diffé-
rents cas de mortalités pour lesquels on a pu préciser les caractéristi-

ques cytologiques et en particulier l'existence de lésions virales.

On a ainsi mis en évidence plusieurs faits :

- le virus était présent chez Cr. angulata dés la
manifestation des premiéres mortalités, du moins pour le Bassin de
Marennes puisque pour Arcachon et la Bretagne les examens ont été diffé-

rés de 5 & 6 mois respectivement par rapport au début des mortalités,

- durant les trois années qu'ont duré les mortalités,
de 1970 & 1973, on a constaté la persistance de lésions virales chez

les populations subissant des mortalités,

- géographiquement, le virus a été décelé dans toutes
les zones d'élevage du littoral atlantique.
On rappellera au'en Méditerranée les stocks d'huitres portugaises
situés pour 1'essentiel dans 1l'étang de Thau, n'ont pas été touchés par la

mortalité massive.
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B - Virose de 1'huitre du Pacifique Crassostrea gigas Th.

Depuis l'introduction & titre expérimental en 1966 de l'huitre

du Pacifique Crassostrea gigas, la culture de cette espéce s'est considé-

rablement développée sur les cdtes frangaises en raison de sa vigueur et
de son aptitude & résister aux maladies qui ont dévasté les populations
d'huitres portugaises. Les importations massives de naissain provenant

du Japon & partir de 1971 et le semis sur les gisements naturels d'huitres
de Colombie britannique ont permis une extension rapide de 1l'espéce qui,
dans les zones traditionnelles de production d'huitres portugaises, a
trouvé des conditions favorables & sa reproduction. Les résultats de
captage de naissain de 1971 (Gras et coll., 1971) sont significatifs a

cet égard. Toutefois, cette espéce nouvellement adoptée s'est montrée
assez rapidement sensible & certaines conditions du milieu et dés 1973

on devait enregistrer localement des mortalités estivales. Affectant des
populations sur parc comme en 1973 dans le Bassin de Marennes-QOléron et

en Vendée en 1976 ou encore des huiltres stockées en réserves ou dégorgeoirs.
Chez les huitres affectées on pouvait observer des symptdémes histopatho-
logiques indiquant des troubles liés & des conditions hydrologiques anor-
males, températures élevées (supérieures 34 30°C) et taux d'oxygéne insuf-
fisant. Des cas de mortalité ont également été constatés en hiver sur

des stocks d'hultres conservées dans les bassins mal oxygénés ou proli-

féraient des ciliés et surtout le flagellé Hexamita inflata.

L'étude systématique des huitres atteintes a permis de mettre
en évidence une infection virale au cours de mortalités estivales surve-
nues en 1977 dans le Bassin d'Arcachon. Toutefois, les circonstances dans
lesquelles les examens ont pu &tre réalisés ont limité les recherches aux

seuls aspects histopathologiques.

1 « Microscopie photonique.

Des que les premiéres mortalités ont été constatées, un
échantillon d'huitres a été prélevé dans la population affectée. A

1l'examen direct sur le frais, aucun symptdme n'a été décelé chez ces
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huitres alors en période de frai, certains sujets montrant des gonades en
état de replétion, d'autres ayant partiellement émis leurs gametes. Chez
quelques huitres (3 %) les coupes histologiques ont cependant permis
d'observer dans le conjonctif englobant les diverticules digestifs des
cellules comparables aux cellules atypiques décrites dans la virose de
la mortalité massive de 1970 chez les huitres portugaises. Aisément
reconnaissables par la présence d'une inclusion cytoplasmique fuchsino-
phile, ces cellules étaient toutefois peu nombreuses, le plus souvent
isolées avec des hémocytes ausein de petites lacunes dans le tissu
conjonctif. Sur coupes semi-fines, on a retrouvé les mémes faciés cyto-
pathologiques, & savoir l'existence d'une aire intracytoplasmique, baso-
phile de 2 & 3 B de diamétre avec & sa périphérie des granulations baso=-
philes de faibles dimensions (0,3 F)' Le noyau de la cellule apparait

le plus souvent pycnotique.

2 . Microscopie électronique.

Comme chez 1'hultre portugaise, les cellules atypiques
présentent des lésions virales, l'inclusion fuchsinophile correspondant
a4 un viroplasme a partir duquel se forment les virions que l'on trouve
irrégulidrement disséminés dans le cytoplasme (fig.34). Le viroplasme
est constitué d'un stroma dense aux électrons (fig.35,36). Les particu-
les résultent du développement de systémes membranaires qui enveloppent
une portion du stroma virogéne. Libérées dans le cytoplasme, les parti-
cules, de profil hexagonal ou pentagonal possédent un nucléoide dense de
250 nm limité par une enveloppe comportant deux membranes & trois
feuillets séparédes par un espace granuleux peu dense, l'ensemble ayant
une épaisseur de 20 nm. La maturation de ces particules dans le cyto-
plasme aboutit par condensation du matériel dense & une morphologie
plus complexe (fig.37,40). Les virions matures d'un diamétre moyen de
380 nm sont formés d'une zone centrale dense aux électrons,entourée
de deux couches claires et opaques ; deux membranes unitaires séparées
par un espace clair limitent la particule. Dans quelgques cas, on observe
dans la cellule infectée un réseau paracristallin dont la taille peut
atteindre 0,5 2 1,5 u (fig.38).

Le développement de la lésion virale s'accompagne d'une pycnose
nucléaire et d'une importante vacuolisation du cytoplasme dans lequel on

trouve par ailleurs des ribosomes regroupés en petits amas (fig.37).



Fig. 25.

—_——

PLANCFE X

Virose hémocytaire de Crassostrea zngulata

Histole

: Coupe passant par la glande digestive. Entre les diverticules (»)
et les canaux digestifs ( [> ) le ‘issu cornjonctif (tc) profondément
dégradé est caractériss par son aspect granuleux, Cellules infectées
groupées 2 1'intérieur de lacunes ( — ). X 120.

: Au voisinage de 1'é4pithélium stcmacal (es), le conjonctif ditruit
est remplacé par une masse tissulaire sans orgsnisation comprensnit
des cellules infectées et de nombreux hémocytes parmi lesquels on

reconnait des fibres ccnjonctives ( w=), X 20C.

: Section transes=z.zis d'un palpe labial. L'infection s'est développse
dans la région proche de 1'épithilium strif, caractirisée par une
désorganisation du conjonctif e

t
lulaire ( %:( ). Elle progresse dans la masse
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niveau de lacunes (=) formdes entre les cellules de Leydig (cl).

Azan de Heidenhain. X 95.






PLANCHE XI

Virose hémocytaire de Crassostrea angulata

Histologie

Fig., 26 et 27. : Dans les premiers stades de la maladie, des cellules

atypiques ( ™ ), sidge de 1ésions virales, apparaissent infiltrées
dans le tissu conjonctif oli commencent & se former de petites
lacunes ( % ). Leur élargissement entraine une dégradation plus
gompléte du conjonctif : d'importants secteurs ne sont occupés
que par des hémocytes dont la plupart sont infectés ( hi ).

Hémocytes sains:(h). Coloration azan de Heidenhain. X 1000.

Coupe semi-fine passant par le tissu interstitiel au niveau de la
glande digestive. Au sein des tissus altérés, on reconnait des
cellules infectées (ci) renfermant une aire ( [>) et des granula-
tions ( — ) basophiles; leur noyau est peu chromOphile:(n),
Cellules brunes : (br); fibres conjonctives : (f). Coloration par

le bleu de Sghli. X 3000.






PLANCHE XII

Virose hémocytaire de Crassostrea anzulata

——

Ultrastructure

Fige 29. : Section d'une cellule infectée. Le cytoplasme est occupé par une
plage virogdne (v) et par des virions irrégulidrement dispersés ( m=)
L'aspect du noyau contraste avec celui des hémocytes voisins (n) : le
nucléoplasme dépourvu d'amas denses de chromatine comporte de larges

zomes claires aux électrons. X 13000,
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PLANCHE XIIT

Virose hémocytaire de Crassostrea ansulats

Ultrasiructure

leur morvhoi#adse. Systémes membranaires ( [> ). Particules virales

immatures livérées dans le cytoplasme (vi). X 45000,

Section d'une particule virale immature. Le matériel granuleux issu
de la plage virocgzne est enveloppé par un double systdme membraniire
().

phérique. A noter le remI:ucement du profil & s

X 125000,

X 125000,






PLANCHE XIV

Virose hémocytaire de Crassostrea ansulata

Ultrastructure

Fig. 33, : Virions matures dans le cytoplasme d'un hémocyte infecté, A ce stade
on distingue nettement les deux membranes enveloppant la particule
( "'). Cn notera la formation de vacucles cytoplasmigques (va) et de
petits groupements de ribosomes (r). Noyau (n) ; mitochondries (m).
X 72000.

-
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PLANCHE XV

Vircse hémocytaire de Crassostrez zizas

Ultrastructure

Section d'un hémocyte infecté iso0lé entre les cellules du tissu
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Fig, 35 et 26, : Sections de cellules infectées mentrant 1'éveolution de la

cyto-ndcrose. Le ddveloppement des 1ésions virales s'acccompzzne 4d'une
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PLANCHE XVII

Viroses des huitres

Ultrastructure

Fig. 39. : Virus de 1'infection hémocytaire de Cr. angulata . La densité
du nucldoide s'atténue & sa périphérie ( P ), contrastant avec
1'opacité de la couche dense gui 1'entoure (=—); systime

membranaire enveloppe:( ™= ). X 80000.

Fig. 4C. : Virus de 1l'infection hémocyta‘re de Cr. gigas. Autour d'une zone
centrale dense, le nucléoide comporte une large couche claire (=)
li;nitée par deux feuillets denses séparés par un feuillet clair ( == )
X 80000.

Fig. 41. : Virus de la nécrose des branchies de (r..angulata. Autour du
nucléoide (’) le matériel viral forme une couche dense réguliére (—I-],
la déformetion des membranes enveloppes ( » ) pourrait résulter d'un

défaut de fixation. X 8CCOC.

Fig. 42 et 43. : Détail de la structure du virus de 1l'infection hémocytaire

Il

de Cr., gigas et de Cr. angzulata. Sur certaines sections, l'arrange-
ment de 1' ADN est visible : il apparait suivunt l'orientation des
coupes, sous forme d'un filament sinueux replid sur lui-méme ocu de
taches opaques disposées en alignements plus ou moins réguliers{—).
X 118000.
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C - Discussion

Deux infections virales ont été décrites chez les huitres du
genre Crassostrea. Dans les deux cas examinés (Cr. angulata et Cr. gigas),
les caractéristiques des virus et le développement de l'infection sont
similaires sinon identiques.

Durant les mortalités de 1970, 1'huftre portugaise avait montré
une grande sensibilité & la virose alors que l'huitre du Pacifique s'était
révélée totalement résistante. L'observation du méme type de virose chez
Cr. gigas en 1977 laisserait supposer qu'aprés dix ans d'acclimatation sur
les cdtes frangaises atlantiques, cette espéce a perdu de sa vigueur et de
sa résistance, sans exclure toutefois la possibilité d'apparition d'une
nouvelle souche de virus d'infection hémocytaire.

Enfin, bienque ces maladies n'aient pas été reproduites expéri-
mentalement, toutes les données acquises sur le plan étiologique indiquent
que ces formes de viroses sont particuliérement dangereuses pour les huitres
puisqu'elles ont été & 1l'origine d'une véritable panzootie qui s'est

étendue de la riviére d'Stel & 1'embouchure du Guadalquivir.
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III - ETUDE COMPARATIVE DU VIRUS DE LA NECROSE DES BRANCHIES ET DES VIRUS
DES INFECTIONS HEMOCYTAIRS DES HUITRES.

A - Comparaison entre les deux types de virus étudiés.

Les conditions dans lesquelles ont été mises en évidence des
viroses d'hultres sur les cdtes frangaises n'ont pas permis d'isoler les
virus et donc de les étudier en contraste négatif ni d'en faire une étude
biochimique approfondie. Un certain nombre de caractéristiques ont néan-
moins été précisées par 1l'histo-cytologie : c'est sur la base de ces
données que l'on comparera les agents infectieux des hultres Cr.angulata
et Cr. gigas. Pour simplifier le texte on utilisera les abréviations
suivantes :

V.N.B. : virus de la nécrose des branchies

V.I.H. : virus de l'infection hémocytaire.

a) Taille, morphologie et structure.

Les trois virus décrits présentent de grandes similitudes
pour ce qui est de la taille, la morphologie et la structure.
Dans le tableau ci-aprés sont regroupées les valeurs des

principales caractéristiques dimentionnelles.

VNB vIE (70) viE (77)

Hote Cr.angulata Cr.angulata Cr. gigas
: @ coté 2 cbté : 380-390 : 372-387 2 373-389 :
: (nm) . 385 _ 379 . 38 _
: ¢ nucléoide : 250 8 : 250% 5 : 250% 5 :

(nm)

Le diamétre moyen (c0té & cdté) voisin de 380 nm pour les
deux virus d'infections hémocytaires apparait légérement supérieur pour
le VNB. Les variations observées pour un méme virus paraissent liédes
en premier lieu au degré de maturation qui se traduit par une

condensation plus ou moins importante du matériel viral. S'ajoute 2
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cette cause de variation les conditions de traitement des échantillons
et notamment de la fixation. Celle-ci en effet peut &tre considérée
comme étant vraisemblablement & l'origine d'artefacts divers : contours
sinueux des membranes, condensation irréguliére du matériel contenu

entre le nucléoide et le systéme membranaire enveloppe.

De forme icosaédrique, les virions possédent la méme struc-
ture :

- un nucléoide central dont le matériel est plus ou moins
condensé,

- deux feuillets denses séparés par un espace plus clair,
d'une épaisseur totale de 10 & 12 nm limitant le nucléoide,

- une zone intermédiaire dense,

- un systéme membranaire enveloppe de 15 & 20 nm d'épais-
seur, constitué de deux membranes tripartites séparées par un espace

périplasmique plus ou moins granuleux.

En dehors des variations relatives du diamétre du nucléoide,
qui globalement suivent les variations du diamétre des particules, les
différences observées entre les trois types de virions concernent l'état
de condensation du nucléoide qui se manifeste par l'existence & sa péri-
phérie d'une couche claire d'épaisseur variable chez les VIH (38 & 40 nm
pour le VIH de Cr. gigas et 15 & 20 nm pour le VIH de Cr.angulata). Chez
le VNB, le matériel dense du nucléoide est réparti d'une fagon plus
uniforme, avec une zone périphérique plus claire ne dépassant pas 5 nm

d'épaisseur.

On note par ailleurs dans le cas du VNB des variations du
méme type Foncernant la zone intermédiaire. Celle-ci forme une couche
homogéne de matériel peu dense par rapport au nucléoide. Par contre,
pour ce qui concerne les VIH, ce matériel est le plus souvent ramassé

en agrégats irréguliers denses aux électrons.
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b) Morphogénése.

Le mode de virogéntse est identique chez les deux types de
virus étudiés (VNB et VIH). Elle se réalise & partir d'une aire cyto-
plasmique de matériel granuleux dense & la périphérie de laquelle se
différencient des systémes membranaires constituant les limites des
particules. Les virions immatures dérivant de ce processus, comportent
a4 1'intérieur du systéme membranaire un core de matériel granuleux
homogéne ; ils évoluent en particules matures & structure plus complexe.
Si chez les VIH on ne trouve que ces deux catégories de particules, on
note dans le cas du VNB l'existence de particules & structure intermé-
diaire. Ces particules sont caractérisées par la présence d'une aire
arrondie de matériel fortement opaque aux électrons, bordée par une
couche claire. Cet ensemble parait se différencier & la périphérie mais
tend & occuper une situation plus centrale au fur et & mesure gque sa
taille s'accroit. Cette phase intermédiaire dans le processus de matu-
ration serait moins fugace dans le cas du VNB que dans le cas des VIH
chez lesquels elle n'a jamais été observée. Cette donnée pourrait étre
mise en relation avec la dynamique de la virogénése : il a été en effet
constaté que le développement de l'infection était plus rapide dans les

mortalités massives & VIH que dans la maladie des branchies.
c) Symptdmes cytologiques et histologiques.

Si dans leurs caractéristiques morphologiques et ultrastruc-
turales les VIH et le VNB présentent peu de différence, ils se distinguent
nettement par les symptdmes qu'ils provoquent.

Les lésions causées par les VIH comportent un seul viroplasme
de 2 43 P de diamétre entouré de particules et associé a4 une dégradation
du cytoplame et principalement du noyau qui perd sa chromatine et son
nucléole.

A 1l'inverse, dans le cas du VNB, le viroplasme est composé
de plusieurs aires qui par endroits confluent, formant un viroplasme de

10 & 20 p i ces différentes aires possédent une zone centrale plus dense
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aux électrons.

L'apparition du stroma virogéne s'accompagne d'une hypertro-
phie de la cellule infectée et, conjointement, d'une hypertrophie du
noyau qui finit par perdre la plus grande partie de sa chromatine et
son nucléole. L'hypertrophie précéde la formation des virions, ce qui
indiquerait que l'infection comporte une phase de replication de 1'acide
nucléique indépendante de la formation des virions. L'absence de synchro-
nisation entre les deux phénoménes expliquerait l'existence de cellules
plus ou moins hypertrophiédes renfermant une inclusion riche en ADN dont
la taille serait en relation avec le degré de développement de 1l'infec-

tion.

Les différences notées dans l'action cytopathogéne des VIH
et du VNB sont confirmées par la spécificité des symptOmes histopatho-
logiques de chacun de ces deux types de virions.

Les VIH ont une action "systémique" par la destruction des
hémocytes & tous les niveaux du systéme sanguin dans les vaisseaux et
les sinus mais aussi dans les lacunes qui se forment au niveau du tissu
conjonctif : l'infection est ainsi étendue & l'ensemble des organes.

La maladie des branchies au contraire est strictement loca-
lisée aux branchies et aux palpes, l'extension des lésions s'effectue
4 partir d'un ou plusieurs points d'infection d'une fagon progressive,
la réaction inflammatoire se manifestant uniquement au voisinage des
lésions.

A notre connaissance, le syndrome double VIH-VNB n'a jamais

été signalé chez un méme héte.
B - Comparaison avec le groupe des Iridovirus.

Les seules données ultrastructurales, histo-et cytochimiques
réunies sur les deux catégories de virus étudiés sont insuffisantes pour
rattacher ces virus & un groupe précis. Toutefois, en se basant sur les
caractéres morphologiques et ultrastructuraux, sur la nature de l'acide

nucléique et sur le mode de virogénése, il apparalt que des points com-
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muns existent entre ces virus et les Iridovirus principalement et les virus
du "lymphocystis", groupes voisins sur le plan taxonomique (Zwillenber et
Wolf, 1968), les virus du "lymphocystis" ayant été récemment admis comme
membres possibles du genre Iridovirus (Hatthews, 1979). Des similitudes
peuvent enfin &tre notées avec les virus de la nécrose érythrocytaire de
certains poissons marins (morue, hareng) qui ont été provisoirement in-

sérés dans le groupe des Iridovirus (Reno et coll., 1978).

A c8té des trois virus mis en évidence chez les huitres
francaises, un seul cas de virose cytoplasmigue d'huitre a été signalé
par Elston (1979). Les lésions virales sont observées dans le cytoplasme
des cellules du velum des larves de Cr.gigas subissant d'importantes
mortalités en bassins d'écloseries (Leibovitz et coll.,1978). Les virions
ont un diamétre de 228 nm ; leur structure, voisine de celle du VIH, en
différe par l'existence d'une seule membrane limitant la particule et
par le profil pararectangulaire de la zone dense centrale.

La morphologie virale est similaire mais deux phases dis-
tinctes sont définies par 1l'auteur : une premidre comportant des parti-
cules incompldtes (particules creuses) associées & une aire cytoplasmi-
gue dense et une seconde ou les particules complétement formées sont
assocides & de grandes vacuoles claires aux électrons. Si, en ce qui
concerne ce virus, aucune précision n'a &té donnée par Elston (1979) du
point de vue systématique, il convient d'indiquer qu'un virus trés pro-
che mais plus petit (120-140 nm) décrit par Rungger et coll. (1971) chez
le mollusque marin Ogtopus vulgaris a été classé dans le genre Iridovi-
rus (Fenner, 1976).

En tant que désoxyribovirus cytoplasmiques icosaédriques
(1CDV), les VIH et VNB apparaissent naturellement trés proches des
Iridoviridae (Mc Auslan et Armentrout, 1974).

Par leur taille, les wvirus des hultres se rangent parmi
les plus gros virus & symétrie cubique donc parmi les Iridovirus. Dans
ce groupe on trouve notamment avec les virus du lymphocystis, des virus

dont la taille se situe entre 130 et 360 nm (Kelly et Robertson,1973).
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Sur ce plan, on peut aussi les mettre en paralléle avec certains virus
de la nécrose érythrocytaire des poissons (Pen), en particulier celui
de la morue Gadus morhua dont le diamétre moyen est de 330 nm (310-350)
(Walker et Sherburne, 1977).

La morphogénése cytoplasmique et la structure des virus
étudiés nous raménent encore aux groupes de virus cités précédemment,
bien que sur certains points ils montrent par rapport & ces derniers une
certaine originalité. C'est en effet un processus identique & celui de
la formation des virus d'huitre (VIH et VNB) qui a été décrit dans le
cas de plusieurs infections dues & des Iridovirus (Devauchelle et

Durchon, 1973 ; Kelly et Tinsley, 1972 et 1974). Dans le cas du virus

NIV de Nereis diversicolor une deuxidme modalité de virogénése a toute-
fois été signalée avec formation initiale des enveloppes et remplissage
progressif des particules (Devauchelle et Durchon, 1973). Par ailleurs,
les images fournies par Walker et Sherburne (1977) indiquent une morpho-

génése de méme type pour les VEN.

La structure générale des virions de cet ensemble de virus
comprend un nucléoide central sphéroide, opaque aux électrons, enveloppé
par une couche protéique (la capside) limitée par un systime membranaire
plus ou moins complexe comportant deux membranes tripartites. Bien appa-
rente chez les virus d'huitres cette configuration se retrouve chez le
NIV (Devauchelle et Durchon, 1973) ou,selon ces auteurs, 1'ensemble

trilamellaire externe correspondrait & une couche de sous unités.

Chez le virus du Lymphocytis la composition de 1l'enveloppe
serait équivalente. Zwillenberg et Wolf (1968) indiquent en effet que

chez Lepopis macrochirus les virions sont limités par un ensemble penta-

lamellaire dont le feuillet médian opaque est le plus épais ; une telle
disposition conduit & suggérer que ce feuillet médian pourrait résulter
de la caolescence des feuillets contigiis & 1'espace séparant les deux

complexes membranaires tripartites distincts chez les virus d'huitres.



- 52

Enfin, selon Walker et Sherburne (1977), le virus agent de la
PEN de la morue posséderait également une double enveloppe sans que 1l'on
puisse préciser si l'enveloppe externe dérive d'un codage cellulaire ou
viral.

En ce qui concerne la répartition des virions dans le cyto-
plasme , aucun arrangement paracristallin n'a été observé dans les cellules
d'huitre infectées comme c'est le cas chez certains Iridovirus (Walker et
Weissenberg, 1965 ; Devauchelle et Durchon, 1973) mais il ne s'agit pas
12 d'un caractére consiant du groupe.

Par contre on retrouve chez les VIH des inclusions para-
cristallines trés similaires aux inclusions observées au cours de la
replication de virus iridescents chez des insectes (Kelly et Tinsley,
1974 ; Xelly, 1976), des formations du méme type ayant été par ailleurs
signalées dans des cellules infectées par un Iridovirus responsable de

lésions du muscle chez QOctopus vulgaris (Rungger et coll., 1971).

Enfin, si l'on considére l'effet pathogéne, on peut établir
certains rapprochements entre le VNB, les VIH et les virus évoqués ci-
dessus. Sur ce plan, un des points les plus intéressants demeure
1l'hypertrophie des cellules infectées par le VNB. Il semble en effet
qu'il s'agisse 1la d'un phénoméne analogue & celui de la production de
cellules géantes observées dans la maladie "lymphocystis" avec toutefois
un rapport d'accroissement en taille des cellules infectées plus faible
puisqu'il ne dépasserait pas 8/1 chez les huitres, contre 150/1 chez les

Poissons.
C - Conclusione.

Si, au plan de la pathologie comparée des Invertébrés marins,
la description de viroses chez les hultres élargit un domaine de recherche
jusqu'alors trés limité, pour ce qui concerne les Mollusques, elle souldve
a2 1'échelle de la virologie générale certains problémes dont la solution
est liée aux possibilités futures d'isolement des agents infectieux in-

criminés. Ce n'est en effet qu'ad partir de virus purifiés que pourront
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étre entreprises 1'étude biochimique de 1l'acide nucléique et la déter-
mination de la structure du génome et de la structure polypeptidique
des virus. De telles informations nécessaires pour comparer les virus

entre eux s'avérent par ailleurs indispensables pour établir leur posi-

tion systématique.

Pour le moment, les donnédes relatives & la nature de 1l'acide
nucléique (ADN), & la taille, & la structure et aux modalités de la
morphogénése incitent & rapprocher les deux types de virus de la famille

des Iridoviridae en retenant gue certains caractéres structuraux des

virions leur confére une position particuliire par rapport & ce groupe.
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CHAPITRE V

ETUDE D'INFECTIONS RICKETTSIENNES CHEZ LES MOLLUSQUES

BIVALVES MARINS

A l'occasion d'examens zoosanitaires de populations de bivalves
marins provenant de gisements naturels ou d'élevage, plusieurs cas d'infec=
tions dues & des microorganismes de type rickettsien ont été reconnus au
cours de ces derniéres années sur les c8tes de France.

Si la présence de ces germes est sporadique chez l'huftre plate
O. edulis (Comps et coll., 1977) ou rare chez les huftres creuses (Cr. angu-
lata, Cr. gigas) (Comps et Deltreil, 1979 ; Comps et coll., 1977), elle est
plus réguliére chez des fouisseurs tels Donax trunculus qui se sont révélés
8tre des h8tes quasi permanent de rickettsies (Comps et Raimbault, 1978 ;
Comps et coll., 1979).

Bien qu'associées 4 des phénoménes suggérant une certaine morbidi-
té, il n'a pas été démontré que ces rickettsies en étaient la cause. Leur
r8le chez les mollusques n'est pas évident et pose i nouveau le problime
des relations h8te-parfsite. Ces questions seront évoguées dans la suite

conjointement aux aspects taxoncmiques.

I - INFECTION RICKETTSIENNE DE L'HUITRE CRASSOSTREA GIGAS TH.

Au cours des mois de février et mars 1977, plusieurs cas de mor-
talité ont été signalés dans certains élevages d'huitres Cr. gigas du bassin
de Marennes-Oléron.

Aucun sympt8me externe n'était relevé sur les huitres atteintes
qui au contraire présentaient un état d'engraissement normal pour 1'époque.

Limitées & des huftres élevées en claires (secteur d'Arvert), ces
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mortalités ont été mises en relation avec d'importantes variations de condi-
tions de milieu mais devaient également &tre associées a la présence d'un

germe microbien infectant 1'épithélium digestif.
1 - Histopathologie.

Les cellules infectées par la rickettsie ne sont trouvées qu'au
niveau de 1'épithélium des diverticules digestifs ol 1l'on observe de larges
plages sensiblement ovoides de 10 a 30 e de diamdtre (fig. 44). Localisées
dans le cytoplasme des cellules secrétrices elles ont un aspect finement
granuleux mis en évidence par la coloration de Mamm-Dominici qui révéle par
ailleurs leur caractire basophile (fig. 45). On note également qu'elles sont

Feulgen positif et Gram négatif.

La cellule h8te est hypertrophiée : dans son cytoplasme, on trouve
des grains de sécrétion comme dans les cellules saines mais aussi de nom-
breuses et volumineuses vacuoles occupant la région distale au voisinage de
la lumidre du tubule.

Cette infection limitée & un nombre restreint de cellules épithé-
liales n'entraine pas une dégradation profonde de l'épithélium et consécu-
tivement, il apparait difficile, sur la base de ces observations d'attribuer

a la rickettsie un r8#le dans les mortalités des huitres.

2 - Microscopie électronique.

La microscopie électronique a révélé la nature microbienne des
granulations contenues dans la vacuole cytoplasmique. A 1l'intérieur de celle
ci sont en effet regroupés de nombreux microorganismes en forme de bAtonnets
allongés plus ou moins effilés aux extrémités. Leur longueur varie entre
1,5 et 2,5 um et leur diamétre entre 500 et 600 rm (fig. 46).

Ces germes sont limités par un systéme membranaire de 24 nm d'épais-
seur, formé de deux membranes unitaires, une parci externme et une membrane

plasmique, séparées par un espace périplasmique granuleux.
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A 1'intérieur, des grains denses (de 15 nm) ayant 1'aspect de ri-
bosomes sont irrégulitrement répartis au voisinage de la membrane plasmigue.
On n'observe pas de nucléoide distinct mais dans la partie centrale de la

particule, un réseau fibreux liche correspondrait & 1'ADN (fig. 47).

On reconnait des figures de division binaire suivant des modalités
comprenant un étirement des cellules accompagné d'une constriction latérale

et conduisant & la formation de chaines de bactéries.

3 = Position gystématique. Discussion.

Les caractéristiques de ce microorganisme permettent de le ratta-
cher & 1'ordre des Rickettsiales ol en tant que germe associé & un inverté-
bré il pourrait &tre inséré dans la tribu des Wolbachieae Philip, 1955, en
notant par ailleurs que sa localisation au sein de vacuoles cytoplasmiques

suggérerait la possibilité d'un rapprochement avec les Coxiella (Rickettsia-

gggg). Toutefois, si certaines Coxiella peuvent présenter des formes de ré-
sistance (Burton et coll., 1971), aucune image de forme dense alternant

avec les formes végétatives n'a été décelée dans le cas de la rickettsie de
1'huftre. Cette dernitre observation 1'éloignerait de la plupart des rickett-
sies pathogénes d'Tnvertébrés, notamment des Rickettsiella (Vago et Meynadier

1965 ; Meynadier et Montsarrat, 1969 ; Vago et coll., 1970 ; Morel, 1977).

On notera enfin une certaine communauté de caractdres morphclogiques et ul=-
trastructuraux existant entre cette rickettsie et des germes rencontrés dans
les cellules digestives de Mya arenaria (Harshbarger et coll., 1977) ou en-

core chez Tellina tenuis (Buchanan, 1978). Pour cette dernidre, l'auteur

mentionne également des resemblances avec les Rickettsiaceae du genre

Coxiella.
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II - INFECTION RICKETTSIENNE DE DONAX TRUNCULUS L. -

A la suite de mortalités signalées au début de 1978 dans les po-

pulations naturelles de Donax trunculus de la région du Grau du Roi nous

avons mis en évidence une infection rickettsienne de 1'épithélium des di-

verticules digestifs (Comps et Raimbault, 1978).

Les contr8les effectués a différentes épogues dans plusieurs sec
teurs de la c8te languedocienne révélérent comme 1l'indique le tableau ci

aprés, qu'une proportion proche de 25 % des sujets échantillonnés était

atteinte.

4 Lieu de s Date de } Animaux :
prélévement . prélévement : infectés (%) .

: Les Saintes Maries : 15 février : 20 :

: 16 " : 26

: Grau du Roi : 23 février : 25 :

: : 30 mai : 26 :

: Valras : 22 mars : 46 :

1 - Histopathologie.

Cette rickettsie se développe dans les cellules secrétrices de
1'épithélium des diverticules digestifs, & l'exclusion de tout autre tissu
(fig. 48). Elle forme & 1'intérieur de vacuoles cytoplasmigues des inclu-
sions granuleuses Gram négatif dont les affinités tinctoriales indiquent des
variations importantes de la basophilie (fig. 49). Sensiblement sphériques,
ces formations mesurent de 5 = 3 12 ym de diamdtre (fig. 50). Le plus
souvent le germe occupe une vacuole unique dans la cellule h8te mais on
rencontre aussi deux ou trois vacuoles dans la méme cellule. Les cellules
infectées sont hypertrophiées mais ne présentent pas de modifications nuclé-
aires ou cytoplasmiques évidentes. Plus généralement d'ailleurs 1'épithélium

des diverticules ne parait pas affecté dans sa structure, l'effet
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cytopathogéne étant limité & un nombre relativement réduit de cellules.
2 = Microscopie électronique.

Tout en confirmant la nature rickettsienne du germe et sa locali=-
sation au sein de vacuoles intracytoplasmiques, la microscopie électronigque
a permis d'en préciser la structure et différents aspects de son évolution

dans les tissus.

a — Les germes
Les rickettsies ont une forme allongée de section cylindrique,
plus ou moins effilée aux extrémités ; leur taille atteint 2,5 & 3 pm pour

un diamdtre variant entre 500 et 700 nm (fig. 51).

Ces corps sont limités par deux membranes tripartites séparées par
un espace périplasmique granuleux de 10 nm (fig. 52). Ils renferment un ma=-
tériel granuleux dense aux électrons associé & un réseau lache de fibrilles.
La division du microorganisme s'effectue, comme 1'indiquent certaines figu-
res, suivant un mode de division binaire résultant d'une constriction laté-
rale (fig. 50).

Conjointement i un épaississement de la membrane vacuolaire (fig.
53, 54, 55), on note parfois des modifications importantes de la forme et
de la structure des germes, suggérant une dégénérescence de ces derniers.
La membrane externe est fortement déformée avec de nombreuses ondulaticns

tandis que la membrane plasmique n'est généralement plus visible (fig. 55).

Le matériel cytoplasmique est condensé en amas irréguliers plutdt
répartis dans les zones périphériques. Ces modifications ne peuvent &tre
assimilées 4 un processus de restructuration des particules comme il en

existe chez les microorganismes & cycle de type chlamydien.

b = Action cytopathogéne
Le plus souvent regroupées i 1l'intérieur d'une vacuole uni-

gque, les rickettsies peuvent aussi se développer dans plusieurs vacuoles
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(2 ou 3) au sein d'une méme cellule ce qui évoquerait la manifestation d4'un
phénoméne d'auto-infection ou le développement quasi simultané de plusisurs
germes. Ces vacuoles, limitées par une membrane unitaire, prcvoquent un gon-
flement de la cellule h8te qui est hypertrophiée. Le noyau conserve sa
structure normale. Par contre, le cytoplasme est fortement vacuolisé et
riche en formations ergastoplasmiques j les mitochondries sont réparties

dans 1l'ensemble de la cellule (fig. 51).

Dans certaines cellules infectées, on note un épaississement de la
membrane vacuolaire contre laquelle sont accolées de nombreuses mitochon-
dries. A un stade plus avancé, les microorganismes sont isolés & 1l'intérieur
d'une capsule formée d'une membrane et d'une couche de matériel opaque aux

électrons dont l'épaisseur peut atteindre 0,8 & 1 pm (fig. 55).

Cette formation dont l'extension parait &tre centripéte épouse le
contour des rickettsies qui se trouvent & scn contact quand celles-ci n'ont
pas été complétement englcbées. A 1'intérieur de cette paroi, les germes

sont altérés comme nous l'avons signalé précédemment.

c - Position systématique

Ce microorgzanisme posside des caractéristiques qui permettent
de 1'inclure dans 1l'ordre des Rickettsiales dans lequel il présenterait des
affinités avec le genre Coxiella en raison de son développement intravacuo-
laire sans exclure toutefois un rapprochement avec les Wolbachieae, 1'hdte

étant un invertébré.

Les difficultés rencontrées pour isoler les germes dont on a vu
qu'ils ne présentent pas de formes denses limitent considérablement leur
étude et particuliérement, leur comparaison avec des microorganismes voisins.

Ces questions seront reprises ultérieurement.
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III - INFECTION RICKETTSIENNE DE OSTREA EDULIS L.

Dés 1974 des inclusions basophiles, Feulgen positif étaisnt obser-
vées dans 1'épithélium digestif d'huftres plates de Bretagne. Des formations
identiques étaient retrouvées par la suite chez quelques specimens de cette
espéce originaires du Bassin d'Arcachon ainsi que dans la glande digestive
de naissain produit dans une écloserie de Californie (1976). La nature micro-
bienne de ces formations ne fut établie que par la suite aprds une étude en

microscopie électronique (Comps et coll., 1977).

Bien que la fréquence d'observation de ces germes reste faible, on
note régulidrement leur présence chez des huitres de Bretagne et d'Arcachon.
Récemment ils ont été retrouvés dans des huftres de gisements naturels du

secteur de la Rochelle.
1 = Microscopie photonique.

Sur coupes & la paraffine, la coloration de Mann-Dominici permet
de mettre en évidence dans 1'épithélium des diverticules digestifs des pla-
ges ovales entourées d'une zone claire constituées de grains basophiles
Gram négatif.

Des images plus détaillées de ces lésions obienues sur coupes
semi-fines ont permis d'en préciser les différentes caractéristiques. En
effet, colorées par le bleu de Sahli, les fines granulations apparaissent
regroupées dans une vacuole généralement unique, des vacuoles doubles peu=-

vent toutefois 8tre rencontrées (fig. 56).

La cellule h8te est hypertrophiée et sa taille peut atteindre 70
a4 100 ur . Son cytoplasme est profondément modifié : autour de la plage gra-
nuleuse on distingue en effet de nombreuses petites vacuoles de 2 i 4 pm
séparées par un réseau ténu de matériel plasmique (fig. 57). Cette intense
vacuolisation entraine une déformation du noyau qui souvent est repoussé
contre la membrane cellulaire, Observé uniquement dans le cas de 1l'huitre

plate, ce phénoméne caractériserait l'effet cytopathogéne du microorganisme.
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L'aspect des microcolcnies présente certaines variations concer-
nant les affinités tinctoriales des particules et leur agencement au sein
de la vacuole. Le plus souvent ces particules sont réparties d'une fagon
homogéne mais dans un certain nombre de vacuoles la configuration est irré-
gulidre, des aires non colorées, en petites tiches ou en bandes, s'interca-
lant entre les grains basophiles (fig. 58). On verra par la suite que ces
figures correspondent i différents états du microorganisme au cours de

1'évolution de 1'infection.

A c8té des cellules infectées, 1'épithélium des diverticules di-
gestifs ne subit aucune modification décelable histologiquement : les cellu-
les sécrétrices comme les cellules de remplacement restent indemmes.

On notera enfin que chez 1'huftre plate, la rickettsiose peut se
manifester concurremment avec d'autres infections de 1'épithélium digestif
et en particulier avec 1l'infection due au parasite Marteilia refringens
(fig. 56).

Des examens histologisues en microscopie a fluorescence ont four-
ni quelques précisions sur les caractéres biochimiques de 1l'agent infectieux.
La faible intensité de fluorescence avec le D.A.P.I., confirmant d'ailleurs
la réaction de Feulgen a montré que ces germes renfermaient une faible pro-
portion d'ADN., Par contre la fluorescence obtenue avec l'acridine orange

a pH 3,8 a révélé une certaine richesse en ARN ribosomal.
2 = Microsconie électronique.

a - Les corps bactériens

A 1'examen en microscopie électronique, les plages granuleu-
ses apparaissent constituées d'un grand nombre de germes de type rickettsien
(fig. 59).

De forme coccoide, les microorganismes r.osurent 0,5 24 0,7 um
avec un diametre moyen de 450 nm. La paroi d'une épaisseur de 25 nm est
formée de deux membranes & triple feuillet, séparées par un espace périplas-
migue granuleux. La partie centrale, peu dense, est occupée par un réseau

lache de fibrilles et de petits amas granulaires. La partie périphérique
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par contre est formée par une agglomération de grains assimilables i des
ribosomes lui conférant une forte opacité aux électrons. Ce matériel est
réparti de fagon souvent irrégulidre; il peut aussi pour une majeure partie

8tre localisé dans un secteur préférentiel de la particule (fig. 60).

A 1l'extérieur, des formations membranaires fermées sont accolées
aux microorganismes (fig. 60) ; leur configuration est identisue & celle de
la paroi de ces derniers et 1'espace limité par les membranes est clair ou
occupé par de fines granulations denses. Pour le moment, leur signification
n'est pas évidente : il pourrait s'agir d'un processus de bourgecnnement
intervenant dans la multiplication du microorganisme. La présence de germes
plus allongés avec une constriction latérale suggérerait par ailleurs un

mede de multiplication par division binaire simple.

b - Les formes altérées

Les vacuoles caractérisées par une répartition irrégulidre
des particules contiernent des corps bactériens en cours de dégradation. Ce
phénoméne se manifeste par un décollement et une rupture de la membrane
externe. Par endroits la membrane plasmique est lysée libérant le contenu
cellulaire. Les grains ribosomaux sont accumulés contre la paroi en amas
trés denses (fig. 61, 62).

D'aspect hétérogéne, tant par la forme et par la taille (de 300
2 800 nm) que par la répartition du matériel cytoplasmique, ces formes alté-
rées sont irrégulidrement regroupées dans la vacuole qui présente de nombreux
espaces clairs sans microorganismes.

I1 est A noter par ailleurs que cette vacuole est délimitée par

0
une membrane épaisse de 80 & 100 A.
3 - Effet cytopathogéne
La formation de nombreuses vacuoles dans le cytoplasme de la cel-

lule h8te rerrésente le symptSme le plus caractéristique accompagnant 1'in-

fection. les tractus cytoplasmiques qui séparent ces vacuoles recelent des



- 63 -

mitochondries et de fines granulations opaques. L'effet de cette vacuclisa-
tion modifie le contour du noyau dont le nucléoplasme est clair et pauvre

en chromatine.
4 - Position systématique.

Ce microorganisme & développement intracellulaire sans cycle ine
terne de type chlamydien peut &tre placé dans 1'ordre des Rickettsiales.

11 parait difficile de préciser davantage la position de ce micro-
organisme qui, comme les rickettsies précedemment étudiées, en raison de son
développement intravacuolaire serait proche des Coxiella, alors que la natu-

re de 1'h8te commanderait de 1'inserer dans les Wolbachieae.

IV - INFECTION RICKETTSIENNE CHEZ LA PALOURDE RUDITAPES PHILIPPINARUM,

Toujours dans le cadre de la recherchedes causes de mortalités,
des examens histologiques de palourdes originaires de Vendée ont révélé
chez 12 % des individus la présence de rickettsies parasites de 1'épithélium
digestif.

L'existence d'un micrcorganisme & cycle de type chlamydien récem-—
ment décrit par Joly et Comps (1980) chez l'espéce voisine, Ruditapes
decussatus, a naturellement incité & approfondir l'étude de ce nouveau

germe.
1 = Histopathologie.

Comme dans les cas précedemment décrits, 1'infection se manifeste
au niveau de 1'épithélium des diverticules digestifs par la présence de pla-
ges finement granuleuses, de forme sphérique ou ovoide dont la taille varie
entre 20 et 25 pom. Ces formations ont un contenu basophile, rose & la réac-

tion de Feulgen et Gram négatif (fig. 63).



- 64 -

Sur coupes semi-fines, on observe qu'elles sont intracellulaires
et correspondent a une vacuole intracytoplasmique occupée par de nombreux
microorganismes. Deux types de plages sont distincts : des plages a granu-
lations trées chromophiles et des plages dont les granulations ont une affi-

nité moins marquée pour le bleu de toluidine.
2 - Microscopie électronique.

L'étude du microrganisme a permis de noter l'existence de deux
types structuraux correspondant & la distinction établie en fonction du ca=-

racteére basophile des microcolonies.

a - Formes claires
Généralement bacilliformes ces microorganismes présentent un
certain pléomorphisme (fig. 64). Leur longueur varie de 200 & 1400 nm et
leur diamétre entre 400 et 600 nm. Certains microorganismes sont réniformes,
d'autres montrent une double constriction latérale indiquant le début d'une
division binaire.
Ils sont limités par un ensemble parci-membrane plasmigue de 15 &

20 nm d'épaisseur ; la paroi a un contour sinueux(fig. 66).

Le contenu cytoplasmique a un aspect granulo-fibrillaire leur con-
férant un aspect réticulé : des grains denses ayant l'aspect de ribosomes
sont regroupés en petits amas dont la densité est plus grande au voisinage
de la membrane plasmique ; un fin réseau de fibrilles est associé & ce maté-

riel granulesux dense.

b - Formes denses
Leur aspect est voisin de celui des formes claires mais plus
régulier. En tenant compte des variations dues au plan de la section, ils
se présentent comme des bAtonnets légirement cunéiforme, une des extrémités
étant applatie, 1l'autre plus ou moins effilée et arrondie; ils mesurent de
800 & 1000 nm de long et de 300 & 400 nm de diamdtre (fig. 65).
Le cytoplasme est constitué de grains denses entourés d'une fine

auréole claire, uniformément répartis sur l'ensemble du germe ; cette
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texture régulidre contraste avec celle des formes claires (fig. 67).

On remarque qu'un certain nombre de ces particules sont regroupées
par paires, les extrémités applaties étant contigues : cette disposition
pourrait correspondre & la fin d'une division binaire par scissiparité.

Le systéme enveloppe est identique & celui des formes claires :
les sinuosités de la paroi pourraient 13 encore &tre interprétées comme des
décollements anormaux de celle-ci, probablement dus & l'action du fixateur
(fig. 68).

Si les microcolonies de corps denses sont homog2nes 1'observation
de nombreuses cellules infectées montre que les microcclonies de forme réti-
culée peuvent renfermer des formes abérrantes. Généralement plus volumineu-
ses, (1100 & 1300 nm x 600 & 800 nm), ces formes se distinguent encore par
la texture de leur cytoplasme : celui-ci peut &tre pour partie du type réti-

culé, pour partie du type dense ou encore entidrement du type dense (fig. 66).
3 - Effet pathogéne.

L'action cytopathcgéne du procaryote se manifeste principalement
par une hypertrophie de la cellule épithélial: due & l'extension de la micro-
colonie de rickettsies & 1'intérieur de la vacuole cytoplasmique. Le cyto-
plasme de la cellule hdte se trouve progressivement réduit & une couche
mince qui finit par se rompre : des vacuoles limitées par une paroi résul-
tant d'un épaississement de la membrane vacuolaire d'origine sont ainsi 1li-
bérées dans la lumi2re des diverticules digestifs. On ne note pas toutefois

de modifications importantes du cytoplasme de la cellule infectée,

Méme si dans certains cas les lésions cellulaires sont relative-
ment nombreuses, elles n'entrainent pas de dommages importants pour 1'épi-
thélium digestif. On n'a pu de ce fait établir de lien précis entre 1'infec-
tion et les mortalités constatées, d'autant que cette infection n'a pu &tre

reproduite expérimentalement.
4 - Position systématicue. Discussion.

Bien que présentant un certain nombre de caractéres communs avec
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la plupart des Rickettsiales décrites chez les Mollusques bivalves, notam-
ment par sa structure et son développement intravacuolaire , ce germe s'en
distingue sensiblement par 1l'existence d'un deuxizme type structural de
particules, caractérisé par un cytoplasme dense et homog®ne. Par aillsurs,
la présence de formes réunissant les deux types structuraux constituant un
stade intermédiaire entre ces derniers permet d'envisager sinon 1'existence
d'un cycle de développement, du moins une transformation des corps réticulés

en corps denses.

Cette évolution différe notablement de celle qui est observée dans
le cycle complexe qui assure la multiplication des Chlamydiales et des

Rickettsiella : la modification fondamentale notée chez le parasite de la

Palourde consiste en une densification du cytoplasme sans différerciation
de nucléoide, sans redistribution du contenu cellulaire et enfin sans rema-

niement du systéme paroi-membrane plasmique.

Le polymorphisme de ce micrcorganisme rappelle celui d'une rickett-
sie récemment décrite par Bonami et Pappalardo (1980) chez le crustacé

Carcinus mediterraneus Czerniavski. Celle-ci comporte en effet des formes

bactériennes qui se multiolient & 1'intérisur d'une vacuole cytoplasmique :
ces formes bactériennes subissent des modifications, aboutissent, en passant
par des formes de transition, & des formes denses aux électrons. En excluant
1'hypothése d'un cycle de type chlamydien, Pappalardo (1981) a inclu 1la
rickettsie du crabe dans 1l'ordre des Rickettsiales et memtionné un rappro-
chement avec les Wolbachieae, tenant ainsi compte de la pathogénicité pour

un arthropode, sans éclairer davantage le problime taxonomique posé.

Dans le cas de la rickettsie de la Palourde, on retiendra outre
ses caractéristiques genérales, l'absence d'un véritable cycle de type chla-
mydien pour 1l'inclure dans l'ordre des Rickettsiales, son association & un
invertébré la rapprochant des Wolbachieae, tout en suggérant un rapprocrement
avec les Coxiella en raison du mode de développement dans une vacuole(Moulder,in
Bergey's Manual, 1974). L'existence de deux formes chez Coxiella burneti
(Rosenberg et Kordova, 1960 ; Burton et coll., 1971) irait dans le sens d'un

tel rappreochement.
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V - INFECTION RICKETTSIENNE CAUSEE PAR UN MICROORGANISME DE TYPE CHLAMYDIEN
CHEZ L'HUITRE CRASSOSTREA ANGUILATA Lmk.

Apreés 1'observation de plusieurs cas d'infection de Mollusques dues
3 des Rickettsiales et dont les sympt8mes en histologie classique sont tr2s
voisins, nous avons constaté chez 1l'huitre portugaise, 1l'existence de 1lésions
qui bien que rappelant les premiers cas de rickettsioses montraient des par-

ticularités par rapport 2 celles-ci.

Une étude plus approfondie révélait que 1l'infection était due & un
microorganisme présentant un cycle de développement intracellulaire. Il
s'agit du premier germe de type chlamydien signalé chez les huftres, seul
étant connu jusqu'alors chez les Mollusques bivalves marins le cas d'une
"chlamydie" observée par Harshbarger et coll. (1977) dans la glande digesti-

ve du clam, Mercenaria mercenaria.

La encore nous nous trouvons devant un cas de rickettsiose non
liée en apparence & des symptdmes pathologiques comme une infection généra=-
lisée des tubules et éventuellement des mortalités.

Si donc pour ce qui concerne la pathologie des huftres ce nouveau
germe ne semble pas représenter pour le moment un agent infectieux important
son étude détaillée en microscopie électronique a montré son intérét sur le

plan de la pathologie comparée des Invertébrés.
1 = Histopathologie.

Les lésions dues au microorganisme sont comparativement aux pre-
mitres rickettsies décrites chez les Mollusques marins, difficilement repéra-
bles par la microscopie photonique sur coupes classiques comme sur les cou-
pes semi-fines.

Dans 1'épithélium des diverticules digestifs, on distingue des
aires mal délimitées, de 10 & 15 po occupées par un matériel hétérogine ca-

ractérisé par la présence de granulations basophiles éparses (fig. 70).



Parallélement, certaines cellules épithéliales renferment une in-
clusion ovoide de 7 uym sur 10 um contenant également de fines granulations
basophiles en faible densité. Cette inclusion est située & 1'intérieur d'une

vacuole cytoplasmique (fig. 69).

Dans tous les cas observés, ces formations granuleuses étaient
en nombre limité, n'introduisant aucune modification sensible des tissus,

excepté une légdre distension de la cellule hfte.
2 = Microscopie électronique.

La nature rickettsienne des lésions décelées dans les diverticules
digestifs de 1l'huftre portugaise a été démontrée par 1'étude ultrastructu-
rale qui a également permis de révéler l'existence d'un cycle de développe-
ment complexe aboutissant & des formes de résistance.

La microscopie électronique a conduit & distinguer en fonction du
mode de localisation intracellulaire deux grouves de formes microbiennes
correspondant aux deux types de formations granuleuses observées sur coupes

semi~-fines.

L'existence de plusieurs types de particules s'apparentant par la
taille, la forme et l'opacité aux électrons aux différentes formes reconnues
dans le cycle de développement des Chlamydiales et des Rickettsiella ayant
enfin été établie par l'examen sur coupes ultrafines, on utilisera dans la
description des microorganismes la terminologie actuellement appliquée A

ces deux groupes.

a - Forme microbienne & déveloprement multivacuclaire.

Dans le premier cas, les particules sont isolées ou regroupées
en petit nombre (2 ou 3) & 1'intérieur de petites vacucles cytoplasmiques &
contour irrégulier, plus ou moins sphériques. Rassemblées dans un méme sec-
teur de la cellule infectée, elles sont contigues, simplement sépardes par
leurs membranes ou par des tractus cytoplasmiques incluant eux-méme de peti-
tes vacuoles ovoides de 200 & 300 mm. Ce cytoplasme est riche en ribosomes
de 200 E répartis principalement & la périphérie des petites vacuoles, Il

renferme 4galement dans la zone directement infectée des mitochondries
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généralement dégradées aux crétes peu distinctes. Autour de cette zone on

trouve un abondant réticulum endoplasmique formant de 1oné§ vésicules apla=-
e .. T .

tis, souvent alignés, associés a de nombreux ribosomes et un grand nombre

de mitochondries (fig. T1).

Dans une méme cellule infectée, on distingue réparties dans les
vacuoles différentes formes du microorganisme correspondant a des phases de

son cycle de développement.

- Les corps initiaux
De forme coccolde, leur taille varie entre 500 et 700 rm.
Ils sont limités par deux membranes unitaires séparées par un espace péri-
plasmique. Ils renferment & la périphérie un matériel opaque avec des grains
de type ribosome alors que leur partie centrale est occupée par un matériel
fibreux liche et ténu (fig. 72, 13).
Chez certaines formes on note des figures de division binaire par
constriction médiane du cytoplasme. L'existence de corps initiaux accolés a

1'intérieur d'une vacuole indique une divisicn récente.

— Les corps €lémentaires
Les corps élémentaires sont rerrésentés var des par:i-

cules oblongues mesurant 700 i 850 nm pour un diamétre maximum variant entre
300 et 350 nm ; une des extrémités est arrondie et l'autre effilde. I1
ressort des images fournies par les sections sagittales et mar les sections
orthogonales au grand axe que leur surface est ornée de sillons longi=-
tudinaux dont le nombre ne parait généralement pas excéder 9 (fig. 75, 76).

Ces corps sont limités par une paroi complexe de 200 A d'épais-
seur constituée de 5 feuillets accolés : un fouillet dense médian séparé
des feuillets denses,interne et externe, par deux feuillets intermédiaires
claires aux électrons. Le feuillet dense interne se distingue difficilement
de la frange cytoplasmigue & laquelle il est appliqué. L'épaisseur moyenne
de ces différents feuillets individualisés est woisine de 30 i (rig. 77).

Les corps élémentaires ont un cytoplasme trés dense, comportant

de nombreux grains (ribosomes) excepté & la périphérie du nucléoide qui est
entouré d'une zone claire aux électrons. Le nucléoide, caractérisé par une
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grande opacité est de forme hémisphérique ; sa localisation latérale contre
le feuillet dense interme introduit une certaine asymétrie dans la réparti-

tion du contenu cellulaire (fig. 75, 76).

- Les corps intermédiaires
Dans un petit nombre de vacuoles, on observe des formes
de transition, les corps intermédiaires, qui possident des caractéristiques
communes aux deux premiers types de particules. Ces corps sont ovoides, sou=-
vent plus allongés que les corps initiaux ; leur longueur est de 4CC a
600 nm et leur largeur mcyenne de 400 nm, valeurs indiguant une diminution
de taille par rapport & ces derniers (fig. 72, 74).

Résultant, d'aprés certaines figures, d'une condensation des fi-
brilles cytoplasmiques, le nucléoide occupe une position plus ou moins ex-
centrée. Des grains assimilables & des ribosomes se concentrent i la péri-
phérie de la particule. Conjointement s'opére une transformation du systéme
membranaire constituant l'enveloppe : l'espace périplasmique 3éparant les
deux membranes unitaires disparait tandis que s'individualisent clairement
les feuillets denses médian et externe.

Le nombre relativement peu élevé de corps intermédiaires semble=-

rait indiquer qu'il s'agit d'un stade fugace dans le cycle de déveloprement.

b - Forme microbienne & développement monovacuolaire

Dans ce deuxiéme cas d'infection des cellules digestives de
1'huitre portugaise les particules sont regroupées & l'intérisur d'une va=-
cuole unique (fig. 78).

Le cytoplasme de la cellule atteinte est riche en ribosomes et en
formations ergastoplasmiques. I1 comporte £galement de nombreuses vacuoles
bordées de ribosomes. Etroitement appliquées & sa membrane, les mitochon-
dries sont regroupees autour de la vacuole contenant les germes.

Le développement intravacuclaire du microorganisme passe par plu-
sieurs phases suggérant l'existence d'un cycle interne. Toutefois dans les
specimens étudiés nous n'avons rencontré que les corps initiaux et corps

intermédiaires sans pouvoir observer la formation des corps élémentaires.
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- Les corps initiaux

Caractérisés par un certain pléomorphisme ces corps
d'allure bactérienne mesurent 500 & 550 nm de long sur 250 a 300 nm de
large. Ils sont limités par deux membranes unitaires séparées par un espace
périplasmique clair aux électrons, l'ensemble du systéme membranaire ayant
une épaisseur de 30 nm. Un matériel ténu, d'apparence fibreuse confére a
la partie centrale une faible opacité aux électrons, tandis qu'a la péri-
phérie, un matériel granuleux forme une zone dense (fig. 79).

A la surface de certaines particules on remarque une expansion
globuleuse limitée par la seule membrane externe et occupée par un matériel
granuleux opaque séparé de la membrane par une couche claire de 70 X. En se
détachant de la particule par constriction de la membrane, ces formations
sont & 1'origine de corps parasphériques de 150 & 160 nm possédant la méme
structure : ces corps libres & l'intérieur de la vacuole sont constitués
d'un noyau central de grains denses entouré d'une couche claire, elle méme

limitée mr une membrane unicue (fig. 80, 81, 82).

- Les corps intermédiaires

De forme assez irréguliére, généralement allongée, les
corps intermédiaires ont une longueur variant entre 500 et 950 nm pour un
diametre de 300 & 400 nm. Le systéme membranaire enveloppant des particules
a la méme organisation que celui des corps initiaux, la membrane plasmique
n'étant pas cependant toujours bien visible. En bordure le cytoplasme est
riche en grains denses assimilables & des riboscmes ; au centre, de nombreu-
ses fibrilles sont condensées et forment un nucléoide opaque, diffus, aux
contours mal délimités (fig. 79).

On reconnait parmi les corps intermédiaires différentes phases
d'un processus de réplication impliquant conjointement un bourgeonnement et
une division binaire. Comme 1l'indiquent de nombreuses figures de division,
avant la séparation compléte des particules, la cellule fille issue d'un
corps intermédiaire est dépourvue de nucléoide ; sa structure est identigue

a celle des corps initiaux (fig. 79).

- Les corps geants

Dans certaines vacuoles, on a pu observer la présence
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de formes ovoides de grande taille ( 1100 x 800 nm).

Comme les autres particules, les corps géants sont limités par
deux membranes unitaires séparées par un espace clair. Le cytoplasme est peu
dense aux électrons, formé de granulations irréguli®rement réparties, avec
de nombreux espaces clairs. Dans les cas observés, ils ne comportaiznt pas

de nucléoides apparents (fig. 79).
3 - Position systématique.

a - Forme & développement multivacuolaire

Les caractéristiques de ce microorganisme ont conduit & ls
rapprocher des rickettsies présentant un cycle de développement de type
chlamydien.

Les différentes formes observées dans les cellules infectées de
1'huftre peuvent en effet s'apparenter aux corps rencontrés dans le cycle
des Rickettsiella,rickettsies inféodées aux Invertébrés (Meynadier et Mont-
sarrat, 1969 ; Devauchelle et coll., 1972), ou des Chlamydiales comme
1'agent de la lymphogranulomatose vénérienne (Devauchelle et coll., 1971 ;
Eb et coll., 1972) ou Porochlamydia buthi ng. nsp., germe récemment décrit

chez le scorpion Buthus occitanus (Morel, 1976). Toutefois, les différences

observées, notamment dans la morphologie des corps denses confire & ce micro-
organisme une particularité par rapport & ces deux groupes dont par ailleurs

les affinités relatives font 1l'objet de mises au point.

b - Forme & développement monovacuclaire

Bien qu'étant en présence d'un cycle de développement appa-
repment incomplet, il n'est pas douteux que cet agent infectieux est proche
des microorganismes présentant un cycle de développement de type chlamydien.
Toutefois, 1l'absence d'observations sur les corps ¢lémentaires ne permet pas
pour le moment de le ranger dans un groupe précis, & savoir les Chlamydiales
ou les Rickettsiella.

Considérant principalement la localisation commune, dans les mémes

diverticules de Cr. angulata, de ce germe et du procaryote précédemment décrit

et, retenant par ailleurs certaines similitudes morphologiques, nous avions
admis & l'origine l'existence d'un microorganisme unigue (Comps et Deltreil,
1979).
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I1 résulterait de cette conception que le microorganisme pourrait
avoir deux modes de développement, tant8t & 1'intérieur de multiples vacuo-
les renfermant toutes les phases du cycle, tant8t 2 1'intérieur d'une vacuo-
le unique ne contenant pas & la fois toutes les formes de ce cycle.

La découverte ultérieure d'infections rickettsiennes ccmplexes
qui sercont étudides dans la suite nous a incité i considérer plutdt que
nous avions & faire & deux germes distincts. Bien que 1l'on ne puisse pour
12 moment assigner & cette rickettsie une place dans la systématique, on
notera toutefois qu'elle présente quelques similitudes avec un microorganis-
me décrit en tant que Chlamydie chez le clam Mercenaria mercenaria

(Harshbarger et coll., 1977).

VI - INFECTION RICKETTSIENNE COMPLEX® D SCROBICULARIA PIPERATA P,

Bien connu dans certains secteurs des c8tes frangaises de 1'Atlan-—
tique, le Lavignon Sc. piperata fait l'objet d'une péche artisanale destinée
essentiellement Aune consommation locale, sporadique et limitée.

En 1979, certains signes d'appauvrissement des gisements et la
constatation de mortalités inhabituelles dans certaines zones du bassin de
Marennes-0léron, nous conduisirent i examiner quelques échantillons de ces
Mollusques.

Comme dans le cas de Donax trunculus, des symptdmes d'infection
rickettsienne furent rapidement décelés sur coupes histologiques. On put
reconnaitre en effet dans 1'épithélium digestif des inclusions basophiles
granuleuses comparables aux lésions dues & des rickettsies et déja observées
a diverses reprises chez plusieurs bivalves marins et notamment les huftres.
A partir de contr8les histologiques réguliers il n'a pas été toutefois pos-
sible de démontrer 1l'existence d'une relation entre cette infection et les
phénoménes pathologiques signalés, bien qu'en mai 1979, le taux d'infection
s'élevait & 20 %, I1 faut cependant ajouter que conjointement on notait

12 % d'animaux parasités par un Protiste du genre Marteilia.
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I1 convient de souligner ici les difficultés rencontrées pour défi=-
nir le rfle d'agents infectieux sur des populations naturelles et particu-
ligrement quand il s'agit de bivalves fouisseurs. Les mémes problimes
s'étaient posés antérieurement pour apprécier l'effet pathogtne de la rickett-

sie trouvée ches Donax trunculus.

1 - Histopathologie.

Les lésions dues aux rickettsies ne sont apparentes que dans 1l'épi-
thélium des diverticules digestifs, 4 1'exclusion de tout autre tissu. Elles
se présentent sous forme de plages de forme généralement oblongue, de 10 &
15 um sur 12 & 25 oo A 1l'examen sur coupes semi-fines, on distingue, sui-
vant leur aspect et la répartition du matériel qu'elles renferment, trois
types de lésions : un premier type comportant des granulations d'aspect
sphérique séparées par une trame régulidre d'espace clairs (fig. 83), un
deuxidme type formé de grains fortement agglomérés (fig. 84) et enfin un
troisidme type constitué de deux aires contiglies, 1l'une formée de granula=-
tions l&ches, peu chromophiles, l'autre de petites granulations fortement
basophiles (fig. 85).

Les coupes semi-finzz montrent clairement que ces formations sont
incluses dans le cytoplasme des cellules digestives. Si dans le premier et
le troisiéme cas, les modifications de la cellule infectées sont peu évi-
dente, on observe dans le second cas d'importantes transformations : la
cellule semble vidée de son contenu cytoplasmigue,ne subsistant que guelques
grains de sécrétion ; les cellules voisines par contre conservent un aspect
normal.

D'une fagon générale, les examens histologiques ne révilent pas
de troubles graves liés a ces infections : 1'épithélium n'est que trés loca-
lement affecté et aucune réaction notamment hémocytaire n'est observée chez

les animaux infectés.
2 - Microscopie électronique.

L'étude en microscopie électronique des différentes inclusions cy-

toplasmique a confirmé leur nature rickettsienne et a démontré 1l'existence
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de trois types de microorganismes cytopathogines chez le m&me h8te. Nous

serons donc amenés i en donner une description séparée.

a - Rickettsie du type 1.

Les microorganismes sont regroupés a 1l'intérieur d'une vacuo-
le unique délimitée par une paroi aux contours réguliers, présentant par
endroits des sinuosités. Cette paroi d'une épaisseur de 60 nm est formée de
deux feuillets séparés par un espace clair, le feuillet externe étant le
plus épais (fig. 86).

Les particules sont d'allure coccoide et mesurent 500 % 600 nm de
largeur sur 600 & 1100 nm de longueur. Les plus longues montrent pour cer-
taines une légdre constriction latérale indiquant un début de division
(fig. 87).

On retrouve chez ces formes la structure rencontrée chez la plu-
rart des rickettsies de bivalves marins : les germes sont en effet limités
par un ensemble de deux membranes tripartites, une paroi externe de 5C E et
une membrane cytoplasmique scuvent peu distincte, séparées par un espace
périplasmique granuleux de 150 K (£ig. 88).

Le cytoplasme est peu dense aux électrens : il ne renferme pac de
nucléoide apparent mais un réseau liche de fibrilles et des granulations
denses de 100 K en moyenne ; assimilables & des ribosomes, ces derniéres
sont irrégulidrement réparties mais généralement plus nombrsucss 4 la
péripnérie.

A 1'intérieur de la vacuole on observe aussi & c8té des rickettsies
des vésicules de petite taille (50 & 200 nm), de forme parasphérigue en-

tourdes par une seule membrane (fig. 87).

b - Rickettsie du type 2.

Le développement de l'agent infectieux a lieu & 1'intérieur
d'une vacuocle unique au contour fortement ondulé. La limite de cette wvacuole
est constitude d'un feuillet dense dont 1l'épaisseur atteint 5C nm.

Comme le suggeraient les observations sur coupes semi-fines, les
germes ont une forme générale allongée, mais souvent irrégulidre. Leur lon=-
gueur varie entre0,8 et 1,5 P Elles sont limitées par un ensemble membra—

naire comportant une parci de 90 A et une membrane cytoplasmique de 80 A
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souvent peu distincte, sépardes par un espace périplasmique dont la largeur
varie entre 100 et 130 :’t. Le cytoplasme a une structure granulo-fibrillaire :
Les ribosomes représentés par des grains denses de 10 nm sont groupés en
petits amas irrégulidrement dispersés dans la masse cytoplasmique ol ils
sont associés A un réseau ténu de fibres d'ADN (fig. 90). Contrairement au
premier type décrit, on trouve dans la vacucle de nombreux micrcorganismes
en cours de division. Certains germes trés allongés, mesurant jusqu'a 1,5 L
présentent une ou deux zones de segmentation. Sur les secticns de microor-
ganismes en cours de division, on ccnstate que les cellules filles sont bien
individualisées & 1l'intérieur de la paroi qui présente au niveau de la sépa=-
ration un étranglement médian encore peu marqué (50 nm) (fig. 90). Ce Fro=
cessus a déja été décrit chez 1l'agent de la lymphogranulomatose vénerienne
(Eb et coll., 1972) et signalé chez une rickettsie du clam Mercensria merce-

naria (Harshbarger et coll., 1977). Ce mode de division est & 1l'origine
d'une organisation en chalne des microorganismes (fig. 89) : dans certains
cas méme, la succession des divisions est telle que 1l'on trouve des chalnes
de trois particules alignées dont la séparaticn n'est qu'a un stade encore

peu avancé.

¢ - Rickettsie du type 3.

L'examen en microscopie électronique montre que l'agent in-
fectieux forme & l'intérieur d'une vacucle une microcolonie comportant trois
types de particules indiquant l'existence d'un cycle comparable & celui de
la rickettsie de Cr. angulata (fig. 91).

On distingue en effet trois types de particules que l'on peut
classer suivant la terminologie appliquée aux Chlamydiales et aux Rickett-
siella : des corps élémentaires correspondant aux grains les plus basophiles
observés sur coupes semi-fines, des corps intermédiaires et des corps ini-
tiaux formant une plage de grains peu basophiles. Les corps initiaux sont
sensiblement ovoides (fig. 92) ; ils ont des dimensions variables allant de
300 & 1000 nm. Limités par une paroi & trois feuillets et par une membrane
plasmique souvent peu apparente, ils renferment des grains denses aux élec=-
trons vraisemblablemnt des ribosomes, répartis & la périphérie de la parti=-

cule, la plus grande pariie du cytoplasme par contre est claire aux



électrons, laissant voir seulement un fin réseau de fibrilles (fig. 93). Dans
certaines particules, on observe une formation membranaire cytoplasmique
comparable au systime membranaire signalé par Morel (1979) dans les corps
initiaux de Porochlamydia buthi buthi et considéré par cet auteur comme assi-
milable & un méscaome (fig. 94). De rares figures de division binaire scnt
visibles parmi les corps initiaux.

Les corps élémentaires sont empilés de fagon réguliére par petits
groupements de 20 & 50 unités, Ils présentent une morphologie originale en
forme de b&tonnet de section cylindrique. Ils mesurent 350 a 500 nm de long
pour un diamétre moyen de 100 mm (fig. 95).

L'enveloppe de ces corps est constitude d'un ensemble pentalamel-
laire de feuillets denses et clairs aux électrons dont 1l'épaisseur totale
est de 220 i. Le feuillet dense interne est souvent confondu avec le maté-
riel plasmique qu'il limite (fig. 96).

A 1'intérieur le cytoplasme est formé de matériel dense réparti
en deux zones sensiblement égales : une zone de grains ayant l'aspect de ri-
bosomes et une zone finement granuleuse, plus dense pouvant &tre assimilée
au nucléoide. Sur des sections longitudinales on distingue & 1'une des ex-
trémités (c8té nucldoide) un renfoncement des feuillets internes de 1'enve=-
loppe, associé & une aire plus claire elle-méme entouréde par des membranes
(fig. 97).

Au cours du cycle, la transformation des corps initiaux en corps
élémentaires passe par le stade des corps intermédiaires. Ceux-ci, de forme
plus allongée que les corps initiaux, possddent des limites partiellement
restructurées et montrent i une extrémité une condensation de grains denses
aux électrons. Le nombre réduit de ces corps indiquerait qu'il s'agit d'un
stade fugsce.

A 1'intérisur de la vacuole, les particules smnt englobées dans
un cytoplasme finement granuleux dans lequel sont visibles des vésicules
arrondies de 30 & 50 nm de diamdtre (fig. 92).

Pour ce qui concerne la cellule infectée, l'examen en microscopie
électronique n'a pas révélé de profondes modifications lides au dévelovpe-

ment du microorganisme.
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3 = Position systématique,

a - Rickettsies de type 1 et de type 2.

Sur le plan de la taxonomie, les rickettsies du type 1 et du
type 2 peuvent &tre considérées comme apparterant & un méme groupe. Ces deux
procaryotes sont monomcrphes et l'absence d'un cycle complexe & 1'intérieur
de la vacucle de développement conduit raturellement & les inclure dans
1'ordre des Rickettsiales. Présentant d'importantes similitudes avec les

rickettsies parasites de Tellina tenuis, d'Ostrea edulis, de Donax trunculus,

de Mya arenaria et de Crassostrea gigas,ces deux microorganismes peuvent
2tre comme ces dernigres rapprochées du genre Coxiella ainsi que le suggére
leur localisation intravacuclzire en mentionnant que leur asscciation & un

5

invertébré pourrait inciter & les intégrer aux Wolbachieze (Rickettsiaceae).

b = Rickettsie du type 3.
La ccmparaison des formes de ce germe avec les corps observés
au cours du développement de certains procaryotes i cycle nous amdne a mettre

en paralldle cette rickettsie avec les Chlamydiales et les Rickettsiella.

Comme pour ces dernidres, le cycle comporte des corps initiaux, des corps
intermédiaires et des formes de résistance, les corps élémentaires.

Si des similitudes importantes avec ces deux groupes existent au
niveau des corps initiaux et intermédiaires, ce micrcorganisme s'en distin=
gue toutefois pour ce qui concerne les corps élémentaires. D'importantes
différences existent entre les corps élémentaires du procaryote parasite
de S. piperata et ceug des représentants du genre Chlamydia (Jones, Rake
et Stearns, 1945) et du gerrz Porochlamydia nouvellement créé dans 1'ordre
des Chlamydiales (Morel, 1976).

Les bases de la classification actuelle des Chlamydiales et des
Rickettsiella fournies par le Bergey's Manual of Determinative Bacteriology
(Buchanan et Gibbons, 1974) ne permettent pas pour le moment d'assigner une
place précise dans la systématique & ce nouveau procaryote marin. Cette

question sera reprise et discutée ultérieurement.
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VII - ETUDE COMPARATIVE DES RICKETTSIES DES MOLLUSQUES BIVALVES MARINS.

1 - Mode de développement, cycle, morphologie.

La plupart des recherches récentes en rickettsiologie conduisent
4 la suite de nombreuses mises au point & préciser sinon & redéfinir les
groupes de microorganismes de type rickettsien en fonction des données ultre-
structurales, biochimiques et immunologiques (Devauchelle et coll., 1972 ;
Croizier et coll., 1975 ; tiorel, 1979 ; Louis, 1980). L'ensemble de ces
critéres sont considérés désormais comme plus sfirs du point de vue taxono-

mique que le critére 1ié & 1'espéce hdte (Louis et coll., 1977).

La notion de cycle est devenue prédominante dans la caractérisation
de ces germes : elle conduit ainsi aujourd'hui plusieurs auteurs i réviser
les affinités des Rickettsiella en proposant leur intégration aux Chlamydiales
et méme dans la famille des Chlamydiaceae (Louis et coll., 1977 ; Morel, 1977 ;
Devauchelle et coll., 1971).

Comme nous l'avons déja vu, les rickettsies des Mollusques bivalves

marins se répartissent en deux groupes définis par la orésence ou 1'absence
de cycle chlamydien : pour les rickettsies monophormes on a affaire & des
microorganismes appartenant aux Rickettsialles ; les rickettsies & cycle sont
précisément & cause de ce cycle proches des Chlamydiales, ordre restreint
encore au seul genre Chlamydia (Page, 1974) auquel on ne peut rattacher les
rickettsies des Mollusques bivalves en raison des différences qu'elles pré-
sentent avec 1l'espéce type pour ce qui est de la morphologie des corps élé-

mentaires. Ce point sera développé dans la discussion sur la taxonomie.

Entre ces deux groupes, une place particuliére doit &tre faite &

la rickettsie de Tapes decussatus qui manifestement présente un cycle évolu=-
tif qui toutefois différe du cycle chlamydien complexe : la différenciation
des formes réticulées en formes denses s'apparenterait plut8t au développe-
ment des formes de résistance de Coxiella burneti, procaryote dont la place

dans les rickettsies est actuellement 1'objet de discussions (Louis, 1980 ;



Eb et coll., 1976).

a = Rickettsies sans cycle

Excepté dans le cas particulier de la rickettsicse (b) de

n

¢ . riverata, la multiplication des germes suit le mode habituellement

ecormu chez les Rickettsiales par division binaire simple impliquant une

H

constriction médiane intervenant apris un accroissement de la taille das
particules.

Les particularités de la division chez la rickettsie (b) du Lavi-
gnon =ont & 1'origine d'une disposition en chainettes des micrcorganismes
rappelant les chainettes caractéristiques des Rickettsiella (Huger et Krieg,
1976 ; Morel, 1979).

b - Rickettsies i cycle complexe
Les donndes ultrastructurales obtenues sur les ricketisies
de 1'huifre portugaise et du Lavignon montrent que ces microorganismes se
développent chez 1'h8te suivant un cycle ol interviennent des formes compa=
rables aux corps initiaux, aux corps élémentaires et aux corps intermédiai-
res observés dans le cycle des Chlamydiales, des Rickettsiella et des
Porochlamydia.
Dans les deux cas étudiés la phase intracellulaire se déroule &
1'intérieur de vacuoles cytoplasmiques et bien que 1l'infection n'ait pu
€tre reproduite expérimentalement et suivie dés les premiers stades, on peut
aisément concevoir le développement du cycle en notant certaines wvariations
par rapport au cycle type des Chlamydiales.
Four faciliter la discussion on adoptera le code suivant :
R{ : Rickettsiemonovacuclaire de 1l'huftre portugaise, 31 : Rickettsie multi-
vacuolaire de 1'huftre portugaise, R, : Rickettsie du lavignon. Dans 1'étude
comparée du cycle, on examinera plus particuli’rement la multiplication des

microorganismes et les caractéristiques des corps élémentaires.

- La phase de multiplication des germes
Chez la rickettsie R’

binaire des corps initiaux : la division s'accompagne d'un accrcissement

elle se réalise par une section

synchrone de la taille des particules et 1l'cn n'chserve pas de corps géants
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comme il en a été signalé chez certaines Chlamydiaceae (Eb et coll., 1972),

chez Rickettsiella sp de l'araignée Pisaura mirabilis (Morel, 1977) ou chez

les Porochlamydia (Morel, 1979). La constriction médiane de la cellule mire

s'cptre simultanément sur 1l'ensemble du systéme membranaire enveloppe alors
que chez l'agent de la lymphogranulomatose vénérienne (Eb et coll., 1972)

ou chez un procarycte & cycle chlamydien du clam Mercenaria mercenaria

(Harshbarger et coll., 1977) les auteurs montrent des cellules filles pos-
sédant une paroi commune.

Le cas de la rickettsie R{ est plus complexe et pose un certain
nombre de question. Son développement intracellulaire & 1'intérieur d'une
vacucle unigue a conduit & la distinguer du germe précedent (R1) bien que
les microcolonies de chacune d'elles soient présentes dans les mémes tubules.

Dans une méme vacuole on trouve des corps initiaux réticulés, cer-
tains étant en cours de division, des corps intermédiaires dotés d'un nucléci-
de dense et des corps mixtes en cours de division dont un seul des éléments
fils est pourvu d'un nucléoide ; de nombreux corps intermédiaires par ailleurs
présentent un ou deux bourgeons externes qui finissent par se séparer quand
leur taille atteint 180 & 200 nm. Limité & ces trois types de particules, le
cycle reste incomplet dans la mesure ou l'on n'observe pas une transforma-

tion des corps intermédiaires en corps élémentaires.

Si 1l'on retient l'hypothése que les microorganismes Rl et Rf sont -
différents cn peut admettre que l'absence d'observation des corps élémentai-
res est lide & 1'échantillonnage, le stade corps élémentaire n'étant pas
encore atteint au moment de la fixation des mocllusques, & moins que le cycle
ne soit bloqué par réaction de 1'héte.

Par contre, si 1'on considére que R1 et R{ représentent le méme
agent infectieux, il faudrait admettre que suivant 1'état de la cellule h8te,
le cycle subit d'importantes variations tant dans le type de lccalisation
des particules que dans la transformation de ces derniéres.

Dans les deux cas, le bloquage du cycle s'accompagnerait, par bour-
geonnement, d'une émission de vésicules denses. Signalé par Matsumoto et
Manire (1970) un processus de bourgeonnement a également été décrit par Eb

et coll., (1972) qui évoquent la possibilité pour les Chlamydiaceae de se

reproduire suivant ce mode particulier.



En corrollaire de ce qui précdde, la présence de corps gdants dans
les microcolonies de R; doit &tre ici examinée. Comme chez les Rickettsiella
(Dutky et Gooden, 1952 ; Krieg, 1958 ; Vago et coll., 1970 ; Morel, 1977),
les Chlamydia (Eb et coll., 1972) et les Porochlamydia (Morel, 1976) les corps
géants correspondraient selon Morel (1979) & des individus mutants qui, s'ils
ne représentent pas une phase polyploide pourraient trouver leur origine
dans l'action d'une substance mutag®ne. Dans le cas de la rickettsie de
1'huftre, le développement des corps anormaux peut &tre rapproché du proces-

sus de bourgeonnement associé & un blocage du cycle.

Chez Scrobicularia piperata les trois types de corps caractéristi-

ques d'un cycle chlamydien s'observent dans la méme vacuole ; la rareté des
corps intermédiaires indiquerait que ce stade est fugace, la transformation
des corps initiaux en corps élémentaires devant étre rapide.

Cette absence de synchronicité dans le développement du microor-

ganisme a déji était notéepar Morel (1979) chez Porochlamydia piriformis

et 1'on peut d'ailleurs penser que la répartition en deux secteurs distincts

des corps élémentaires et des corps initiaux en est une conséquence.

- Morghologie et ultrastructure des corps £lémentaires
Par rapport aux rickettsies & cycle intracellulaire,

Chlamydia, Rickettsiella et Porochlamydia les deux procaryotes que nous avons

étudids chez Cr. angulata et chez S. piperata présentent une certaine crigi-
nalité pour ce qui ccncerme les caractéristiques des corps élémentaires

Dans les deux cas, l'organisation des corps élémentaires traduit
d'importantes transformations résultant d'une condensation du matériel nu-
cléaire, d'une redistribution de l'ensemble du contenu cellulaire et d'une
restructuration du systéme membranaire enveloppe. Différents entre eux, ces
corps élémentaires différent aussi des corps élémentaires décrits chez des
agents infectieux de Mercenaria merceraria (Harshbarger et coll., 1977) et
de Ruditapes decussatus (Joly et coll., 1980).

I1 est possible que cette diversité indique des variations au ni-

N 7
veau de l'adaﬁ%ion aux conditions du milieu marin, en fonction du mode de
vie de 1'h8te, des particularités de son biotope et éventuellement de la

nature d'un h8te intermédiaire.
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En s'en tenant aux seuls données ultrastructurales, en l'absence
d'études biochimiques et immunologiques, les caractéristirues des corps élé-
mentaires apparaissent comme essentiels pour aborder la systématique de c=s
germes qui pose des prcbl2mes analogues 3 ceux qui ont conduit & la création
d'un genre nouveau Porochlamydia pour une rickettsie de Buthus occitanus
(Morel, 1976).

La comparaison des corps élémentaires indiguerzit qu'il y a peu

d'affinités entre ces microorganismes et les Chlamydia, ou entre les
Rickettsiella : le passage des corps intermédiaires aux corps élémentaires
va au delad d'une simple condensation et implique l'acquisition de caracteres
morphologiques et ultrastructuraux rappelant les restructurztions importan-

tes observées chez les Porochlamydia (Morel, 1976, 1978, 1979).
2 - L'effet pathogéne-

Bien que tous les cas d'infection rickettsienne de mollusques bi-
valves marins aient toujours été observés conjointement 2 la constatation
de mortalités, il n'a pas été démontré qu'il existe un lien direct entre
les deux phénoménes. Les taux d'animeux infestés et le faible développemen
des lésions ne permettent pas en effet d'expliquer les mortalités du moins
3i 1'on admet que celles-ci puissent survenir a4 la suite de la destruction
du tissu digestif.

D'une fagon commune & tous les microorganismes étudiés 1l'effet
cytopathogéne se manifeste par une hypertrophie de la cellule parasitée et
par une rupture de la membrane plasmique qui libdre 1'inclusion encore limi-
tée par la membrane vacuolaire dans la lumidre du diverticule.

Le développement de la microcolonie peut s'accompagner d'une in-
tense vacuolisation du cytoplasme comme le cas a été observé chez 1'huftre
plate.

Les relations h8te-parasite peuvent toutefois s'inverser : ainsi,
chez D. trunculus la membrane limitant la microcolonie s'épaissit pour former
une veéritable coque & l'intérieur de laquelle les rickettsies dégénérent.

Un phénoméne similaire est observé chez l'huftre 0. edulis-



L'effet cytopathogéne des rickettsies de Bivalves marins apparait
strictement 1limité aux cellules de 1'épithélium des diverticules digestifs
laissant intact le tissu interstitiel. Des observations similaires cnt £té
faites par Morel (1979) avec les rickettsioses & Porochlamydia des araignées
qui s'aveérent constituer des maladies non 1létales. Comme cet auteur, on
reut penser quele mécanisme normal de remplacement des cellules de 1'épithé=-
lium digestif tcut en facilitant 1'élimination des microcolonies, limite
les effets du germe par reconstitution de 1'Spithélium puisque par ailleurs

aucun autre tissu n'est affecté.

La spécificité des rickettsies des Mollusques bivalves marins pour
un seul type cellulaire conduit 4 considérer que ces procaryotes faible-
ment pathogenes sont étroitement dépendantsdu métabolisme cellulaire.

L'existence d'infections multiples simultanées (cas de 3. nioerata)
confirme cet état de fait et tend & remettre en cause le rfle de ces micro=
organismes en tant qu'agents infectieux pour leurs hftes.

I1 se peut en effet gque les mollusques représentent pour les micro-
organismes étudiés des h8tes de passage tempcraire, servant de réservoir 2 des
rickettsies comme la possibilité en a déja été évoquée par Bonami (1980)
pour des populaticns de crabes infestés par des virus. L'aptitude des mol-
lusques bivalves & filtrer d'importantes quantités d'eau de mer et denc a
concentrer les particules qu'elle contient serait en accord avec une telle
nypothése qui demanderait i &tre sxaminde dans le cadre d'études biochimiques
et immunclogiques et d'essais d'infaction d'autres Invertébrés 2t de

Vertébreés.,
3 = Implications taxonomiques.

Les rickesttsies observées chez les Mollusques bivalves marins et
plus spécialement les microorganismes i cycle complexe posent un certain
ncmbre de problémes au plan de la systématigue.

De par leurs caractéristirues ultrastructurales, leur localisation
et leur caractdre Gram négatif, les rickettsies monomorphes peuvent &ire
directement incluses dans 1l'ordre des Rickettsiales Gieszczkiewicz 1939

(Moulder, 1974) et rattachées & la famille des Rickettsiaceae Pinkerton, 1936.
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Le déveloopement de tows ces microorganismes & 1'intérieur de
vacuolas permet de faire un rapprochement avec le genre Coxijella Philip, la

rickettsie de Ruditapes philippins yavant une place particulidre par rapport

4 ce genre par suite du dévelcppement de formes assimilables a des formes
de résistance.

Si 1'on tient compte, comme dans la plus cécente classification
(Bergey's Manual, 1974) de la nature de 1'h8te, on ne peut pour le moment
préciser davantage la position systématique de germes observés chez les mol-
lusques bivalves marins, groupe ncuvellement connu sur le plan des infections
a Rickettsies.

Les rickettsies & cycle de développement intracellulaire posent

(&N
W

¢ vroblémes similaires si 1'on considire 1'h8te,3 ceux évoqués 2 propos

(=7

23 rickettsies monomerph2s.En raison de leur cycle qui comporte les mémes

po
-

phases que celui des Chlamydialss, des Rickettsiella ou des Porochlamydia,

ces germes pourraisnt &8tre rapprochdes de ces différents groupes de proca-
ryotes.

Toutefois, en examinant les caractdres ultrastructuraux des corps
élémentaires, ils s'éloignent nettement des Rickettsiella chez lesquels les
corps €lémentaires se forment mr simple condensaticn du matériel nucléaire
et cytoplasmique, sans accroissement important de la rigidité de la paroi.
I1 semble par ailleurs que la restructuraticn conduisant & la formation des
corps élémentaires soit plus poussées que dans le cycle des Chlamydia. Par
contre, les medalités de transformation des corps initiaux en formes de ré-
sistance comprennent comme pour les Porochlamydia une latéralisation du nu-
cléoide, une condensation importante du matériel cytoplasmique et 1'acquisi-
tion d'une paroi rigide conférant une forme fixe aux corps élémentaires.
Confirmant ces affinités, la limite des formes de résistance constituée
d'un systéme pentalamellaire comporterait une paroi perforée, caractdre re-
tenu dans la diagnose du genre Porochlamydia Mcrel, 1976, On notera enfin,
seulement dans le cas de la rickettsie de S. piperata, l'existence d'un sys-

téme membranaire interne également caractéristique du genre.

La comparaison avec l'espéce type Porochlamydia buthi Morel, 1976

montre qu'il existe principalement dans la morphclogie des corps élémentaires
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des différences notables entre celle-ci et les agents infectieux de l'huftre
et du Lavignon qui ne permettent pas de les rattacher pour le moment aux

Porochlamydia.

Comme on le voit, avec les procaryotes & cycle chlamydien des Mol-
lusques bivalves marins, on retrcuve les problimes généraux posés depuis
plusieurs années par la systPmatique des microorganismes rickettsiens pré=-
sentant un cycle de développement.

Une tendance récente a £t¢, & la suite des travaux de Devauchelle
et coll. (1971) d'attribuer au mode de développement du germe une place
plus importante en taxonomie qu'a lz nction d'espice-h8te., Ainsi 1l'apparte-
nance des Rickettsiella aux Rickettsiales est controversée (Louis et coll.,
1977 ; Louis et coll., 1979 ; Morel, 1979) mais leur rattachement aux
Chlamydiaceae sculdverait dans 1'état actuel des connaissances de nouvelles

difficultés.

Les variations cbservées dans les différents cycles décrits ont
conduit par ailleurs certains auteurs & développer 1'étude de 1'ADN de ces

germes en G + C et & envisager 1'étude des génomes (Louis, 1980),
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PLANCHE XX

Infection rickettsienne de Donax trunculus

Ultrastructure

Fig, 51. : Cellule digestive renfermant deux microcolonies de rickettsies ( ’ )

Certaines rickettsies, de forme trés allongée, sont en voie de divi-

sion (). Le noyau de la cellule infectée (n) montre des signes

de pycnose et le cytoplasme trés altéré comporte de ncmbreuses vacuo=-
les (v) de taille variable. Granules de sécrétion (g). Mitochondries
(m). X 10 0CO.

Fig, 52. : Section d'une rickettsie montrant la structure caractéristique de
1'enveloppe formée de deux membranes tripartites ( ™ ) sépardes

par un espace périplasmique granuleux (= ), X 75 000,

Evolution des microcolonies de rickettsies
Fiz. 5%. s Au cours de la phase de multiplication des germes la microcolcnie se
dévelopre 4 1l'intérieyr d'une vacucle limitée par une simnle merbrane

(» ), X 20 CCO.

Fig. 54. : La transformation de la membrane vacuolaire en paroi par épaississe-
ment du feuillet internme ( ™ ) s'accompagne d'un début d'altération
des rickettsies. X 37 000.

Fig. 55. : L'épaiss:ssement de la paroi peut aboutir & la formation d'une cap-
sule (ca). A 1'intérieur, la dégradation des germes s'est accentude.
On note un décollement de la membrane externe ( — ), des déforma-
tions importantes des germes et une densification anarchique du cyto-
plasme (—*). X 37 000. :






PLANCHE XXI

Infection rickettsienne d'Ostrea edulis

Histologie

Fig, 56. : Portion de 1'épithélium digestif montrant le développement du micro-
organisme dans les cellules sécrétrices. Cellules digestives (ed)

Nicrocolonies de rickettsies (r). On note la présepce de formes du

parasite Marteilia refringens (=), Coupe semi-fine. Coloration
bleu de Sahli. £ 1 200.

Fig. 57. : La multiplication des rickettsies & 1'intérieur d'une vacuole cyto-
plasmique unique (=) entraine une importante vacuolisation du cyto-
plasme de la cellule infectée ( % ). Le noyau (n) subit également
des déformations. Tissu interstitiel (ti). Basale (b). Coupe semi-fine.
Coloration bleu de Sahli. X 1 200C.

Fig. 58. : Coupe semi-fine au niveau des cellules digestives. Les grains baso-
philes (gb) correspondant aux germes rickettsiens sont répartis de
fagon hétérogine ; de nombreux esvaces non colerés ( > ) s'observent
sur tcute la surface de la microcolonie. Le cytovlasme de la <ellule

infectée est* peu vacuolisé ( ™ ), Coloration bleu de Sahli. X 1 200,






PLANCHE XXII

Infection rickettsienne d4'Ostrea edulis

Ultrastructure

Fig. 59. : Coupe au niveau d'une microcolonie de rickettsies. Parmi les micro-
organismes caractérisés par un certain pléomorphisme, on reconnait
des formes en cours de division présentant une constriction médiane

( »=). A c8té de la vacuole principale (vp) contenant les germes,
on cbserve des vacuoles claires de dimensions réduites ( ¥ ), des

granules de sécrétion (g) et des mitochondries (mi). X 11 000,

Fig. 60. : Section d'une rickettsie. L'epveloppe ccmporte deux membranes (=)
trilamellaires. Dans le cytoplasme, des fibres (f) sont visibles

parmi le matériel granuleux. X 77 000,






PLANCHE XXIII

Infection rickettsienne d'Ostrea edulis

Ultrastructure

Fig., 61. : Microcolonie formée de rickettsjes altérées. Les cellules rickett-

siennes sont caractérisées par de grandes variations dans la taille
et la forme. L'enveloppe, souvent rompue laisse échapper du matériel
cytoplasmique (==#=). Le cytoplasme s'est fortement opacifié dans les
régions périphériques ( [> ). On note un certain épaississement de la
membrane vacuolaire (m) et une dégradation tres nette du cytoplasme

de la cellule infectée (eci). X 17 000.

Fig., 62. 3 Détail de rickettsies altérées. Membrane externe rompue ( ™ ). Zone

cytoplasmique constituée de matériel granuleux dense (g). X 110 000,






PLANCHE XXIV

Infection rickettsienne de Ruditapes philivninarum

Histologie et ultrastructure

Fig. 63. : Coupe au niveau de la glande digestive. Les microcolonies de rickett=-
sies apparaissent sous forme d'inclusions basophiles (ib) localisées

dans 1'épithélium des diverticules digestifs (d). Tissu interstitiel
(ti). Coloration hémalun-bleu de Mallory. X 500.

Fig. 64. : Portion d'une microcolonie formée de corps clairs. Noter le pléomor-

phisme des microcrganismes, X 10 800.

-

Fig. 65. : Microcolonie ne renfermant que des ccrps denses. En section longitu-
dinale (sl), les germes présentent un aspect cunéiforme. Membrane
vacuolaire ( P> ). Membrane de la cellule infectde ( > ).
Microvillosités ( — ). X 10 800,
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PLANCHE XXV

Infection rickettsienne de Ruditaggs philiopinarum

Ultrastructure

Fig., 66. : Dans certaines microcolonies de corps bacilliformes clairs apparais-
sent des corps denses (cd) et des corps mixtes (cm) comprenant une

partie dense ( ) et une partie claire ( B> ). Outre le piéomorphis=
me des particules on notera le contour sinueux de la paroi (- Ve
X 40 000,

Fig, 67. : Portion d'une microcolonie de corps denses (ed). Le cytoplasme est
constityé de grains denses ( » ) répartis d'une fagon homogéne. De
forme allongée, ils sont caractériséspar une extrémité aplatie.

X 54 000.

Fig. 68. : Détail de l'enveloppe des corps denses : les feuillets denses (=)
de la paroi (p) sont bien visjtles mais la membrane plasmique (mp)

confondue avec le cytoplasme est peu distincte. X 105 000,






PLANCHE XXVI

Infection rickettzienne de Crassostrea angulata

Fig. 69. ¢ Coupe au niveau de la glande digestive. A 1'intérieur de la cellule
sécrétrice infectée (ci) la microcolonie occupe une vacuole intracyto-

plasmique unique (v). Cellules Bombres de remplacement (cr). Tisgu

interstitiel (ti). Coloration azan de Heidenhain. X 2 400.

Fig. 70. : Section d'un diverticule comportant plusieurs cellules épithéliales
infectées. Les microcolonies (c) présentent un aspect granuleux

hétérogéne. Coupe semi-fine. Coloration ble; de Sanli. X 1 200,






PLANCHE XXVII

Infeotion rickettsienne de Crassostrea angulata

Ultrastructure

Fig, T1. ¢ Coupe passant par une cellule infectée de 1'épithélium digestif. Les
microorganismes sont répartis a 1'intérieur de nombreuses petites

vacuoles cytoplasmiques (v). I1s forment une microcolonie compertant
des corps élémentaires (ce) des corps initiaux (ci) et des corps inter-
médiaires (cm). On note de nombreuses formes de division (cd). Lntre
les vacuoles & rickettsies, le cytoplasme granuleux comporte des
vésicules fermées polymorphes (v). Noyau (n). Mitochondries (mi).

X 19 000,






PLANCHE XXVIII

Infection rickettsienne de Crassostrea angulata

Ultrastructure

Fig, 72, ;: Corps initiaux. la paroi (p) et la membrane nlasmique (m) sont sépa=-
rées par un espace périplasmique. le cytoolasme comporte un réseau

de fibrilles (f) associées aux ribosomes (r). X 60 000,

Fig. 73. : Corps initiaux. Forme végétative en cours de division présentant
une constriction médiane ( ™ ). Le réseau cytoplasmique intervacuo-
laire est riche en ribosomes (r) et particulidrement 4 la périphérie

de vésicules polymorphes (—). X 50 000,

Fig. T4. : Corps intermédiairesx De forme plus allongée que les corps initiaux,
les corps intermédiaires (cm) sont caractérisés par la présence d'un
nucléoide (n) vers lequel convergent des fibrilles (f). Paroi (p).
X 40 000.

Fig. 75. : Portion d'une microcolonie renfermant principalement des corps élé-
mentaires. Les sections transversales (st) présentent un profil cré-
nelé caractéristique . Sur les sections longitudinales (st), le nu=

clécide est apparent ( m= ). Mitochondrie (mi). X 26 500,

Fig. 76. : Section longitudinale de corps élémentaires. Le nucléoide (n) accolé
4 1'enveloppe est entouré d'une zone cytoplasmique claire ( %k ).
X 66 500,

Fig. 77. : Détail d'un corps élémentaire en section transversale montrant la

structure pentalamellaire de l'enveloppe ( = ). X 73 000.






PLANCHE XXIX

Infection rickettsianne de Crassostrea angulata

Ultrastructure

Fig., 78, s Microcolonie regroupant & 1'intérieur d'une vacuole cytoplasmique
unique une majorité de corps intermédiaires (cm) et des corps initimux
(¢i) dont certains en division (cd). Dans le cytoplasme de la cellule

infectée, de nombreuses mitochondries (mi) s'observent au voisinage
de la membrane vacuolaire (===), X 30 000.
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PLANCHE XXX

Infection rickettsienne de Crassostrea angulata

Ultrastructure

Figs 79. : Coupe au niveau d'une microcolonie comprenant des formes de division
(cd), des corps intermédiaires et un corps géant (cg). On distingue
dans les cellules rickettsiennes un réseau de fibrilles (f) parais=

sant se condenser en nucléoide dans la zone centrale. Sur certaines
sections de particules, la structure de 1l'enveloppe est visible :

paroi (p) ; membrane plasmique (m). X 53 000.

Fig, 80, 81 et 82. : Phases initiales de la multiplication des corps intermé-

diaires suivant un processus de bourgeonnement. L'enveloppe du bour-
geon ne comporte qu'une membrane (™) corresvondant & une extention

de la paroi (p) de la cellule mére. X 53 000.






PLANCHE XXXI

Infection rickettsienne complexe de Scrobicularia viperata

Histologie

Fig. 83. : Rickettsie du type 1. La lésion rickettsienne correspand a une inclu=
sion intracytoplasmique (i) d'aspect granuleux. La cellule digestive

infectée (ci) renferme comme les cellules saines voisines (cs) de
nombreux granules de sécrétion (g). Tissu interstitiel (ti). Basale

(b). Coupe semi-fine, coloration bleu de Sahli. X 1 400.

Figz, 84. : Rickettsie de type 2. La cellule sécrétrice infectée est caractéri-
sée par la présence d'une inclusion uniformément basophile (ib). Dans
son cytoplasme peu chromophile, les granules de sécrétion (g) sont

rares. Coupe semi-fine, coloraticn bleu de Sahli. X 1 400.

Fig. 85. : Rickettsie de type 3. Au cours du developpement du microorganisme,
la microcolonie forme une inclusion cytoplasmique granulesuse (i)
présentant deux zones distinctes : l'une dense fortement basorhile
( * ), 1l'autre faiblement colorée par le btleu de SahleFCellules
sécrétrices de 1'épithélium digestif (cs). Coupe semi-fine, coloration
bleu de Sahli. X 1 400,






PLANCHE XXXII

Infection rickettsienne corplere de Scrobicularia piperata

Ultrastructure

Rickettsie de type 1
Fig, 86. : Section d'une microcolonie délimitée par une épaisse membrane vacuo=-

laire (mv) et comprenant un seul type de germes coccoides. Cellule

infectée (ci). Granules de sécrétion (g). X 3 200.

Fig., 87. : Portion d'une microcolonie comportant des formes en cours de division
caractérisées par une constriction médiane ( = ): de petites visicules
sont visibles dans le cytoplasme intravacuolaire (= ). Noter l'épais-
sissement des deux feuillets denses (—) de la membrane de la vacuole

X 11 C00.

Fig. 88. : Détail de la structure du microorganisme. Paroi (P', . Membrane plas-
migue (mp). Kibosomes (r). Fibrilles (f). X 72 000,

Rickettsie de tyre 2
Fige 89. : Section d'une microcoldnie formée de corps bactériens allongés se
multipliant & l'intérieur d'une vacuole au contenu cytoplasmique gra-
nuleux et dense. La membrane vacuolaire (mv) est épaisse et sinueuse.
Dans le cytoplasme altéré de la cellule digestive infectée quelques

mitochomdries (mi) et des grains de sécrétions ( ™ ). X 7 000,

Fig. 90. : Détail de rickettsies en cours de division. La paroi (p) s'invagine
au niveau de la zone de séparation du cytoplasme ( ™ ) ; fibrilles
(f) ; ribosomes (r). X 55 000,






PLANCHE XXXIII

Infection rickettsienne gomplexe de Scrobicularia piperata

Ultrastructure

Rickettsie de type 3
Fig. 91. : Coupe au niveau d'une microcolonie constituée de formes végétatives
(ci) et de formes denses (ce), réparties en deux secteurs distincts.

Noter la disposition caractéristique des corps denses empilés en

petits groupes. X 13 200.






PLANCHE XXXIV

Infection rickettsienne compleze de Scrobicularia piperata

Ultrastructure

Rickettsie d type 3
Fige 92+ 3 Coupe d'une microcolonie au niveau des corps initiaux (ci). L'aspect
clair de leur contenu contraste avec celui du cytoplasme intravacuo-

laire ( x ) dans lequel sont visibles de petites vacuoles ( - ).

X 70 000,

: Corps initiaux montrant en section transversale des ribosomes péri-

} paroi (p) ; membra-

Fig, 93.

phériques (r) et un fin réseau de fibrilles (f)

ne plasmique (m). X 111 0CO.

La transformation des corps initiaux en corps

2|

"
ds
1
O
~

des formes intermédiaires (cm) plus allongées.

interne (sm). X 70 000,

: Portion d'une microcolenie renfermant de nombreux corps €l8émentaires

Fiz. G5,
en section longitudinale (sl) et en section transversales (st).X 30 Q00

Fig, 96. : Coupe transversale de corps €lémentaires montrant la structure penta-
lamellaire de l'enveloppe ( = ). Suivant le plan de coupe, les sec-

tions transversales se situent au niveau du nucléoide (n) ou au niveau

d'une zone cytoplasmique riche en ribosomes (r). X 110 000,

Sur les sections longitudinales des corps élémentaires la redistribu-
: cytoplasme

Fig, 97. :

tion du contenu cellulaire en deux secteurs est apparente
(cy), nucléoide (n). Suivant les sections, les ribosomes se présentent

alignés (=), Par endroits, la paroi parait perforée ( = ). X 110 000
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CHAPITRE VI

ETUDE DE L'INFECTION CAUSEE PAR BONAMIA OSTREA CHEZ L'HUITRE
PLATE OSTREA EDULIS

L'étude de mortalités survenues en Bretagne dans le secteur de
1'ile Tudy au cours de 1'été 1979 nous a conduit & observer chez 1l'huitre
plate 0. edulis l'existence d'un parasite intracellulaire d'un type nouveau
jusqu'alors inconnu sur les c8tes francaises (Comps et coll., 1980). Ra-
pidement cette parasitose allait s'étendre & la plupart des zones ostréi-
coles de Bretagne comme devait le montrer la situation épidémiologique

établie au mois de mai 1980 par Tigé et coll. (1980).

A cette époque, les populations d'huitres les plus touchées se
trouvaient 4 Etel et & 1'ile Tudy pour la Bretagne sud et & Paimpol pour
la Bretagne nord avec des taux d'hultres parasitées supérieurs & 10 % ;
dans la région de Cancale, le taux d'infestation était inférieur a 10 % ,
tandis que dans les centres de Morlaix et de Binic, il n'atteignait pas

5 %.

Vraisemblablement & la suite de transferts d'huiltres de

Bretagne, quelques lots d'huitres parasitées par Bonamia ostrea ont été

décelés dans le Bassin d'Arcachon et dans le Bassin de Marennes-Qléron.
Par contre aucun des examens de contrdle de parasitisme effectués sur
les huiltres de 1'étang de Thau n'a révélé la présence du parasite dans

ce secteur ostréicole.

Paralléelement au suivi épidémiologique de la maladie nécessité
par la gestion des stocks, des recherches approfondies ont été développées
afin de définir les caractéristiques du Protiste incriminé, notamment sa
structure et son cycle de développement, et de préciser son action

pathogéne.



I - ETUDE DU PARASITE BONAMIA OSTREA Pichot et coll., 1980.

Dés sa mise en évidence sur coupes histologiques d'huitres
malades de 1'ile Tudy, il est apparu indispensable de recourir a la
microscopie électronique pour aborder dans le détail la description du
nouveau pathogéne de 1l'huitre plate. Ces examens ultrastructuraux ont
été effectuds sur des huitres provenant de Cancale, de Binic, de Paimpol
ainsi que de 1'ile Tudy l'échantillonnage ayant été réalisé réguliére-
ment pour chaque saison durant les années 1979 (a partir de juin) et
1980.

A - Localisation.

Comme nous 1'avons montré initialement (Comps et coll.,1980 ;
Pichot et coll., 1980), le parasite est localisé dans le tissu inters-
titiel ou généralement il occupe une position intracellulaire, dans les
cellules sanguines de l'huitre. On le trouve donc dans les sinus sanguins,
aussi bien au niveau du conjonctif englobant la glande digestive qu'au
niveau des filaments branchiaux (fig.101, 102). Plus caractéristique
encore de la maladie est la localisation d'hémocytes infectés au sein de
petites lacunes formées entre les cellules de Leydig. Par ailleurs, dans
quelques cas, des formes du parasite ont été observées dans le tissu

cardiaque et dans 1'épithélium stomacal (fig.103).

A cOté des stades intracellulaires, on trouve dans 1'hémolymphe
des formes libres provenant vraisemblablement de cellules sanguines

éclatées.
B - Morphologie et structure du Parasite.

L'observation & partir de frottis frais ou sur frottis colorés
par la méthode de Giemsa n'apporte en raison de sa petite taille que peu
d'indications sur ce parasite. Aussi a-t-il fallu pour en préciser les
caractéristiques procéder & des examens histologiques et cytologiques

en microscopie photonique et en microscopie électronique.
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On notera d'ailleurs qu'en dehors des cas ol des symptdmes
externes au niveau des branchies étaient visibles, seul 1'examen histo-
logique pratiqué couramment dans les études épidémiologiques permet

d'établir un diagnostic précis de la parasitose.
! - Microscopie photonique.

Sur coupes & la paraffine, le parasite se présente sous forme
de petites cellules arrondies de 2 & 3 um de diametre. Les colorations
générales, comme 1'azan de Heidenhain ou la coloration de Mann-Dominici
(notamment aprés fixation au Zenker), révélent un cytoplasme fortement
basophile. Par contre, les colorations & base d'hématoxyline ou d'hémalun
mettent en évidence une zone centrale, 3 caractdre Feulgen positif,
évoquant la présence d'un noyau ; ce point,comme on le verra plus loin,

a été confirmé par l'étude ultrastructurale.

A partir de coupes semi-fines colorées par le bleu de Salhi
différencié par 1l'alcool éthylique & 50°, on peut distinguer deux caté-
gories de cellules en fonction de leurs affinités tinctoriales (fig.102) :

- des cellules faiblement basophiles (peu nombreuses) : de
forme arrondie ou légérement allongée, elles mesurent de 3 & 5 um
sur certaines images, on reconnait dans le noyau un nucléole en position
pariétale,

- des cellules fortement basophiles représentant la forme la
plus fréquente du parasite ; de forme parasphérique, ces cellules
mesurent de 2 & 3 um ; dans le cytoplasme, intensément coloré par le bleu,
on observe une ou éeux petites vacuoles claires mais on ne distingue

aucune structure nucléaire.
2 - Microscopie électronique.

Les données cytologigques acquises en microscopie photonigue
ont été pour partie confirmées par 1'étude ultrastructurale qui, par
ailleurs, a permis de mettre en évidence des organites intracellulaires

et une organisation constituant des caracteres originaux pour ce parasite.
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Dans la description détaillée du parasite on retrouvera la
distinction établie en fonction du caractére basophile des cellules et
correspondant en microscopie électronique & une différence d'opacité aux
électrons : les cellules faiblement basophiles sont peu contrastées et
les cellules fortement basophiles présentent une grande opacité aux
électrons ; elles peuvent &tre interprétées respectivement comme formes

végétatives et comme formes de résistance (Pichot et coll., 1980).

a) Organisation et structure générale du parasite.

aa) Les formes de résistance ou formes denses sont les plus
répandues dans les tissus de l'hultre parasitée et ont été de ce fait
initialement décrites comme "cellules types" du parasite (Comps et coll.,
1980). Généralement d'aspect arrondi, ces cellules montrent un certain
pléomorphisme qui semblerait correspondre & un artefact de fixation et
d'inclusion comme tendrait & le montrer les variations de forme constatées
en utilisant différentes résines. Elles mesurent entre 2 et 3 um (d =
2,3%0,2 ; N=50) (fig.104).

Enveloppées par une membrane unitaire, elles renferment un
cytoplasme riche en grains denses aux électrons uniformément répartis
(fig.106). La coloration (acétate d'uranyle et citrate de plomb) aprés
traitement des coupes a4 1'E.D.T.A. augmente tres sensiblement le contraste
de ces grains, révélant leur richesse en ARN et démontrant ainsi qu'il
s'agit de ribosomes. Leur taille moyenne est de 2,5 nm alors que ceux de
la cellule hdte, associés au réticulum endoplasmique, mesurent 2,8 2
3 nm (fig.111).

Le noyau, dont on distingue nettement les deux membranes qui
l'entourent, a un diamétre souvent inférieur a 1 um ; son nucléoplasme
est constitué d'un matériel homogtne finement granuleux dense aux

électrons (fig.106).
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Comme organites cytoplasmiques habituels, on trouve une ou
deux mitochondries caractérisées par leur taille qui peut,dans certains
cas, atteindre 1,8 um et par une structure ne laissant apparaitre que

de trés rares replié membranaires en forme de créte (fig.107).

Comme inclusions particuliéres, on note dans certaines cellules
un corps sphérique de 0,5 Pm de diameétre : sans structure apparente, cette

inclusion pourrait &tre de nature lipidique.

Plus caractéristique du parasite est certainement la présence
dans le cytoplasme de particules demses structurées (PDS), irréguliérement
réparties dans la zone périphérique (fig.106). De forme parasphérique, ces
particules mesurent 130 & 170 nm de long pour un diamétre moyen de 130 nm
(fig. 108). Il s'agit de données moyennes mais il faut dés & présent
signaler que la forme et les dimensions de ces corps sont sujets & certaines
variations. Ce point sera examiné ultérieurement de fagon plus compléte. Les
particules denses structurées sont constituées d'un noyau central fortement
opaque entouré d'un cortex de 20 nm comportant une couche dense large de

10 nm limitée par une couche claire externe et une couche claire interne.

Le traitement cytochimique des coupes par chélation a 1'EDTA
diminue le contraste de la partie centrale des particules et cela de
fagon comparable & la chromatine des noyaux : cette modification de la
coloration indiguerait que ces particules denses sont riches en ADN (fig.

111).

ab) Les formes végétatives ou "formes claires" s'observent
plutdt dans des tissus peu infectés ; de forme généralement ovoide, elles
mesurent 2,5 & 3,5 Pm, certaines, plus allongées, pouvant atteindre 7 Pm.
Leur organisation ne différe pas sensiblement de celle des formes de
résistance et c'est essentiellement au niveau de la structure du noyau

et des différents organites cellulaires qu'elles se distinguent (fig.105).

Le noyau, de forme arrondie,parfois étirée, renferme un
nucléoplasme granuleux et est caractérisé par la présence d'un nucléole

dense situé en position pariétale (fig.105).
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Les mitochondries sont de taille inférieure a celle des
formes denses mais, dans certaines cellules, elles apparaissent forte-
ment allongées, parfois avec un étirement dans la partie médiane qui
aboutit & une division binaire. Leur structure interne montre de nom-

breux replis membranaires caractéristiques (fig.113).

Des corps de Golgi seraient représentés par des formations
membranaires en saccules aplatis empilés par deux ou trois unités, par-
fois quatre ; certains saccules sont isolés. Les citernes de ces sac-
cules sont claires aux électrons. Aux corps de Golgi sont par ailleurs
associées de petites vésicules qui, comme semblent le confirmer certai-
nes images, proviendraient de bourgeonnement de l'extrémité des saccu-

les (fig.112).

Des vésicules plus grandes (100 3 150 nm de diamdtre) sont
également présentes dans le cytoplasme. Limitées par deux membranes
séparées par un espace clair de 3 nm de large, elles présentent la
méme disposition membranaire que les saccules des corps de Golgi. L'ob-
servation de vésicules incomplétement enveloppées pourrait justifier
que celles-ci se forment & partir de saccules incurvés. A l'intérieur
on peut observer différents stades d'accumulation de matériel granuleux
dense aux électrons qui pourraient &tre mis en relation avec la forma-

tion de particules denses structurées (PDS).

C'est & un processus du méme ordre que serait dfi 1'épaissis-
sement d'une portion de saccules droits, le dépdt de matériel dense

dans la citerne repoussant la membrane située de part et d'autre.

Comme dans les cellules denses, on trouve ici dans le cyto-
plasme des particules denses & structure bipartite. Leur forme cepen-
dant parait plus variable : certaines sont parasphériques, d'autres
cunéiformes, d'autres encore sont en forme de bAtonnet, avec dans
quelques cas, une constriction médiane (fig.109, 110). Les dimensions

moyennes se situent entre 120 et 140 nm pour le diamétre et entre 180
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et 200 nm pour la longueur. Leur structure est identique & celle des
PDS décrites dans les cellules denses.

Suivant le plan de la section, on note également la présence
d'un corps sphérique de 0,5 & 0,8 um, opaque aux électrons, sans struc-
ture apparente. Cette inclusion présente les mémes caractéristiques que
celles décrites dans les formes denses et considérées comme pouvant 8tre

de nature lipidique (fig.105).

b) Les organites cellulaires particuliers : les particules

denses structurées (PDS).

Du point de vue de son organisation ce parasite, comme on
vient de le voir, posséde une structure simple, voire rudimentaire,
qui le désigne comme Protiste mais, parmi les é€léments structuraux qui
le caractérisent, les particules denses structurées qu'il contient lui
conférent une certaine originalité. Pour ces raisons, et aussi & cause
de l'importance que ces inclusions présentent au plan de 1'étude com-
parée avec d'autres parasites des Mollusques bivalves marins, il a paru
nécessaire de développer et d'approfondir 1'étude de ces particules,

considérées jusqu'a présent comme organites cellulaires.

On examinera ici, par comparaison avec des particules de
méme type observées chez les Minchinia et chez les Marteilia, 1'aspect
morphologique et ultrastructural et les données biochimiques, tout en

évoquant la question de la morphogénese,
- Morphologie.

D'une fagon générale, les particules denses structurées sont
parasphériques, assez réguliéres dans les formes denses,mais dans les
formes claires du parasite présentent une certaine diversité morpholo-
gique et dimentionnelle : les tailles de ces particules sont regroupées

dans le tableau ci-aprés.
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: Forme PDS - Longueur : Largeur (nm)

. nm : (diametre)

: sphérigue : 130 - 150 : :
: oblongue : 170 : 130 :
* cunéiforme " 190 - 200 * 130 - 150 :
* batonnet *200 - 210 * 130 - 150

- Structure.

Comme cela a déja été indiqué antérieurement les particules
denses structurées (PDS) peuvent &tre considérées comme ayant une
structure bipartite & savoir un noyau dense interne enveloppé par un

épais cortex (fig.108).

Le core central est formé d'un matériel granuleux condensé

d'une grande opacité aux électrons.

Le cortex a une épaisseur constante de 20 nm ; il est
constitué par deux membranes bilamellaires séparées par une couche
réguliére de matériel granuleux dense, d'aspect comparable & celui de
la zone centrale. Les feuillets adjacents & cette couche sont souvent
peu distincts de cette derniére : le cortex apparait alors formé d'une
couche dense épaisse de 15 & 20 nm séparée du core par un feuillet clair
et limité 3 1'extérieur par une couche claire accolée & un feuillet

dense.

~ Nature chimique.

Relativement peu nombreuses (souvent moins de 10 par section)
ces particules n'ont pu &tre isolées et caractérisées chimiquement. Ce-
pendant par des techniques de cytochimie ultrastructurale, notamment par

l'application de l'effet chelateur de 1'EDTA, des précisions ontpu &tre
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apportées sur la nature du matériel qu'elles renferment. Par cette
méthode en effet, la coloration de la partie centrale des particules
régresse sensiblement, avec un contraste comparable & celui de la

chromatine des noyaux du parasite ou des cellules de l'huftre (fig.111).

Cette régression constatée conjointement & une augmentation
du contraste des ribosomes voisins permettrait d'admettre la présence
d'ADN & 1'intérieur des PDS. Le fait demanderait toutefois a &tre

confirmé par des techniques plus spécifiques.
- Morphogéneése.

Différentes phases de la morphogénése des PDS ont été obser-
vées sur des sections de formes végétatives du parasite.

Comme on 1'a noté antérieurement, le cytoplasme de ces
cellules comporte plusieurs types de formations membranaires représen-
tées par des saccules droits, incurvés et plus ou moins refermés sur
eux-mémes qui correspondraient aux stades successifs du développement
de vésicules cytoplasmiques. Ces derniéres peuvent &tre considérées
comme ayant une origine golgienne, certaines étant directement issues
de l'appareil de Golgi, d'autres provenant de la modification du profil

de saccules assimilables & des corps de Golgi.

Avant méme qu'elles ne soient entiérement refermées on
observe dans la partie centrale de ces vésicules un dépdt de matériel
granuleux dense aux électrons, séparé du systéme membranaire vésicu-

laire par une couche claire dont l'épaisseur varie entre 10 et 15 nm.

Dans d'autres vésicules complétement fermées, l'accumulation
plus importante de matériel dense confére & celles-ci un aspect proche
de celui des particules denses structurées. Elles s'en distinguent
toutefois par l'absence d'un véritable cortex & la place duguel on note
uniguement la présence des membranes de la vésicule initiale (fig.112).
Ces particules denses incomplétes se transformeraient en PDS par diffé-

renciation du systéme membranaire enveloppe en cortex : au cours de
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cette phase, un dépdt de matériel opaque se formerait entre les feuillets
internes des membranes aboutissant & une couche dense de 20 nm. L'obser-
vation sur coupes de sections de particules dont le cortex comporte une

couche centrale dense plus ou moins épaisse confirmerait 1'hypotheése

d'un tel processus.

¢c) Multiplication du parasite. Cycle de développement.

1 = Division binaire simple.

L'existence d'un cycle de développement intracellulaire du
parasite a été mise en évidence & partir de 1l'observation de différentes

phases d'une division binaire simple des formes végétatives.

La rareté des figures de division au niveau de tissus pourant
fortement infestés suggtre que l'on a affaire & un phénoméne fugace,

principalement pour ce qui concerne la division nucléaire.

Une élongation des formes végétatives du parasite (leur lon-
gueur peut alors atteindre 7 pm) et concomitamment de leur noyau annon-
cerait le commencement de la division. Ce n'est toutefois qu'avec de

profondes modifications du noyau que débute la mitose.

De forme sensiblement ovoiIde, le noyau en interphase posséde
une enveloppe distincte & deux membranes contenant un nucléoplasme riche
en grains denses lui conférant une opacité plus grande que celle du
cytoplasme voisin. A l'un des poles, on trouve un nucléole compact en
contact avec la membrane nucléaire. Ce stade est principalement carac-
térisé par la présence d'un fuseau microtubulaire intranucléaire s'é-
tendant entre deux corps denses granuleux (fig.115) qu'on peut admettre
comme étant des centroméres.

Les microtubules ont un diamétre uniforme de 20 nm.

Dans le cytoplasme de la cellule en division, on note la

présence d'un appareil de Golgi, de saccules membranaires et de nom-
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breuses vésicules correspondant & des particules denses structurées en
cours de formation. Différents aspects de clivage des mitochondries sont
également observables : la division est consécutive & un étirement ac-
compagné d'une constriction importante de la partie médiane au niveau
de la zone de séparation; dans certains cas, cette zone est marquée par

un retrait des crétes vers chaque mitochondrie fille.

L'évolution ultérieure de la mitose se manifeste par un
allongement du noyau, les corps polaires du fuseau dont des portions de
tubules sont encore visibles & leur voisinage se trouvant repoussées

contre 1'enveloppe nucléaire (fig.116).

La division nucléaire se poursuit par un étirement important
du noyau et consécutivement par l'apparition d'une constriction qui
entrainera la séparation des noyaux fils dont les nucléoles apparaissent
sous forme de deux corps denses aplatis situés le plus souvent en posi-

tion latérale.

On notera enfin qu'au cours de sa division le noyau conserve
toujours son enveloppe comme c'est le cas chez certains sporozoaires et
notamment des parasites de l'huitre américaine, tels les Minchinia.

La division cytoplasmique semble intervenir dés la séparation
des noyaux fils qui migrent aux deux extrémités de la cellule mére qui
montre un profil oblong, trés allongé. Autour de chague noyau se répar-
tissent les mitochondries et les particules denses structurées. Entre
ces deux entités se différencieraitune membrane constituant une cloison
qui assurerait l'individualisation des deux cellules filles. Ce pro-
cessus s'accompagnerait & ce niveau d'une légere invagination de la

membrane plasmique qui rejoindrait la cloison interme (£ig.117, 118).
2 - Formes plasmodiales.

Dans le méme temps que 1l'on observe des formes de division

binaire correspondant 4 un mode de multiplication de type sshizogonique,
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on trouve également dans les cellules infestées des formes parasitaires
plasmodiales binuclées (fig.119). D'allure sphérique, ces plasmodes ont
un diamétre de 3 a 4 um. Ils possédent deux noyaux de forme arrondie,
nettement séparés,et des enclaves cytoplasmiques signalées dans les
formes végétatives, Dans des cas peu fréquents (fig.120), les noyaux
sont accolés & la maniére des diplocaryons observables chez certaines
Microsporidies ou encore de formations nucléaires voisines signalées
dans les jeunes plasmodes binuclées de Minchinia sp. parasite du crabe

Panopeus herbstii (Perkins, 1975b).La signification de telles formes

dans le mécanisme de reproduction du parasite ne parait pas évidente
d'autant qu'aucunes autres formes auxquelles elles pourraient &tre
associées dans une autre phase de multiplication (sporogonique par

exemple) n'ont été jusqu'alors mises en évidence.
C - Données taxonomiques.

L'originalité de ce nouveau parasite de l'huitre plate, tant
pour ce qui concerne sa structure et son mode de développement intra-
cellulaire, ne permettant pas de 1'insérer dans un groupe connu, nous
avons créé pour lui le genre nouveau Bonamia n.g., avec l'espéce
B. ostreae Pichot et coll. 1980, dont nous rappellerons ici les diagnoses
établies par Pichot et coll. (1980) :

Bonamia gen.nov.
Diagnose. Stades végétatifs représentés par des cellules
amoeboides, caractérisées par la présence de particules denses struc-

turées dans le cytoplasme ; multiplication par division binaire simple.

Bonamia ostreae sp.n.

Diagnose. Formes végétatives : cellules de 2 a 4 pm de dia-
métre & cytoplasme peu dense renfermant des particules denses structu-
rées, plus ou moins allongées, de 130 a 200 nm, des mitochondries, des
formations de type appareil de Golgi et un noyau doté d'un nucléole en
position pariétale.

Multiplication dans la cellule héte suivant un mode schizo-
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gonique, par division binaire simple. Existence de formes plasmodiales
binuclées.

Formes denses : cellules arrondies, de 2 & 3 um, avec un
noyau dense, des mitochondries de grande taille (0,5 2a 1;8 um) ; cyto-
plasme riche en grains denses ; présence de particules densés structu-

rées de 130 & 170 nm.

Hote : QOstrea edulis L.
Localité : Ile Tudy (Bretagme).

IT - ETUDE DE L'EFFET PATHOGENE DE B. OSTREAE.

Comme nous l'avons signalé antérieurement,le parasite
B. ostreae a été & l'origine découvert dans des populations d'huitres
subissant des mortalités. La relation entre l'infection parasitaire et
les mortalités a d'ailleurs été confirmée expérimentalement par Tigé et
coll. (1981).

Cependant, bien que l'on n'ait pas encore démontré le méca-
nisme précis de l'action du pathogéne, il est apparu clairement, par
1'étude histologique et ultrastructurale, qu'au cours de son développe-
ment intra-hémocytaire le parasite avait un réle cytopathogéne primaire
accompagné de symptdmes secondaires caractérisés dans tous les cas par

une dégradation profonde des tissus atteints.

1 - SymptOmes primaires.

a) Effet cytopathogéne.

Au niveau cellulaire, les lésions parasitaires sont observa-
bles sur coupes semi-fines. On note en premier lieu une hypertrophie des
cellules infectées qui semble &tre fonction du nombre de parasites et de
l'extension d'aires cytoplasmiques peu chromophiles, comparables a des
vacuoles. Des signes de pycnose nucléaire sont également visibles en

microscopie photonique (fig.102).



- 100 -

Les examens ultrastructuraux ont permis de préciser ces dif-
férents points. Suivant le stade de 1'infection, le cytoplasme est gra-
nuleux et comporte des petites vacuoles claires, des formations vésicu-
laires complexes, des mitochondries plus ou moins agglomérées (fig.121).
Le renforcement du contraste de 1'ARN par 1'EDTA réveéle des ribosomes
associés a l'ergastoplasme. La dégradation du cytoplasme peut se mani-
fester également par le développement d'aires lacuneuses au voisinage
immédiat des parasites. Limitées de fagon plus ou moins continue par
une membrane, ces zones globalement claires aux électrons contiennent
des vésicules fermées trés polymorphes, plusieurs vésicules pouvant &tre
regroupées & l'intérieur d'une plus grande et des inclusions denses de
taille variable. Enfin, on n'y distingue ni ribosomes ni mitochondries.
Dans les cas extrémes, la totalité du cytoplasme a perdu sa texture
normale : seules subsistent des formations membranaires associées & un
matériel granuleux épars et un certain nombre d'inclusions denses (fig.
122).

Le noyau repoussé par les parasites subit d'importantes

déformations ; il montre des signes de pycnose.

b) Réaction de la cellule infectée.

L'existence d'une membrane limitant les aires lacuneuses
décrites ci-dessus peut &tre admise comme un premier signe de réaction
de la cellule héte. Sur certaines figures, la différenciation de cette
membrane paralt méme précéder la désorganisation du cytoplasme qu'elle
englobe (fig.123). Dans certains cas, on observe un renforcement de
cette derniére qui est doublée pour partie par d'épaisses formations
membranaires. Cette tendance a4 l'isolement du parasite peut encore se
manifester par la production autour des germes de deux feuillets mem-
branaires séparés par des "citernes" plus ou moins larges. La encore
il pourrait s'agir de membranes dérivant du systéme lysosomal de la
cellule héte.

En outre, comme on a pu le constater en culture organotypique,

ce processus réactionnel peut &tre complété par l'action de macrophages
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qui phagocytent électivement la partie infectée de la cellule (fig.124).

I1 semble que 1l'on puisse encore comprendre dans les réactions
cellulaires la densification de secteurs cytoplasmiques & proximité des
parasites, certains se trouvant méme inclus dans le stroma dense ainsi
formé. Enfin, bien que visible chez des huitres non parasitées, 1l'agglo-
mération des mitochondries observée chez des cellules peu infectées
pourrait &tre considérée comme la manifestation d'un mécanisme de défense

de la cellule.
2 - Symptdmes secondaires.

L'infection des cellules interstitielles s'accompagne d'une
inflammation au niveau des sites d'infestation, c'est-a-dire des sinus
et des lacunes sanguines et plus rarement de 1l'épithélium digestif
(estomac) et enfin des branchies.

On peut distinguer les lésions internes qui concernent essen-
tiellement le conjonctif de la masse viscérale, des lésions externes

observables macroscopiquement sur les branchies.

a) Les lésions internes.

Chez les hultres parasitées, on note une importante infiltra-
tion némocytaire du tissu conjonctif & proximité de 1'épithélium stomacal
et intestinal et autour des diverticules digestifs. A partir des sinus
sanguins et des zones a forte concentration hémocytaire, ol l'on recon-
nait des cellules du parasite , s'opere une diffusion des hémocytes entre
les cellules de Leydig avec formation de petites lacunes étoilédes, l'en-

semble formant un réseau d'aspect réticulée (fig.125,126,127).

La dégradation des cellules infectées s'achevant par la rupture
de la membrane plasmique, les parasites libérés se disséminent dans
1'hémolymphe ol ils peuvent infecter d'autres hémocytes et provoquer de
proche en proche de nouvelles réactions inflammatoires (fig.128).

Hormis la destruction de cellules sanguines et un pouvoir
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toxique direct (substances libérées dans 1'hémolymphe) toujours envisa-
geable, il est clair que le processus de développement de 1l'infection,
conduit par la formation de nombreuses lacunes a détruire le conjonctif.
I1 en va de m@me pour 1'épithélium stomacal qui peut, le fait a été
rarement observé (Comps et coll., 1980), &tre localement endommagé : les

hémocytes migrent entre les cellules épithéliales et les dissocient.

b) Les lésions externes.

L'ulcération localisée des branchies représente le seul
symptdme de la parasitose accessible & l'examen direct "in vivo" mais ne
constitue pas un signe constant de la maladie. Si aux lésions branchiales
est généralement associée une infection du conjonctif, l'inverse est

moins fréquemment vérifié.

- Examen macroscopique : les lésiocns branchiales se pré-
sentent sous forme d'indentations plus ou moins profondes de la bordure
libre de la branchie et de perforations dont la taille atteint 2 ou 3 mm
localisées sur toute la surface de l'organe et fréquemment & la base. Le
nombre et les dimensions de ces différentes ulcérations est variable, in-
diquant leur caractere évolutif. Le pourtour des lésions présente une
coloration blanchétre caractéristique qui permet de les distinguer,
notamment pour les indentations marginales, des simples déformations

ou méme des lésions mécaniques qu'on peut parfois rencontrer (fig.98).

- Examen au microscope & balayage : & faible grossissement
(¢ = 200) il apparait que l'ulcération est souvent limitée & quelgques
plis (1 2 5) de filaments branchiaux et que son extension s'opére dans le
sens de la longueur, touchant des portions de plusieurs millimétres. En
bordure des lésions, les extrémités des filaments sont enflées en forme de
massue ,dans certains cas, fusionnées entre elles. Les parties les plus
touchées en profondeur montrent des tissus nécrosés & la surface irré-

guliére et tourmentée (fig.99, 100).
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- Examen histologique : les sections orthogonales &4 1'axe des
filaments révelent d'importantes modifications de structure lides au
développement de la parasitose dans les branchies. Le symptdme le plus
caractéristique se manifeste par une hypertrophie des filaments qui
s'étendent de fagon anarchique et fusionnent entre eux pour former des
masses tissulaires d'allure syncvtiale. Le phénoméne concerne les fila-
ments ordinaires comme les filaments principaux. Sur coupes, on peut
suivre de proche en proche , 1'évolution des lésions (fig.101).

Comme pour le conjonctif, une importante inflammation des
tissus est concomittante & 1l'infection. Les hémocytes envahissent la
lumiere des filaments et s'infiltrent entre les cellules épithéliales.
Fortement étiré et repoussé par la masse de cellules qui.encombrent le
filament, l'épithélium s'amincit progressivement : la cilature apicale
et latérale disparalt ainsi que les cellules sécrétrices. A l'intérieur
des filaments, l'armature chitineuse, structure de base des branchies,
est détruite. Suivant les plans de coupe, on note que l'infection peut
s'étendre aux liaisons interfoliaires. Celles-ci forment alors avec les
filaments infectés une masse dense constituée principalement par une
agglomération de cellules sanguines parasitées ou non, de formes libres
du parasite et de débris cellulaires pouvant provenir de la dégradation
de cellules infectées.

A la périphérie des lésions, la rupture de 1'épithélium
libére le matériel cellulaire qu'il contenait, assurant ainsi la forma-
tion des ulcéres branchiaux. A la limite de ces zones, on trouve plusieurs
types de cellules : les plus nombreuses sont des cellules polymorphes
développant des pseudopodes, renfermant, au sein de nombreuses petites
vacuoles , des granulations fortement basophiles ; d'autres cellules
morphologiquement semblables pouvant correspondre a des cellules hyalines
du sang ont un cytoplasme dense et homogéne ; on reconnait enfin de

nombreuses cellules infectées.
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III - DISCUSSION.

Important en tant qu'agent infectieux pathogéne pour 1l'huitre
plate 0. edulis, et présentant un grand intérét a 1'échelle de la patho-
logie générale par ses caractéristiques originales, le parasite qui vient
d'étre décrit pose certains problémes pour ce qui concerne sa position
systématique mais aussi son mode d'action pathogene pour 1'hdte. Il
parait donc nécessaire pour aborder ces deux questions de se référer
a4 des groupes connus et notamment des groupes comprenant des parasites

d'huitres.

- Morphologie et données ultrastructurales.

Les premiéres données concernant la forme, la taille et la
localisation du parasite ont conduit d'emblée & la comparer & un orga-
nisme signalé aux Etats-Unis chez le méme hdte 0. edulis (Katkansky et
coll., 1969).

Les formes parasites décrites par ces auteurs ont été trouvées

dans les tissus d'huftres plates de Milford (Connecticut) et,selon
Glude (1974), chez des huitres provenant du méme site et introduites en
Californie (Morro Bay, Elkhorn Slough, Drakes Esters et Tonnales Bay) :
les examens d'huitres subissant de fortes mortalités ont montré une
prévalence de 1'infection & "microcells" (83 % & Pigeon Point et 80 %
4 Morro Bay en Californie et 50 % & Chincoteague Bay dans le Maryland).
Ces "microcells" mesurent 2 & 3 pm de diamétre et possédent un noyau de
0,8 pm environ ; elles sont localisées dans les leucocytes.

En se limitant aux seules données obtenues en microscopie
photonique, on doit admettre que les deux parasites montrent d'impor-

tantes similitudes.

Bien que moins évidentes, on peut également mentionner
certaines ressemblances entre la parasitose due & B. ostreae et une
"affection branchiale" signalée par Gras et Hé%bach (1971) chez des
hultres plates de la Baie du Mont Saint Michel. Il est ainsi précisé

qu'au niveau de perforations et d'indentations de la branchie, les
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leucocytes "sont chargés de corps étrangers plus ou moins sphériques".
Bien que peu détaillée, cette description évoque les figures de cellules
sanguines renfermant des formes de B. ostreae et laisserait supposer que

cet agent était présent en Bretagne dés 1970-1971.

Dans les deux cas cités, l'absence de références ultrastruc-
turales limite naturellement les possibilités de comparaison. C'est en
effet a partir des examens en microscopie électronique, rendus indispen-
sables par la petite taille du parasite, que sa nature a pu &tre précisée
et ses caractéristiques originales mises en évidence.

Sa structure monocellulaire et son mode de division intra-
cellulaire par voie schizogonique permettent de le ranger parmi les
Protistes alors méme que certaines de ses caractéristiques, richesse du
cytoplasme en ribosomes et présence de particules denses structurées
notamment, se retrouvent chez des Sporozoaires (Haplosporidies) et chez
des organismes & structure complexe dont le caractére pluricellulaire

est désormais admis (Marteiliidae ; Paramyxa paradoxa).

- Position systématique.

Devant l'impossibilité de rattacher ce Protiste & un groupe
connu, Pichot et coll. (1980) ont créé pour lui le genre nouveau
Bonamia n.g. avec l'espéce B. ostreae n.sp. en notant certaines simili-
tudes (présence de PDS) et des différences avec les Haplosporidies et
les parasites du genre Marteilis. Reprenant 1'étude de ce parasite,
Cahour et coll. (1980) le rangeaient directement parmi les Haplosporidies
en ne retenant que la présence de particules denses structurées qu'ils
identifient aux haplosporosomes des Minchinia ainsi nommées par Perkins
(1971).

Une démarche similaire avait été antérieurement effectuéde
par Perkins (1976) et Perkins et Wolf (1976) en attribuant a ces
organelles cytoplasmiques une indiscutable valeur comme critére systéma-
tique. Décrites chez des espéces des genres Minchinia et Urosporidium
(Perkins 1968, 1969, 1971, 1975a), ces corps nommés haplosporosomes sont

considérés comme caractéristiques de ces deux genres et plus généralement
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des Haplosporea. A partir de l&, assimilant & des haplosporosomes les

particules denses structurées signalées chez M. refringens comme

"particules d'allure virale" (Bonami et coll., 1971 ; Grizel et coll.,
1974), Perkins (1976) rattachent ce parasite aux Haplosporidies. Sur
des bases identiques, Perkins et Wolf (1976) confirment Marteilia
sydneyi n.sp. en tant qu'Haplosporidie. Ultérieurement la présence

d'haplosporosomes a été notée dans un genre voisin Paramarteilia n.g.

(Ginsburger-Vogel et Desportes 1979a et b) sans toutefois leur attribuer
une valeur taxonomique particuliére. De la méme maniére, étudiant les

affinités de Paramyxa paradoxa, Desportes et Lom (1981) signalent

l'existence d'haplosporosomes sans la mentionner comme caracteére taxono-
mique. De son c8té Perkins (1979) a également été amené & reconsidérer
en la limitant 1'importance des haplosporosomes du point de vue systé-

matique.

Les organismes connus comme possédant des particules denses
structurées ou haplosporosomes peuvent &tre pour le moment réunis en
deux groupes distincts suivant 1'organisation sporale ainsi que le
suggérent Desportes et Lom (1981) et Desportes (1981);

. un premier groupe avec la classe des Paramyxea, incluant

les genres Marteilia, Paramarteilia et Paramyxa dont la phase sporogoni-

que aboutit & des spores constituées respectivement par 3,2 et 4 cellules
emboitées,
. un second groupe correspondant & la classe des Stellas-

porea avec des représentants des Haplosporidiidae et des Urosporidiidae

dont les spores ont une morphologie et une structure caractéristiques

de chaque genre.

Par rapport a ces deux groupes qui comprennent déja des para-

sites des hultres (Minchinig,nelsqg;, M. costalis, Haplosporidium sp.),

B. ostreae occupe certainement une position particulidre comme le montre

1'étude comparée de ces différents parasites.
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Le caractére de parasite intracellulaire a été clairement
établi pour le parasite B. ostreae. Chez les Marteilia, il n'a pas été

indiqué de formes intracellulaires alors que chez Paramarteilia

orchestiae la présence de cellules primaires du parasite & 1l'intérieur
de cellules de 1l'hSte aurait été observée par Ginsburger-Vogel et coll.
(1976). Par ailleurs, le développement de Paramyxa paradoxa s'effectue-
rait selon Desportes et Lom (1981) dans les cellules du tube digestif

de 1'Annélide. Enfin, chez les Haplosporidies la sporogenése se déroule
hors des cellules , & l'intérieur des tissus en notant toutefois que des
formes uni ou bi-nuclées ont été parfois signalées (Perkins, 1969) ; il

s'agirait alors de cas de phagocytose.

Si B. ostreae montre par son intracellularité une certaine
originalité par rapport aux groupes précités, il se distingue également
par son mode de multiplication.

En effet, si dans le cas des Stellasporea et des Paramyxea on

a affaire & un processus sporogonique, on ne connalt jusqu'a présent
chez B. ostreae qu'une multiplication de type schizogonique avec, &
1l'issue d'une succession de divisions binaires simples, transformations
des formes végétatives en formes de résistance gqui auraient valeur de

spores.

Le mécanisme méme de la division cellulaire B. ostreae est
tres différent de celui des Paramyxea. A la suite de la division
nucléaire, la division cytoplasmique produit deux cellules filles
séparées chez B. ostreae mais deux cellules emboitées 1l'une dans
l'autre chez les Paramyxea. Par contre on remarque d'intéressantes
similitudes entre les modalités de la mitose chez B. ostreae et chez
1l'Haplosporidie Minchinia nelsoni (Perkins, 1975a).

On retrouve en effet dans le noyau en division de B. ostreae
un ensemble de formations comparable & l'appareil de Kernstab décrit
chez plusieurs Haplosporidies, & savoir un fuseau de microtubules dont
les pdles sont constituéds par deux corps granuleux denses aux électrons

(spindle pole bodies = SPBo) en notant que le diamétre des tubules ne



dépasse pas 20 nm en moyenne chez B. ostreae alors qu'il atteint 25,5 nm
chez les Minchinia. S'agissant de la multiplication du parasite, on peut
encore mettre en paralléle les formes plasmodiales binuclées de B.ostreae
et des Minchinia. Certaines figures de plasmodes intracellulaires de

Minchinia sp. parasite du crabe Panopeus herbstii fournies par Perkins

(1975) présentent la méme structure générale que les plasmodes décrits
chez B. ostreae : cellule comportant deux noyaux arrondis et séparés,
des mitochondries et des haplosporosomes ou PDS ; les mitochondries
sont toutefois plus nombreuses dans les plasmodes de Minchinia dont

la taille est sensiblement plus élevée (10 a 12 pm contre 3 a2 3,5 chez
B. ostreae. On notera également que comme chez Minchinia sp., on trouve
des plasmodes de B. ostreae dotés de deux noyaux accouplés mais qui

paraissent ne pas comporter de chambre internucléaire.

En revanche, si des plasmodes binucléés sont occasionnelle-
ment vus chez les Minchinia (Perkins, 1969), des formes uninuclées ne
l'ont pas été, alors qu'elles représentent la presque totalité des
figures de B. ostreae. Par contre, le signalement récent (Bréhélin et coll.,
1982) de plasmodes i 4 ou 5 noyaux constituerait un argument en faveur

d'un rapprochement avec les Haplosporidies.

Comme corollaire du mode de division et dans la mesure ol
l'on attribue aux formes denses de B. ostreae une valeur de spore, la
morphologie et la structure de celles-ci confirmeraient les différences
déja notées avec les parasites évoquées dans la comparaison. La struc-
ture monocellulaire de la spore de B. ostreae indiquerait davantage
d'affinité avec les Stellasporea bien qu'elles ne possédent pas comme
ces dernidres de paroi, d'opercule , ni de sporoplasme externe . Par
contre, ce caractédre monocellulaire oppose B. ostreae aux Paramyxea
dont une des principales caractéristiques réside dans la pluricellula-
rité sporale, les différents sporoplasmes étant successivement emboités
les uns dans les autres (Desportes et Lom, 1981 ; Ormiéres et Grigel,

1977 (1979).



- 105 =

Enfin, pour compléter cette étude comparative, il est nécessaire
d'examiner la question des particules denses structurées (PDS, haplospo-
rosomes ) gqui a servi de base aux rapprochements initiaux avec les

Paramyxea et les Stellatosporea.

Comme on l'a vu dans la description , les PDS de B. ostreae
présentent une certaine variété morphologique rappelant le polymorphisme
des haplosporosomes décrits chez les Haplosporidies comme chez les

Marteiliidae ou encore chez Paramyxa paradoxa. On notera cependant

1'absence chez B. ostreae de PDS vermiformes de grande taille comme il en

existe chez les Marteilia (130 - 490 nm pour M. refringens ; 146 - 603

nm pour M. sxdnezi) ou dans les spores de Minchinia nelsoni ; des PDS
en forme de massue aussi caractéristiques que celles qui ont été
décrites dans les spores de M. costalis (Perkins, 1969) ou encore chez

Paramarteilia orchestrae (Ginsburger-Vogel et Desportes,1979a) n'ont

par ailleurs pas été observés chez le parasite de l'huiltre dont les PDS,

comme chez les Marteilia et P. paradoxa ne sont pas l'objet d'une diffé-

renciation importante.

I1 ne semble pas en conséquence que le critére forme puisse

gtre valablement considéré comme discriminant.

Il en est de méme pour la morphogénése de ces inclusions.En
effet, l'origine golgienne admise dans le cas de B. ostreae a également
été antérieurement envisagée pour les haplosporoscmes des spores de

certaines Minchinia (M. louisiana, M. nelsoni ) ou encore de Marteilia

refringens et M. sydneyi et de Paramarteilia orchestise,

Comme on vient de le voir la position systématique de
B. ostreae pose encore de nombreux problémes qui empéchent son insertion
dans un groupe précis, Jjustifiant par ailleurs la création d'un genre

nouveau avec l'espéce Bonamia ostreae par Pichot et coll. (1980).
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- Transmission et signification écopathologique.

La possibilité pour le parasite déﬁzransmettre 4 des huiltres
saines par simple contact avec des hultres infectées a été démontrée par
des expérimentations au laboratoire (Grizel, communication personnelle)
prouvant I'inutilité d'un héte intermédiaire., Les formes infectantes
peuvent &tre simplement libérées au niveau des ulcérations branchiales
au moment de la rupture de 1'épithélium comme le montre 1'évolution des
lésions sur ces organes. On ne peut omettre par ailleurs 1'élimination
des spores dans les féces puisque l'on constate dans quelques cas des
lésions au niveau de 1'épithélium stomacal. Enfin, lors d'infections
généralisées 4 l'ensemble du conjonctif, il est probable qu'un grand
nombre de parasites sont libérés peu aprés la mort de 1'hdte & la suite

de la désagrégation des tissus par la lyse cellulaire et par l'action de

la faune externe (crustacés divers, protozoaires et bactéries).

L'existence de lésions externes sur les branchies pourrait
signifier que ces organes jouent un rdle important lors de 1l'infection :
les parasites présents dans l'eau filtrée par les hultres se trouveraient
mis en contact avec l'épithélium des branchies et rapidement phagocytés

4 la suite d'une rédaction inflammatoire localisée.

Des recherches épidémiologiques sur cette parasitose (Tigé et
coll., 1981) ont montré qu'a la fin de 1980 la maladie s'était étendue
a toutes les cOtes de Bretagne aussi bien en eau profonde qu'en terrain
découvrant. Ces auteurs précisent d'ailleurs que le taux d'infection

croit avec 1'Age des hufitres.

L'effet pathogéne parailt indiscutable au vu des lésions
provoquées par le parasite et si des mortalités ont été constatées
dans les populations infestées, il n'a pas été établi de relation
précise entre les taux de mortalité et les taux d'infection. Cela tient
vraisemblablement au fait que ces deux termes sont difficiles & déter-

miner,notamment le taux d'infection, les diagnostics nécessitant obli-
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gatoirement des examens histologiques longs et partiellement entachés

d'erreur (Tigé et coll., 1981).

Les états des situations épidémiologiques montrent déja
clairement le rdle que B. ostreae peut jouer dans l'évolution des popu-
lations d'hultres plates en Bretagne (Tige et coll., 1980 ; Tigé et
colla, 1981), une nouvelle fois , le facteur pathologie se présentant

comme prépondérant dans la production des huitres.

Sur le plan de la pathologie des Invertébrés marins, un
Protiste nouveau a été mis en évidence et décrit chez 1l'huitre plate.
L'originalité du parasite, qui a d'ailleurs conduit & la création d'un
groupe nouveau, a permis d'apporter des éléments originaux en matiére
de pathologie des huitres et d'enrichir un secteur de recherche qui

connait depuis une décennie des développements importants.



PLANCHE XXXV

Infection causée par Bonamia ostreae

Fig, 98, : Vue d'ensemble d'une huitre présentant des ulcérations branchiales :
les unes sur la bordure libre de la lame ( [> ) entraiisant la forma-
tion d'indentations profondes, d'autres ( P> ) formant des nerfora-
tions plus ou moins étendues & la surface de 1'organe. Les lésions
sont bordées pur un liseré clair d'origine réactionnelle. Observation

macroscopique sur le frais. X 1,5.

Fig. 99. : Vue macroscopique montrant la nécrose des filaments branchiaux : la
dégradation des tissus progresse généralement le long d'un pli de fi-
laments laissant place & des masses tissulaires anarchiques. L'ulcéra-
ticn peut aboutir & la disparition d'un trongon entier du pli de fila-
ment (f\‘? ) 3 & leur extrémité libre, les filaments peuvent &tre soudss
entre eux par un tissu cicatriciel lisse ( [> ). Microscopie & balayage
X 175.

Fig. 100. : Détail d'une lésion branchiale : la Jésorganisation et la destruc-
tion des filaments branchiaux est précédée par un gonflemsnt important
de ces derniers ( [> ). Filaments nécrosés ( D ), filaments indemns3s

( »). Microscopie i balayage. X 360.






PLANCHE XXXVI

Infection causée par Bonamia ostreae

Histologie

Fig. 101. : Coupe passant par une lésion branchiale : soudés a leur base en une
masse scyncitiale compacte, les filaments branchiaux sont distendus
dans leur partie distale ; l'épithélium dépourvu de ciliature, est
trés aminci, souvent & la limite de la rupture ( D ). Les tissus sous
jacents fortement désorganisés, sont caractérisés par la présence de

nombreux petits corps arrondis trés chromophiles ( — ). Mann-Dominini
X 250.

Fig, 102. : Coupe semi-fine passant par le tissu conjonctif d'une hultre infec-
tée. Entre les diverticules digestifs et & la périphérie de lz glande
digestive, la dégradation du conjonctif aboutit & la formation de lacu-
nes ol, & c8té de fibrocytes sont rassemblés de nombreux hémocytes
(weet-) dont la plupart renferment 2 c8té d'un noyau souvent pycnoti-::iue
(n) une ou plusieurs petites cellules fortement basoohile( — ). Bleu
de Sahli. X 1 400,

Fig, 103. : Coupe passant par des lésions de 1l'épithélium stomacal (es) 1 des
lacunes formées entre les cellules épithéliales sont occupées par de
nombreux petits éléments cellulaires sensiblement sphériques, dcnt

certains sont intracellulaires « Mann=-Dominici. X 500.






PLANCHE XXXVII

Infection causée par Bonamia ostreae

Ultrastructure

Fig. 104, : Vue générale d'une cellule sanguine infectée par des formes denses

de B. ostreae : & c8té de légdres déformations mécaniques du noyau (n)
provoquées par les parasites (p) on note dans le cytoplasme la présence

de nombreuses petites vacuoles claires ( » ). X 18 000,

Fige 105. : Vue d'ensemble d'une cellule sanguine infectée par des formes claires
de B. ostreae. Le cytoplasme occupé en majeure partie par les parasites
(p) est fortement dégradé ; & c8té de grains denses irrdgulidrement
disséminés, il comorte des formations vésiculeuses membranaires de

taille et de forme varides (=), X 18 500,






PLANCHE XXXVIII.

Infection causée par Bonamia ostreae

Ultrastructure

Fig, 106, : Forme dense de B. ostreae. Au sein d'un cytoplasme densement granu=

leux, des mitochondries & matrice claire (m) et des particules denses

structurées (h) i le noyau ovoide (n) montre une zone nucléolaire parié-
tale peu distincte ( D ). X 31 0C0,

Fig. 107. : Détail des mitochondries. A 1'intérieur des mitochondries, les crétes
tubulaires (t) sont peu nombreuses ; de larges zones claires aux élec-
trons sont occupées par un matériel granuleux tres l4che. On distingue
sur cette figure les membranes nucléaires (- ), les membranes mito-
chondriales ( — ) et la membrane plasmique ( P> ) contigue i la mem-

brane vacuoclaire ( > ). X 57 000.
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g « ¢ Coupe montrant l'organisation des particules denses structurces :

noyau central dense ( )Z} ), cortex trilamellaire ( ™= ). X 150 00O0.

Fig., 109, 110, : Sections de particules denses structurées montrant la diversité
morphologique de ces organites : particules reniformes (hr) particules

en batornet (hb), particules cunéiformes (hc). X 48 0C0.

Fig. 111. : Coupe d'une forme dense du parasite colorée apres traitement i
1'E.D.T.A. : le contraste des ribosomes (r) et du nuzléole (nu) est
augmenté ; le contraste du noyau (n) et des particules denses structu=
rées (h) est nettement affaibli. X 54 0CQ.






PLANCHE XXXIX

Infection causée par Bonamia ostreae

Ultrastructure

Fige 112, ¢ Section d'une forme claire de B. ostreae. Le cytoplasme faiblement
granuleux renferme outre des mitochondries (m) et des particules

denses structurées (h), des formations vésiculaires applaties regrou-

nées ( B ) ou isoldes ( ™) et des vésicules arrondies limitdes par
deux membranes ( ¥ ) ; le nucléoplasme est finement granuleux, plus

dense que le cytoplasme. X 57 CCO.

Fig. 113, 114, : Coupe passant par une forme parasitaire en cours de division.

Dans le noyan des microtubules ( ™ ) associés & un corps dense ( <X )
forment un faisceau longitudinal. Dans le cytoplasme, on observe des
figures de clivage des mitochondries (==#=) et des phases de la mor-
phogénése des particules denses structurées & partir de diverses

formations vésiculaires ( ’ Y. X 37 500,






PLANCHE XL

Infection causée par Boramia ostreae

Ultrastructure

Principales phases de la division cellulaire
Fig, 115, : Apparition 3 1'intérieur du noyau d'un faisceau de microtubules
( » ) et de corps polaires denses ( % ). On recomnait dans le cyto-

plasme des formations membranaires applaties de type appareil de
Golgi ( D ). X 25 000,

Fig, 116. : Le noyau fortement étiré est en cours de clivage ; & ce stade les
nucléoles des futurs noyaux sont déja individualisés ('—-) X 25 000,

Fige 117, : Clivage du cytoplasme ( = ) aprds séparation des noyaux. X 22 COO.

Fig, 118. : Les deux cellules filles individualisées sont encore accolées au

niveau de la zone de clivage ( ™= ), X 22 000,
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PLANCHE XLI

Infection causée par Bonamia ostreae

Ultrastructure

Fig, 119. & Section d'une forme plasmodiale binucléée : noyau (n), mitochondrie

(m), inclusion dense amorphe (i). X 32 900,

Fig., 120. : Forme plasmodiale binucléée & noyaux accolés. La zone de contact
des membranes nucléaires forme un disoue avplati (). Le cytoplas-
me comporte également dans ze plan une inclusion iense arorvhe (i).
X 34 500.
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Fige. 121,

Fig. 122,

Fig, 123.

Fige. 124.

PLANCHE XLII

Infection causée par Bonamia ostreae

Ultrastructure

: Coupe d'une cellule infectde présentant de profondes altérations

du cytoplasme qui est constitué pour l'essentiel de nombreuses forma-

tions membranaires vésiculeuses ( ™), X 11 000,

: Cellule parasitée A un stade avancé de 1l'infection. Les parasites
sont regroupés dans de larges aires lacuneuses ( ¥ ) & 1'intérieur
desquelles s'observent des formations membranaires vésiculeuses liches
auxquelles sont associéesdes granulations de matériel opaque aux
électrons. X 10 000.

: Portion d'une cellule parasitée partiellement phagocytée par un
macrovhage (ma). L'aire cytoplasmique ( * ) englobant les parasites,
isolée du reste de la cellule par une membrane ( ™), est en grande

partie profondément désorganisée. X 10 000,

: Coupe d'une cellule infectée ol les parasites sont isolés dans un
secteur cytoplasmique délimité par une membrane ( ™= ). En dehors de
cette zone, des mitochondries sont visibles dans le cytoplasme granu-
leux de la cellule h8te. X 10 000.






PLANCHE XLIII

Infection causée par Bonamia ostreae

Histologie

Fig, 125, : Infection et inflammation du conjonctif & partir de la zome subépi-
théliale de 1'estomac (#). X 125,

Fig, 126, 127. : Extension progressive de l'infection par coalescence des 1lésions
(). Au voisinage de 1'épithélium stomacal (es), le conjonctif est
en grande partie détruit laissant place 4 une masse d'hémocytes sains
et parasités (Y% ). X 125,

Fig, 128. : Coupe passant par une lésion du tissu conjonctif parasité ( = ).
X 1 000,
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CCNCLUSICN

Les recherches présentées dans ce travail s'inscrivent directement dans
le cadre des actions menées par 1'Institut des PEches maritimes en matiére de
conchyliculture. Dans ce secteur économiquement dominant de 1'aquiculture, les
problémes de pathologie, particulidrement importants depuis une quinzaine d'années,
imposent en effet de déterminer rapidement les causes des maladies afin de recher-
cher et de prendre des mesures propres a en limiter les effets.

C'est donc dans cette optique et en mettant l'accent sur le diagnostic
étiologique que nous avons traité différents cas de pathologie des Mollusques
bivalves marins, limités toutefois aux infections intracellulaires.

Considérant la nature des agents pathog®nes, ces recherches couvrent
un vaste domaine puisqu'elles portent sur des viroses, des infections rickettsien-
nes et enfin sur une protozoose. Pour l'essentiel, elles concernent les huitres

Ostrea edulis, Crassostrea angulata et Crassostrsa gigas dont les populations

naturelles et les populations d'élevage ont été décimées par de graves épizooties
sur la cbdte atlantique. On mentiennera également parmi les hétes étudiés trois
pélecypodes fouisseurs : Donax trunculus, Scrobicularia piperata et Ruditapes

philippinarum.

les infections virales.

Jusqu'en 1975, la maladie des branchies de 1l'huftre portugaise était
considérée comme due & un Protiste et les causes de la mortalité massive étaient
demeurées inconnues. La remise en question des données antérieures notamment par
une approche en microscopie électronique, nous a permis de mettre en évidence la
nature virale de ces deux affections.

Ainsi, deux types d'infections dues & des virus ont été décrites chez
les huitres : il s'agit des deux premiers cas de viroses en relation avec des
maladies de ces mollusques observées dans le milieu naturel.

Sur ces bases nouvelles, une étude aporofondie des deux maladies a été
développée pour ce qui concerne les symptdmes histopathologiques d'une part et

les caractéres ultrastructuraux des virus d'autre part.
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Dans la maladie des branchies, l'infection virale est associée & de
graves altérations de 1l'épithélium branchial. Son développement dans le cytoplas-

me provogue une hypertrophie des cellules et entraine d'importantes réactions
inflammatoires qui sont 4 l'origine d'un processus de cicatrisation des lésions.
L'agent infectieux est un désoxyribovirus icosaédrique caractérisé par
sa grande taille, 380 nm, et sa structure complexe ; il se développe & partir
d'une plage virogéne cytoplasmique dense aux électrons. La morphogéngse virale

comprend une phase de maturation dans le cytoplasme de la cellule infectée.

Le deuxiéme type d'infection a été également observé chez les deux
espéce d'huftres creuses élevées en France. Il se manifeste par des mortalités
massives dans les populations d'huftres atteintes.

Les hémocytes sont le siége de 1ésions virales provoquant leur destruc-
tion. Comme pour 1l'agent de la maladie des branchies, les virions se forment a
la périphérie d'une aire virogéne cytoplasmique. De forme icosaédrique, ces déso-
xyribovirus, aprés maturation présentent une structure et une taille proches de

celle du virus de la maladie des branchies.

Les caractéres de ces deux types de virus nous ont amené &4 les rappro-

cher des Iriioviridae.

Les infections rickettsiennes.

Bien qu'aucune des infections considérées n'ait pu &tre directement
reliée & une morbidité certaine dans les populations atteintes leur étude s'est
avérée intéressante, tant sur le plan de la pathologie des Invertébrés marins
que sur celui de la rickettsiologie générale.

Sept cas individuels ont ainsiété abordés par une étude approfondie au
niveau histopathologique et ultrastructural, 2 la fois des germes et de leurs
effets pathogénes.

Deux groupes principaux d'agents rickettsiens on pu ainsi &tre reconnus
chez les Mollusques bivalves marins :

- des rickettsies monomorphes (4 cas chez Cr. gigas, O. edulis, D. trunculus
et S. Eiggrata)
- des rickettsies & cycle de type chlamydien dont le développement fait in-
tervenir trois types de particules (2 cas chez Cr. angulata et S. piperata).




Y

Entre ces deux groupes s'intercale une troisidme catégorie de rickettsie
comportant des formes denses sans toutefois présenter un cycle de tyre chlamydien
(1 cas chez R. philippimarum).

De 1'étude de ces différents cas, il ressort quatre points essentiels :

- spécificité de tous les germes pour un type cellulaire déterminé : seules
les cellules sécrétrices de 1l'épithélium des diverticules digestifs sont infectées,
a4 l'exclusion de tout autre tissu ; ce caractére pourrait &tre mis en relation
avec un mode de contamination par ingestion , ces cellules étant connues chcz
les bivalves comme le sigége de la digestion intracellulaire.

- importance limitée des effets cytopathogénes

- possibilité d'une réaction de 1'hfte : dans le cas des rickettsies mono-
morphes, l'épaississement de la membrane vacuolaire s'accompagne d'une dégradation
des germes.

- représentation des principaux types de microorganismes ricke¢tsiens chez
les mollusques bivalves marins : & c8té de procaryotes appartenant indiscutable-
ment aux Rickettsiales on trouve aussi des agents dont le cycle de développemant

intracellulaire rappelle celui des Chlamydiales.

Si les premigres en l'absence de paroi rigide résistent généralement
peu au milieu externe et sont le plus scuvent transmises par un hfte intermédiai-
re ou encore par voie transovarienne, les secondes forment dans leur cycle des
corps élémentaires mieux adaptés pour résister & ce milisu extérieur.

L'hétérogénéicité constatée sur ce plan dans les infections & rickett-
sies de mollusques bivalves marins s'expliquerait par les caractéristiques du
milieu interne de ces animaux, trés proches , au moins pour ce qui concerne la

pression osmotique, du milieu ambiant,l’'eau de mer.

La question de la position systématique de ces différents procaryotes
a été abordée.

Les quatre rickettsies monomorphes de par leur lccalisaticn intracellu=-
laire, leur morphologie, leur ultrastructure et leur mode de division binaire
ont été incluses dans 1l'ordre des Rickettsiales, ou des rapprochements pourraient
&tre proposés avec les rickettsies du genre Coxiella en raison de leur développe-
ment intravacuolaire et avec les représentants de la tribu des Wolbachieae en

tant que microorganismes associés & des Invertébrés.



- 115 -

N

Les procaryotes & cycle de type chlamydien posent un probléme taxonomi-
que plus complexe. Se multipliant suivant un cycle comparable & celui des Chlamy-
diales, ils présentent des différences, au moins pour la morphologie des corps
élémentaires, avec les membres du seul genre de cet ordre, les Chlamydia, s'op-
posalt & un rattachement & ce groupe. la comparaison avec les Rickettsiella que

des études récentes wiesent & inclure dans les Chlamydiaceae conduit aux mémes

écueils. Enfin, pour les mémes raisons, les vrocaryotes étudiés ne peuvent &tre

insérés dans le genre Porochlamydia créé pour des agents infectieux du Scornion

Buthus occitanus et de l'araignée Pisalira mirabilis.

I1 parait aujourd'hui indiscutable que la question de la systématique
de rickettsigs & cycle des Mollusques bivalves marins ne peut &tre précisée sans
une redéfinition d'ensemble de la classification des procaryoctes & cycle de type

chlamydien.

Infection due 4 Bonamia ostreae.

Une nouvelle protozoose & €té découverte et étudiée chez 1l'huitre plate
des c8tes bretonnes, ou depuis 1979 elle cause d'importants dormages dans les
élevages.

L'agent infectieux Bonamia ostreae ng. nsp. se présente sous forme de

petites cellules arrondies de 3 & 4 p renfermant un noyau, des mitochondries et
inclus dans un cytoplasme riche en ribosomes, des corps denses structurés de
130 & 200 nm. Localisé dans les cellules sanguines le parasite s'y multiplie par
division binaire simple. Il existe également, toujours en position intracellu-
laire des formes binucléées. Des plasmodes & 4 ou 5 noyaux ont par ailleurs été
signalé mais leur localisation n'a pas été précisée.

L'effet cytopathogéne par destruction de la cellule hdte entraine d'im—
portantes réactions inflammatoires et provoque seccondairement une dégradation du
conjonctif et, dans certains cas, une nécrose du tissu branchial.

Sur le plan taxonomique, Bonamia ostreae représente par ses caractéres

morphologiques et ultrastructuraux un parasite d'un type nouveau montrant toute-
fois certains p oints communs avec les Haplosporidies, opinion renforcée par la
mise en évidence de formes plasmpdiales plurinucléées.

Pour le moment, en 1'absence de figures plus explicites, les caracté-
ristiques e ce Protiste et en particulier son développement intracellulaire lui
conférent ~ar rapport aux groupes connus une certaine originalité justifianu sa

place dans un genre nouveau.
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Les recherches que nous avons effectuées sur les infections
intracellulaires des mollusques bivalves marins, qu'il s'agisse des grandes
épizooties qui ont affecté les populations d'huitres ou de différents cas
pathologiques de moindre importance, ont permis de faire progresser la
pathologie de ces animaux dans des domaines entidrement nouveaux.

La description des premiéres épizooties d'origine virale chez
les huitres peut ainsi &tre intégrée au développement que connait depuis
quelques années la pathologie des Invertébrés marins avec l'étude des viroses
de crustacés, représentant dans ce contexte un nouvel élargissement de la
virologie & un autre groupe important d'animaux marins.

C'est par ailleurs 4 l'extension de la rickettsiologie, disci-
pline encore tr2s peu abordée pour le milieu marin, que contribuent les
études de plusisurs cas d'infections par des rickettsies ol sont représentés
les deux types d'agents constituant ce groupe & savoir, des procaryotes 2
cycle complexe de développement ot des microorganismes monomorphes.

De son cdté, l'infection causée par Bonamia ostrea tient parmi

les protozooses une place toute particulidre en raison de son intracellularité
et des caractéristiques du parasite qui constituent autant de données origi-
nales en matiére de protistologie.

I1 convient toutefois de souligner que les connaissances acquises
dans tous les domaines abordés posent, par la nature méme des travaux réalisés,
des questions ouvrant la voie & des recherches plus spécialisées.

Enfin, sur le plan de la pathologie des mollusques bivalves
marins présentant un intérét économique, nos recherches,considérées dans leur
application, contribuent i augmenter les éléments de diagnostic servant de
base aux examens zoosanitaires nécéssaires i différents niveaux de la produc-

tion des cogquillages.
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