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L. INTRODUCTION

La conchyliculture représente a I’échelle mondiale et en France une activité dont les
enjeux économiques sont majeurs. Les données émanant d’organisations internationales tels
que 1’Organisation pour 1’Alimentation et 1’ Agriculture (Food and Agriculture Organisation,
FAQ), I’Union Européenne (UE) ou encore le Comité International pour I’Exploitation de la
Mer (CIEM) révelent en particulier le réle primordial occupé par la conchyliculture. La filiere
conchylicole francaise est notamment 1’'une des plus importantes au niveau mondial avec une
production en 1999 de 200 000 tonnes et un chiffre d’affaire de 655 millions d’euros pour
5500 entreprises, 7000 exploitants et plus de 20 000 emplois. Elle se place ainsi au cinquieme
rang mondial, aprés la Chine, les USA, le Japon et la Corée. La France est également le
principal producteur d’huitres en Europe avec un tonnage représentant 65,5% des coquillages
produits.

L’¢élevage de coquillages concerne un nombre limité d’espéces dont la plupart
appartiennent a la classe des mollusques bivalves. Les deux principales espéces concernées en
France métropolitaine sont I’huitre creuse ou huitre japonaise, Crassostrea gigas, et dans une
moindre mesure 1’huitre plate, Osirea edulis. L huitre creuse équivaut a elle seule a 98% de la
production ostréicole francaise, soit plus de 150 000 tonnes par an (FAO, 2003). Pour ces
raisons, 1’ostréiculture est considérée par les autorités publiques et privées en France comme
une activité a soutenir en terme de recherche fondamentale et appliquée.

L’intensification des élevages impliquant un nombre restreint d’espéces, le confinement
ainsi que le transfert d’animaux entre bassins de production et entre pays (Heral, 1989) ont
favorisé et favorisent 1’émergence et la dissémination de maladies infectieuses. Ces infections
représentent un facteur limitant au bon développement de la conchyliculture moderne.

Ainsi, plusieurs maladies d’origine virale affectant les bivalves ont ét¢ rapportées
(Farley et al., 1972). Notamment, des virus décrits comme des iridovirus, ont €té associés a la
disparition de I’huitre portugaise, Crassostrea angulata, des eaux frangaises au début des
années 70. Des virus présentant une morphologie similaire & celle des virus de la famille des
Herpesviridae ont été mis en ¢vidence, pour la premiere fois en 1972, chez [’huitre
americaine, C. virginica (Farley et al., 1972). Ce type de virus a été par la suite décrit chez
plusieurs espéces de bivalves marins dans le monde (Hine ef al., 1992 ; Nicolas ef al., 1992 ;
Renault ef al., 1994 ; Renault, 1998 ; Renault ef al., 2000 ; Renault et al., 2001a). Depuis
1991, de fortes mortalités de larves et de juvéniles ont été observées en France chez plusieurs
especes d’huitres, C. gigas, Ostrea edulis (Nicolas et al., 1992 ; Comps et Cochennec, 1993 ;
Renault ef al., 1994 ; Renault et al., 2000) et en Nouvelle Zélande chez Tiostrea chilensis
(Hine et al., 1998). Ces mortalités ont été associ¢es a la détection en microscopie électronique
a transmission, de particules virales de type herpés (Le Deuff, 1995 ; Renault et al., 2000). La
caractérisation du génome virale, la morphologie, la taille, la localisation intranucleaire et
cytoplasmique, mais également la réplication virale et la structure de la nucléocapside du
virus infectant les larves de C. gigas ont confirmé 1’appartenance de ce virus a la famille des
Herpesviridae (Arzul et Renault, 2002, Davison et al., 2005). 11 a été associé a cette famille en
tant que nouveau membre et a ét¢ nomme Ostreid Herpesvirus 1 (OsHV-1) (Minson et al.,
2000 ; Arzul et Renault, 2002 ; Davison et al., 2005).

Bien que I'impact des pathologies virales en aquaculture soit important, peu de moyens
de lutte sont aujourd’hui disponibles. De plus, les connaissances sur l'immunité des
invertébrés marins face aux infections virales sont peu nombreuses (Renault, 1998 ; Arzul et



al., 2001 ; Renault et al., 2001). L immunité non spécifique, constituant la premiere barriere
de défense chez les vertébrés (Du Pasquier, 2001), représente le seul niveau de défense décrit
a ce jour chez les bivalves marins (Salzet, 2001). Récemment, plusieurs études ont conduit a
la caractérisation de protéines impliquées dans la réponse immunitaire non spécifique des
invertébrés (Mitta et al., 1999 ; Amiche et al., 2000 ; Isaacson et al., 2002 ; Olicard et al.,
2005) et a I'identification de geénes cellulaires impliqués dans les mécanismes de défense
antivirale. C’est notamment le cas chez I'huitre creuse ou dix génes cellulaires ont été
identifiés comme surexprimés en présence d’OsHV-1 (Renault e al., non publié). Ces génes,
s’ils ne peuvent pas étre considérés comme des génes de défense semsus stricto, sont
néanmoins impliqués dans la réponse de I’organisme vis a vis de I’infection virale 8 OsHV-1.

Les interactions qui existent entre 1’hdote et le pathogéne peuvent également étre
influencées par [’environnement. Les activités anthropiques aménent, par 1’intermédiaire des
bassins versants, des quantités importantes de polluants de différentes natures (chimiques et
biologiques) au niveau des zones d’estuaire. Les huitres, vivant dans les zones littorales, sont
des animaux sessiles et n’ont donc aucune possibilité de fuite pour éviter les contaminations
de leur environnement. Elles peuvent bioaccumuler les polluants et peuvent donc étre exposer
a de fortes concentrations en xénobiotiques. Depuis plusieurs années, les travaux concernant
les effets des polluants sur le systéme immunitaire des invertébrés se multiplient. En effet,
I’altération des fonctions immunitaires des bivalves marins exposés a des contaminants
environnementaux peut étre associée a I’augmentation de la sensibilité aux maladies (Coles et
al., 1995). Les maladies infectieuses é€tant responsables de mortalités chez des espéces
d’intérét ¢économique, I’étude du systeme immunitaire et la compréhension des capacités de
défense de ces organismes sont les clés indispensables au bon développement de la
conchyliculture. Ainsi, [’é¢tude de la modulation du systétme immunitaire ou
immunomodulation chez les mollusques marins apparait comme 1’une des voies de recherche
privilégiée pour 1’évaluation des effets physiologiques de facteurs environnementaux (Oubella
et Auffret, 1995).

Le présent travail a consist¢ a  étudier les intéractions  entre
hote/pathogeéne/environnement. Plus précisément, d’étudier les réponses de 1’huitre creuse,
Crassostrea gigas, vis a vis d’une infection 8 OsHV-1 en présence de pesticides dont les
concentrations utilisées sont celles pouvant étre retrouvées dans 1’environnement (bassin de
Marennes-Oléron).

Pour cela, des animaux adultes ont été contaminés par des pesticides, puis des essais
d’infection ont été entrepris avec le virus OsHV-1 provenant de deux sources différentes. La
premiére source correspond a du matériel biologique infecté (larves ou naissain) congelé et
archivé au laboratoire. La deuxieme est du matériel biologique frais (larves axéniques) infecté
expérimentalement avec le virus OsHV-1. Aprés I'inoculation du matériel infecté, les
mortalités ont été relevées tous les jours et I’ARN des hémocytes a été extrait. Le suivi de
'infection et la réponse des individus face & OsHV-1 ont été étudiés par approche
moléculaire. Celle-ci consiste a analyser I’expression de génes cellulaires et viraux par la
technique de RT-PCR semi-quantitative.






I1. RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES
II.1  L’huitre creuse, Crassostrea gigas

[I.1.1 Taxonomie

L’huitre creuse, Crassostrea gigas, est un mollusque bivalve. La classification de
I’embranchement des mollusques s’est longtemps appuyée sur des criteres morphologiques
(charniere, coquille, structure palléale, etc.). Plus récemment, des études moléculaires
principalement focalisées sur la relation de I'embranchement des mollusques avec d’autres
phyla (Adamkewicz et al., 1997) ont conduit a repartir les espéces de cet embranchement en
huit classes dont celle des bivalves. La classe des bivalves est constituée de six sous-classes :
Palaeotaxodonta, Cryptodonta,  Pteriomorphia, Palaeoheterodonta, Heterodonta et
Anomalodesmata. Les huitres appartiennent a la sous-classe des Preriomorphia.

Classe des Bivalvia (Lamellibranches)
Sous-classe des Pteriomorphia

Ordre des Ostreoida

Sous-ordre des Ostreina

Superfamille des Ostreacea

Famille des Ostreidae

Genre Crassostrea (Sacco, 1897)

Espece Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)

11.1.2 Biologie

- Caractéres généraux

Adulte, I’huitre adhére au support par la valve gauche (ou valve concave). Le manteau
recouvre le corps de I’huitre. Celui-ci est constitué de deux lobes (droit et gauche), eux-méme
bordés de trois feuillets. Le feuillet interne délimite une cavité palléale que les branchies
séparent en une chambre inhalante et une chambre exhalante. Le volume d’eau qui traverse
I’animal permet d’assurer ’apport de nourriture, les €changes gazeux respiratoires et
I’expulsion des déchets. La bouche est entourée par quatre palpes labiaux foliacés et ciliés
(Beaumont et Cassier, 1990).

- Biologie de la reproduction

Les huitres sont des animaux hermaphrodites. Dés les mois de mai et juin, les huitres
matures perdent leurs réserves lipidiques hivernales qui vont étre remplacées par des gamétes.
La maturation sexuelle est due a I’élévation de la température de I’eau autour de 20°C. Elles
se mettent alors a pondre en émettant une phéromone, incitant leurs congénéres a faire de
méme. Crassostrea gigas est un organisme ovipare, c’est a dire que la fécondation des
ovocytes par les spermatozoides se produit dans le milieu extérieur: il y a fécondation
externe. La fécondation donne dans les premiéres heures des larves mobiles d’environ 50 um
et appelées larves trocophores. Au bout de 24 a 48 heures aprés 1’éclosion, une coquille a
deux valves apparait. La larve est alors appelée veligére (ou larves D) et mesure environ 70
pum. Planctoniques, elles ont une durée de vie larvaire étroitement liée a la température de
I’eau, pouvant aller de 21 a 28 jours. En deux a trois semaines apparait le pied donnant le nom



— 30 pm — 20 rmm

Figure 1: Cycle de vie de I'huitre creuse (d’aprés Dégremont, 2003). (1) Fécondation :
ovocytes en présence de spermatozoides (points noirs ou réfringents). (2) Embryon stade
morula (2-3 heures). (3) Larves D (24 heures). (4) Larves véligéres (14 jours). (5) Larve
pédivéligere (18 jours). (6) Naissain post-fixation (1 mois). (7) Naissain (2 mois). (8) Naissain
(6 mois). (9) Adulte (10 mois). (10) Géniteur mature (10 mois).



aux larves de pédiveligere. C’est a ce moment qu’elles se fixent et se métamorphosent. Elles
prennent le nom de naissain. Cette métamorphose qui suit le stade larvaire, conduit & des
juvéniles morphologiquement semblables aux adultes (Figure 1).

11.1.3 Systéme immunitaire

- Comparaison des systemes immunitaires vertébrés/invertébrés

La fonction principale du systéme immunitaire chez tous les animaux est de fournir une
protection contre les agents infectieux (parasites, bactéries, virus et champignons) et les
tumeurs et de rejeter les composants du non-soi. Chez les vertébrés, un ensemble de cellules
lymphoides et non lymphoides communiquent entre elles via des molécules messagers pour
créer un systéme immunitaire multi-fonctionnel. Les fonctions de ce systéme permettent
d’une part des réponses rapides innées et d’autre part des réponses spécifiques par le biais
d’un mécanisme de mémorisation des rencontres précédentes avec des antigenes étrangers. Ce
second type de réponse posséde une efficacité accrue en ciblant un agent infectieux
particulier. Le phénoméne de mémoire fait intervenir les lymphocytes. Ce mécanisme est
possible du fait de la présence de récepteurs spécifiques portés a la surface de cette catégorie
de cellules. Les réponses immunitaires innées sont médiées par les phagocytes
mononucléaires et les granulocytes, qui peuvent reconnaitre le corps étranger et répondre par
la phagocytose et I'inflammation.

Le systéme immunitaire chez les invertébrés repose sur les défenses innées. Cependant
il existe un mécanisme de reconnaissance du soi et du non-soi (Galloway et Delpledge, 2001).
Il est également caractérisé par une absence de phénoméne de mémoire immunitaire. Par
ailleurs, des barriéres physico-chimiques telles que la cuticule, la coquille et les couches de
mucus représentent une premicre ligne de défense contre les agresseurs chez la majorité des
invertébrés. Les invertébrés comptent un grand nombre de phyla ayant des origines
ancestrales et des évolutions différentes. Les composants immunitaires varient non seulement
d’une espéce a 'autre, mais également au sein de la méme espéce, en fonction du stade de
développement.

- Systeme circulatoire et cellules de défense

A l'exception des formes les plus primitives (éponges), qui présentent peu de
différenciation des organes et des fonctions, la plupart des invertébrés possédent un systéme
circulatoire et des cellules « sanguines », hémocytes ou coelomocytes, de grande diversité et
souvent d’origine incertaine.

Les mollusques bivalves possédent un systeéme circulatoire de type semi-ouvert,
comprenant un ceeur, des vaisseaux et des lacunes sous forme de sinus ou circule
I’hémolymphe contenant des cellules appelées hémocytes qui sont les supports de I'immunité
chez les mollusques bivalves (Cheng, 1981) (Figure 2). Différentes sous-populations
hémocytaires ont été identifiées par divers auteurs, mais leur description est souvent partielle
et la nomenclature hétérogéne. Afin d’établir une classification des types hémocytaires,
différents critéres peuvent étre utilisés : morphologiques, cytochimiques, fonctionnels et
moléculaires (Xue, 1998). Les hémocytes peuvent également étre présents dans les tissus.
Deux principaux types d’hémocyte sont observés chez les mollusques bivalves: les
hémocytes granuleux et les hémocytes agranuleux (appelés également hyalinocytes,
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Figure 2: Diagramme schématique représentant le systeme circulatoire de mollusques
bivalves (modifié par Cheng, 1981)



« macrophage-like » ou « monocyte-like ») (Auffret, 1985). Si les fonctions des différentes
sous-populations de granulocytes restent hypothétiques, 1’observation de types de granules
distincts suggere la possibilité de fonctions différentes, comme c’est le cas chez les vertébrés.
La dégranulation des granulocytes (libération de lysozymes et enzymes hydrolytiques) peut
intervenir dans la destruction des corps étrangers. Les hyalinocytes présentent les
caractéristiques morphologiques de cellules peu différenciées. Dans tous les cas, ces cellules
sont équipées d’un appareil lysosomial (Auffret, 1985).

Les hémocytes circulants ne semblent pas se multiplier dans 1’hémolymphe. Certains
auteurs supposent 1’existence d'un organe hématopoiétique particulier, d’autres considérent
que le tractus digestif pourrait intervenir comme centre d’hématopoiese (Lorteau et al., 1995 ;
Xue, 1998). Aucune de ces hypotheses n’a été vérifiée a ce jour.

- Meécanismes de défense

Les mécanismes de défense des bivalves impliquent les hémocytes ainsi que les
molécules présentes dans le sérum. Les travaux de Blaise et al. (2002) précisent que les
réponses impliquées dans 1’inhibition ou la stimulation du systeme de défense sont toutefois
largement influencées par le type de pathogéne considére.

= Meécanismes a médiation cellulaire

L’agrégation des hémocytes dite spontanée (en 1’absence de pathogéne) a lieu dans des
conditions stressantes, et particulieérement in vitro. En général, le contact avec des objets ou
I’agitation mécanique peuvent servir de stimulus (Auffret et Oubella, 1997). La formation
d’amas hémocytaires peut se rapprocher du phénomeéne de coagulation sanguine chez les
vertébrés, sauf que ce phénomene est réversible. L’agrégation permet la cicatrisation de plaies
ou l’immobilisation de corps étrangers. Certaines substances permettent d’inhiber ce
phénomeéne (Auffret et Oubella, 1997).

Par ailleurs, les hémocytes de mollusques bivalves peuvent phagocyter de nombreux
micro-organismes et particules (bactéries, levures, virus, globules rouges, protéines) (Auffret,
1985). Une fois phagocytées, les particules sont dégradées et les produits de dégradation
peuvent étre accumulés dans les vacuoles sous forme de pigments, comme la mélanine. La
phagocytose peut étre divisée en quatre étapes: attraction, adhérence, internalisation et
destruction (Cheng et Rodrick, 1975). Les trois premiéres phases reposent sur des capacités de
locomotion, transformation et communication hémocyte-cible. La quatrieme phase est celle
de la destruction ; elle peut faire intervenir deux sortes de phénomene :

a — La dégradation par des enzymes lysosomiales : les particules étrangeres
sont internalisées dans une vacuole de phagocytose (phagosome primaire). Ce dernier
fusionne avec des lysosomes qui contiennent des enzymes hydrolytiques, ce qui forme un
phagolysosome a 1’intérieur duquel les enzymes sont relarguées pour détruire les particules
étrangeres. Ces enzymes ont été mises en évidence chez différentes espéces de mollusques
bivalves, dont Crassostrea gigas (Xue et Renault, 2000). Cheng (1983) a montré que la
synthése de ces enzymes lysosomiales augmentait aprés un contact avec des bactéries.



b — La production et la libération de radicaux toxiques de I1’oxygene
(mécanisme de flambée oxydative) : les hémocytes des mollusques sont capables de produire
des dérivés de I'oxygene : radical anion superoxyde (O;’), peroxyde d’hydrogéne (H,0,),
radicaux hydroxyles (OH") (Toreilles et al., 1997). Ce systeme joue un role important dans
I’activité antimicrobienne des cellules phagocytaires. Il peut étre initié par divers processus
physiologiques tels que la phagocytose, les composants de la paroi bactérienne ou des agents
solubles. Cette réaction semble exister chez différentes espéces de mollusques bivalves
comme la moule commune, Mytilus edulis, qui peut synthétiser la myeloperoxydase
(Schlenck et al.,, 1991) et chez la moule méditerranéenne, Mytilus galloproviencialis
(Toreilles et al., 1997).

Au cours de la multiplication cellulaire et de la différenciation, de nombreuses cellules
sont produites en exces ou bien de fagon anormale. La mort cellulaire intervient alors en
detruisant et en éliminant ces cellules afin de maintenir un équilibre dans 1’organisme. Ce
phénomene apoptotique, fondamentale chez les vertébrés, a aussi ¢t¢ étudie chez les
invertébrés et largement chez les insectes (Claveria et al., 1998 ; Greene er al., 2003 ;
Ishikawa et al., 2003). Divers travaux de recherche ont permis de mettre en évidence le
phénomene apoptotique chez les invertébrés (Foster et al., 2000; Wiens er al., 2003),
notamment chez les bivalves marins telles que la moule, Mytilus galloproviencialis, (Micic et
al., 2001 ; Micic et al., 2002) et la palourde, Ruditapes philippinarium, (Renault et al.,
2001b). Ce phénomeéne a aussi été mis en évidence chez I’huitre européenne, Ostrea edulis, et
chez I'huitre creuse, Crassostrea gigas (Lacoste et al., 2002). Les travaux de Sunila et
LaBanca (2003) montrent que les meécanismes d’apoptose pourraient prévenir des
transmissions des maladies infectieuses chez I’huitre américaine, C. virginica. Egalement, les
travaux de Terahara ef al. (2003) ont mis en évidence la présence d’un peptide cellulaire dans
les hémocytes d’huitre creuse, C. gigas, qui serait impliqué dans 1’induction de 1’apoptose.

Elle est ¢galement activée en réponse a des infections par de nombreux virus (Ravzi et
Welsh, 1995). Ses caractéristiques (Terahara et al., 2003) correspondent a 1’arrondissement
des cellules, une condensation de la chromatine, une fragmentation de I’ADN cellulaire, des
transformations comme le bourgeonnement au niveau des membranes cellulaires (Cohen,
1994). L’apoptose est une réponse immeédiate face a une infection virale, en empéchant la
dissémination des agents pathogenes dans 1’organisme. Si la mort cellulaire programmée est
impliquée dans les défenses contre les infections virales, certains virus sont capables de
moduler ce mécanisme afin de persister dans I’organisme (Cohen, 1994). Certains herpesvirus
sont capables d’inhiber le processus de mort cellulaire programmeée leur permettant ainsi
d’assurer une infection productive dans les cellules cibles. A 1’'inverse, le phénomene
d’induction de I’apoptose est largement décrit chez les virus comme le VIH ou chez les
Herpesviridae vis a vis de cellules de I'immunité.

= Substances solubles présentes dans I’hémolymphe

Des substances circulantes intervenant dans les réactions de défense (lysozyme,
enzymes lysosomiales, peptides antimicrobiens) sont produites par des cellules et libérées
dans I’hémolymphe (Pipe, 1990).

Le lysozyme est une enzyme bactériolytique retrouvée dans le sérum comme dans les
hémocytes des bivalves (Cheng et Rodrick, 1975). Les autres enzymes lysosomiales (B3-
glucuronidase, phosphatase, estérase, peroxydase, aminopeptidase) sont également présentes
dans le sérum et dans les hémocytes (Xue et Renault, 2000). Ces enzymes sont contenues



dans les granules, présents dans les cellules phagocytaires. Les estérases participent a la
dégradation intracellulaire des corps étrangers (Auffret, 1985). Les aminopeptidases
catalysent 1’hydrolyse du peptide N-terminal des protéines et dégradent des protéines de
surface des parasites (Cheng er al, 1978). Les peroxydases interviennent dans la flambée
oxydative. La B-glucuronidase, les phosphatases acides, 1’amylase et la lipase ont également
¢teé recensées dans [’hémolymphe de plusieurs bivalves, notamment chez le clam, Mercenaria
mercenaria, (Cheng et Rodrick, 1975). Les lectines sont des molécules pouvant s’attacher a
des sucres. Elles servent dans les phénomenes d’agglutination et d’opsonisation, notamment
lors de la phagocytose d’agents infectieux (virus, bactéries, champignons et parasites) (Pipe,
1990).

Les protéines de stress (Heat Shock Proteins : HSP) interviennent lors de blessures,
d’infections et d’exposition a des métaux lourds. Ces molécules sont trés conservées dans le
regne animal. Elles peuvent étre induites par une augmentation de la température, une
variation de la salinité ou un choc osmotique.

Les oxydes nitriques synthétases (NOSs) catalysent la production d’oxyde nitrique qui
intervient en tant qu’agent anti-bactérien et anti-tumoral (Toreilles et al., 1999).

La phénoloxydase est une enzyme dépendante du cuivre et existe dans les cellules sous
forme d’un précurseur, la prophénoloxydase. Ce précurseur est activé sous l’action de
lipopolysaccharides via une cascade de sérines protéases pour aboutir & la formation de
phénoloxydase. Cette enzyme catalyse alors la réaction de conversion de substrats
phénoliques en quinones pour ensuite conduire a la biosynthése de mélanine (Gourdon et al.,
1998). Les composés formés semblent étre impliqués dans les mécanismes de reconnaissance
de particules étrangeres et d’opsonisation lors de la phagocytose et de la communication
intercellulaire (Soderhall, 1992). L’activité phénoloxydase a pu étre mise en évidence dans les
hémocytes de moules, Mytilus edulis, (Coles et Pipe, 1994), M. galloprovincialis (Carballal er
al., 1997), et Perna viridis (Asokan et al., 1997). Une activité de méme type a également été
détectée chez I’huitre creuse, Crassostrea gigas, et chez plusieurs especes de coquilles Saint
Jacques, Argopecten ventricosus et Nodipecten subnodosus (Smith et Soderhall, 1991 ; Luna-
Gonzales et al., 2003).

Les travaux de Mitta ef al. (2000) ont démontré la présence dans les hémocytes
circulants des moules de substances ayant des propriétés antimicrobiennes (défensines,
mytilines). Elles semblent étre présentes dans des sous-populations d’hémocytes spécifiques.
Elles interviennent dans la destruction des bactéries a 1’intérieur des phagocytes, puis sont
ensuite relarguées dans I’hémolymphe pour prendre part aux réponses systémiques. Ce type
d’action est unique et se rapproche davantage des phagocytes mammaliens que de ceux des
insectes.

La recherche sur les activités antivirales des ascidies a abouti dans les années 80 a
I’identification de Didemines et d’Eudistomines, molécules antibactériennes et antivirales,
notamment contre HSV-1 (Rinehart et al., 1981 ; Kobayashi et al., 1984). Par la suite, Azumi
et al. (1990), ont isolé une Halocyamine issue d’hémocytes d’ascidies inhibant la croissance
d’un rhabdovirus (virus de la Nécrose Hématopoiétique Infectieuse : NHI) et d’un birnavirus
(virus de la Nécrose Pancréatique Infectieuse : NPI). Cette activité a €té¢ mise en évidence in
vitro sur des cellules d’ovaire de truite. Le peptide Kahalalide E, présentant une activité anti-
HSV-2, a été isolé a partir du mollusque Elysia rufescens, par Hamann et al. (1996).
Tamamura et al. (1993) démontrent I’effet de la Tachyplesine issue d’hémocytes de limule,



Tachypleus tridentatus, sur le virus VIH-1. Parallelement Yasin ef al. (2000) démontrent une
activité anti HSV-1 et HSV-2 de cette méme molécule. Récemment, Maier er al. (2001)
décrivent deux molécules, les Liouvillosides A et B, issues de concombres de mer,
Straurocucumis liouvillei, de nature glycosidique et présentant des activités virucides contre
HSV-1 a de faibles concentrations. En 1990, Bacheére ef a/. ont mis en évidence in vitro une
substance issue de I’hémolymphe de Crassostrea gigas, capable de neutraliser I’activité du
coliphage T3. Cette activité serait due a une sérine protéase. Enfin, Lee et Maruyama (1998)
identifient a leur tour, un peptide issu d’un hydrolysat protéique d’huitre, C. gigas, intervenant
en tant qu’inhibiteur de la protéase du VIH-1.

11.2 Les virus

11.2.1 Généralités

Les virus sont des agents infectieux, capables de répliquer leur matériel génétique au
dépend de cellules hétes vivantes qu’ils infectent. Les fonctions métaboliques des cellules
hotes sont détournées au profit de la synthese de 1’acide nucléique (ADN ou ARN) et des
protéines virales, afin que le virus puisse se développer et se multiplier. Les virus peuvent étre
vus alors comme des assemblages supra moléculaires qui parasitent les cellules et ils différent
des autres organismes vivants par leur parasitisme intracellulaire obligatoire (Garrett et
Grisham, 2000). Les virus représentent un groupe qualitativement, mais aussi
quantitativement trés important.

[1.2.2 Pathologies virales rencontrées chez les bivalves marins

Les infections virales décrites chez les bivalves sont associées a des virus appartenant a
différentes familles de virus (Papovaviridae, Herpesviridae, Iridoviridae, Togaviridae,
Retroviridae, Paramyxoviridae et Reoviridae) (Farley, 1978 ; Matthews, 1982 ; Elston, 1997).
Cependant, parmi les maladies infectieuses observées chez les bivalves marins, les infections
virales sont souvent mal connues en raison d’une certaine inadéquation des techniques de
diagnostic utilisées (histologie) par les laboratoires impliquées dans les analyses lors
d’épisodes de mortalités anormales rapportées chez les bivalves. La microscopie photonique
demeure en effet insuffisante en cas de pathologie virale si elle n’est pas complétée par
d’autres approches telles que la microscopie €lectronique, la recherche d’effet cytopathogéne
sur lignées cellulaires ou encore la détection de 1’agent infectieux a l’aide de réactifs
spécifiques. Les avancées scientifiques n’ont a ce jour pas permis le développement de
lignées cellulaires de mollusques bivalves. La recherche in vitro d’effets cytopathogénes en
systtme homologue est donc impossible. Par ailleurs, I’absence de cellules productrices
d’anticorps chez les invertébrés fait que seul le diagnostic direct (recherche de I’agent
infectieux lui-méme) est envisageable (Renault, 1998). Parmi les nombreux cas de mortalités
a caractere épizootique observés chez les coquillages et dont I’étiologie est restée inconnue a
ce jour, il est fortement présumé que certains de ces épisodes aient pu étre liés a des virus non
détectés.

En France, diverses maladies infectieuses parmi lesquelles des épizooties d’origine
virales ont marqué 1’ostréiculture. Des mortalités massives ont été observées en 1967 chez
I’huitre portugaise, Crassostrea angulata, dans le bassin de Marennes-Oléron (Charente-
Maritime, France). Elles ont gagné tout le territoire en 1968 et ont été rapportées jusqu’en
1970 (Alderman et Gras, 1969). Comps ef al. (1976) ont alors montré que ces mortalités

10



¢taient associées a la détection d’un virus apparenté a la famille des Iridoviridae (Comps,
1970 ; Comps et al., 1976 ; Comps et Bonami, 1977). Un second virus, a été associé a une
nouvelle vague de mortalités de 1970 a 1973 conduisant a la disparition quasi totale de C.
angulata sur le littoral atlantique frangais. Depuis 1975, l'ostréiculture frangaise repose
essentiellement sur I’exploitation de I’huitre creuse, C. gigas, espéce de substitution de C.
angulata. Cependant, apparemment moins sensible aux infections a iridovirus elle ne semble
pas étre a 1’abri d’infections virales et notamment par des virus de type herpés.

11.2.3 La famille des Herpesviridae

Les virus appartenant a la famille des Herpesviridae constituent les agents étiologiques
de nombreuses maladies. Ils ont la facult¢ d’infecter un large spectre d’hoéte : aussi bien les
hommes, les mammiferes, les oiseaux que les reptiles (Roizman et al., 1992 ; Minson et al.,
2000) et récemment les mollusques bivalves (Renault, 1998 ; Arzul et Renault, 2002 ;
Davison et al., 2005). La particularité des Herpesviridae concerne leurs propriétés structurales
et physiologiques communes (Agut et al,, 1997). Ce sont des virus @ ADN double brin,
enveloppés qui persistent de fagon définitive dans I’hdte aprés une primo-infection.
L’infection demeure sous forme latente, mais peut conduire a des réactivations qui
correspondent a une reprise de la multiplication active du virus.

Les herpesvirus sont parmi les plus nombreux et les plus complexes de tous les virus
(Roizman et Batterson, 1985). Leur spécificité d’hote indique qu’ils ont pu et su évoluer avec
leur hote durant de longues périodes (Davison, 2002).

Les différents virus de la famille des Herpesviridae présentent quatre éléments de
structure commune : un nucléoide ou core contenant I'information génétique virale, une
capside entourant le nucléoide, un tégument et une enveloppe (Francki et al., 1991) (Figure
3). La taille des particules virales matures est comprise entre 90 et 300 nm en fonction de
I’épaisseur du tégument (Roizman et Batterson, 1985). L’information génétique des
herpesvirus est portée par un ADN double brin linéaire contenu dans le nucléoide. La taille de
cet ADN varie de 100 a 240 kpb et porte soixante-dix a deux cents geénes en fonction du virus
considéré (Furlong et al., 1972 ; Kieff et Shenk, 1998). La capside protéique de symétrie
icosaédrique de 125 nm de diameétre environ est constituée par l’assemblage de 162
capsomeres dont 12 pentamériques et 150 hexamériques (Minson et al., 2000). Le tégument
est présent entre la capside et I’enveloppe virale, de fagon asymétrique. Il correspond a une
structure fibreuse composée de protéines spécifiques et dont la taille varie selon le type de
virus (Roizman et Furlong, 1974). L’enveloppe de morphologie sphérique, dérive de la
membrane du réticulum endoplasmique ou du Golgi de la cellule hote. Elle est caractérisée
par une double couche de phospholipides d’origine cellulaire et modifiée par I’insertion de
protéines et de glycoprotéines virales. Elle est indispensable a 1’infectiosité des particules
virales et détermine la morphologie sphérique du virus.

Dans son hote, lorsque les conditions sont favorables, le virus se multiplie induisant
ainsi une lyse cellulaire. Le cycle viral aboutissant a la production de particules virales filles,
se décompose en plusieurs étapes : la pénétration du virus dans la cellule hote, les syntheses
virales, la réplication de I’ADN virale et I’assemblage et la libération des particules virales
filles.
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Figure 3 : Schéma représentant la structure générale d'une particule virale
de type herpes (d'aprés RENAULT et al., 1997)



11.2.4 OsHV-1 : un herpesvirus infectant les bivalves

L herpesvirus de I’huitre, OsHV-1 (Ostreid Herpesvirus 1), récemment identifié comme
le virus de la famille des Herpesviridae infectant les larves d’huitre creuse, Crassostrea gigas,
possede des caractéristiques communes aux autres herpesvirus (structure, taille, etc.).

Le génome du virus OsHV-1 est composé d'un ADN double brin linéaire de 206 kpb
dont le pourcentage en G+C est de 39% (Arzul et Renault, 2002 ; Davison, 2002 ; Davison et
al., 2005). La capside, de symétrie icosaédrique, est un assemblage de 162 capsomeres dont
12 pentamériques et 150 hexamériques (Arzul et Renault, 2002 ; Davison et al., 2005). Cette
structure est comparable a celle du virus de I’herpés simplex 1 (HSV-1), virus de vertébrés de
la sous-famille des alphaherpesvirus.

OsHV-1 est un nouveau membre de la famille des herpesvirus. Il est le seul représentant
décrit a ce jour chez les invertébrés. Cependant si OsHV-1 présente des homologies avec
HSV-1 dans la structure et I'organisation de son génome, il n’en est pas de méme quant aux
séquences des geénes. En effet, le séquengage du génome complet de OsHV-1 (Davison et al.,
2005) et les séquences obtenues ont permis d’identifier un certain nombre de geénes et
notamment :

= Sept génes codant pour des enzymes (ADN polymérase, désoxyuridine
triphosphatase, ribonucléotide réductase, hélicase, terminase et primase).

= Sept genes codant pour des protéines similaires a des protéines
inhibitrices de ’apoptose (Inhibitor Apoptosis Protein, IAP). Considérant le fait que les virus
infectant les insectes et les crustacés (baculovirus et entomopoxovirus) codent également pour
des IAPs, la voie apoptotique en réponse aux infections virales, semble étre privilégiée par les
invertébrés.

*= Dix genes codant pour des protéines membranaires. Dix sept autres
protéines présentent un domaine hydrophobe suggérant une possible association avec des
membranes.

L absence de lignées cellulaires provenant de bivalves marins ainsi que 1’impossibilité
d’infecter d’autres lignées cellulaires avec OsHV-1, ne permet pas actuellement 1I’étude du
cycle de réplication de OsHV-1 in vitro (Le Deuff e al., 1994 ; Renault ef al., 1995 ; Deniau,
2000).

Le développement d’outils moléculaires (PCR et hybridation in sifu) a permis de
détecter OsHV-1 chez des individus adultes asymptomatiques (Arzul er al.. 2002). Les huitres
adultes étudi€es, ne développant pas de symptomes et ne présentant pas de mortalités étaient
infectées par OsHV-1. Ces résultats semblent indiquer que ce virus persiste dans son hote
apres une primo-infection (Arzul et al.. 2002).

Il y a peu de connaissances concernant les mécanismes de défense vis a vis des agents
infectieux viraux chez les espéces aquacoles marines. Un projet de recherche financée par
["Union Européenne (Anti Viral Infection Non-Specific Immunity : AVINSI) est en cours de
réalisation et a pour objectif d’isoler et de caractériser des molécules antivirales chez
différentes espéces d’intérét aquacole, d’identifier des genes cellulaires de bivalves, de
crustacés et de poissons, induits lors d’une infection virale et enfin d’étudier I’expression de
genes inhibiteurs d’apoptose chez ces mémes organismes. Dans le cadre de ce projet, le
Laboratoire de Génétique et Pathologie (LGP) (Station Ifremer de La Tremblade, (Charente-
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Maritime), a permis d’identifier des genes cellulaires viro-induits par OsHV-1 dans des
hémocytes d’huitre creuse, Crassostrea gigas, par la technique d’Hybridation Suppressive
Soustractive (SSH) (Tableau 1). De part leur homologie avec des geénes identifiés chez
d’autres organismes, une interprétation de leur role peut étre proposée. Ainsi, les glypicans
servent de récepteurs pour différents virus et en particulier les herpesvirus (Xia er al., 2002) et
pourraient alors étre les récepteurs a OsHV-1 chez I'huitre creuse. Plusieurs génes sont
également impliquées dans les mécanismes de transduction de signal (une nucléoporine, la
protéine Ras 3, une oxydase, la phospholipase C, la pompe Na+/K+ ATPase), de dégradation
d’agents étrangers (protéine du péroxisome, 1’'ubiquitine) ou d’apoptose (la protéine PNAS-2).
L’ubiquitine intervient notamment dans la dégradation de particules étrangeres et pourrait étre
une réponse des organismes face aux infections virales.

II.3  Les pesticides

11.3.1 Définition et utilisation

Les pesticides sont définis comme étant des substances destinées a lutter contre des
organismes « indésirables ». Ils regroupent des composés organiques et inorganiques a action
plus ou moins spécifiques, tels que les herbicides, les fongicides et les insecticides, qui sont
les trois plus importants types de produits utilisés.

En France, les pesticides appelés aussi produits phytosanitaires, sont utilisés
principalement en agriculture. D’un point de vue économique, I'utilisation de pesticides
apparait bénéfique : en I’absence de traitements, les rendements de production seraient
diminués. Les autres utilisations sont liées aux industries (bois, textile, agro-alimenatire) ou
aux traitements des voies ferrées et des routes.

L’utilisation de substances de synthése telles que les pesticides pose cependant des
problémes en matiére de santé publique et de dommages sur les écosystemes. Aucun pesticide
introduit dans [’environnement ne peut é&tre considéré comme étant inoffensif. Les
préoccupations concernant les effets de pesticides ne sont apparues que récemment, avec
I’augmentation du nombre de molécules synthétisées et I’extension de leur utilisation.

[1.3.2 Ecotoxicité des composés

Comparée a 1’étude de la toxicité chez I’homme, celle de la toxicité pour les especes
environnementales passe souvent au second plan. Cependant, il a été mis en évidence, par
exemple, une corrélation entre I’activité acétylcholinestérasique des poissons et 1’épandage de
pesticides organophosphorés sur les zones cotieres (http:/www.pesticideinfo.org
/Detail_Chemical.jsp). L’atrazine est un herbicide appartenant a la famille des triazines tres
persistant dans les sols. Il est peu accumulé chez les poissons et les autres animaux
aquatiques. Gagnaire ef al. (2003) n’ont pas observe d’effets de 1’atrazine sur les paramétres
hémocytaires (mortalit¢é hémocytaire, estérase, peroxydase, lysosome, phagocytose,
pourcentage de granulocytes) testés chez Crassostrea gigas. Cette molécule est pourtant
connue pour sa geénotoxicit¢ (Bouilly er al., 2002) et ses actions perturbatrices du
développement embryonnaire chez cette méme espece. L’atrazine a aussi causé un taux de
mortalité ¢levé (60 a 70%) a des concentrations de 0,1 et 0,2 mg/L apres deux mois
d’exposition chez des adultes de C. gigas (Moraga et Tanguy. 2000). Les effets de 1’atrazine
susceptibles d’affecter les organismes aquatiques sont trés variés. Des effets sur la capacité de
développement, le potentiel reproducteur, le comportement, le métabolisme, la photosynthese,
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Espéce a I'origine de
Genes cellulaires identifiés I'identification
Sous-unité alpha de la pompe Na+/K+ ATPase (ATPa) Crabe
Nucléoporine 98 (Nuc) Homme
Protéine Finger (Fing) Xénope - Souris
Protéine RAS 3 (Ras) Drosophile
Protéine précurseur du Glypican-6 (Gly) Homme — Souris
Protéine de I’apoptose PNAS-2 (PNAS) Homme
NADPH Oxydase (Oxy) Homme
Protéine du péroxisome (Per) Poisson z¢bre
Phospolipase C (Phos) Homme
Facteur d’¢longation d’acides gras (E2F) Macaque
Calmoduline Oursin
Ubiquitine E| Poisson rouge
Protéine Rhol Drosophile

Tableau 1 : Génes cellulaires viro-induits par OsHV-1, nouvellement identifiés chez 1’huitre
creuse, Crassostrea gigas.



la croissance, la mortalité ont été reportés et montrent des modes d’action de 1’atrazine
différents selon les organismes. La terbutylazine, un algicide, un bactéricide et un
bactériostatique appartenant a la famille des triazines comme |’atrazine, persiste dans les sols
car peu sensible a I’hydrolyse et a la photolyse. Il est légerement toxique vis a vis des
invertébrés aquatiques, mais peut devenir trés toxique pour les especes d’invertébres vivant au
niveau des estuaires (Environnemental Protection Agency: EPA, 1995). Le diuron, un
herbicide appartenant a la famille des urées substituées, est également persistant dans les sols.
[l est modérément toxique pour les poissons, mais toxiques pour les invertébrés aquatiques
(http://extoxnet.orst.edu/pips/diuron.htm). Nebeker et Schuytema (1998) ont conduit des tests
de toxicité¢ du diuron en suivant des effets sur la survie, la croissance et les embryons de
quatre espeéces de grenouille. Les résultats sont statistiquement significatifs pour des
concentrations en diuron de I’ordre de 7 mg/L, concentration non retrouvée dans le bassin de
Marennes-Oléron (Charente-Maritime, France) ou elle se situe a 0,51 pg/L. Le carbaryl, un
insecticide de la famille des carbamates, est également utilisé comme molluscide. Il est non
toxique pour les oiseaux et modérément toxique pour les poissons ou il est rapidement
meétabolisé. De plus, il est peu persistant dans les sols (demi-vie de 7 a 14 jours) en raison
d’une dégradation par les bactéries et la lumiére (http://extoxnet.orst.edu/pips/carbaryl.htm)
Le glyphosate, un herbicide non sélectif, apparait comme peu toxique pour les poissons et
modérément  toxique pour les invertébrés aquatiques  (http:/extoxnet.orst.edu/
pips/glyphosate.htm). Néanmoins, des effets de ce composé ont été montrés sur le
développement, la croissance et la  physiologie des mollusques
(http://www.pesticideinfo.org/Detail_Chemical.jsp). L’alachlore, un herbicide de la famille
des chloroacétamides, est décrit comme peu toxique chez les invertébrés marins et fortement
toxique pour les plantes aquatiques (EPA, 1998). Des effets toxiques sont également rapportés
sur le phytoplancton et le zooplancton en terme de mortalité, reproduction et développement
(http://www.pesticideinfo.org/Detail_Chemical.jsp). Le fosetyl-al, un fongicide, est considérée
comme sans risque vis a vis des oiseaux et des poissons (EPA, 1991). Des effets ont été
observés néanmoins sur les mollusques (intoxication), les poissons (mortalités), le
zooplancton et le phytoplancton (http://www.pesticideinfo.org/Detail _Chemical.jsp).

[1.3.3 Relations entre polluants et sensibilité aux maladies infectieuses

Le systetme de défense des huitres repose essentiellement sur les hémocytes, qui
possédent différentes activités, notamment la phagocytose, la production et la libération de
molécules actives, et la destruction de corps étrangers (virus, bactéries et parasites).
[ altération des fonctions hémocytaires chez les bivalves marins exposés a des contaminants
environnementaux peut étre associée a I’augmentation de la sensibilité aux maladies (Cheng,
1988 : Alvarez et Friedl, 1992 ; Sami er al., 1993 ; Chu et Hale, 1994 ; Coles er al., 1994,
1995 ; Pipe et al., 1999 ; Chu er al., 2002). Une étude rapporte 1’effet du paraoxon, de
I’éserine et du DFP (di-isopropylfluorophosphate) sur les estérases de la moule, Mytilus
edulis, aprés 24 heures de contact in vivo a 3 mM (Galloway et al., 2002).

Les données disponibles a I’heure actuelle montrent une altération des capacités du
systéme immunitaires chez les mollusques bivalves et en particulier des huitres exposees a
différents types de contaminants tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
(Sami er al., 1993 ; Coles et al., 1994 ; Wooton et al., 2003), Les pesticides (Baier-Anderson
et Anderson, 2000), les métaux lourds (Auffret e al., 2002 ; Gagnaire et al., 2004) ou encore
les sédiments contaminés par différentes molécules (Olivier ef al., 2003).
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III. MATERIEL ET METHODES
II1.1  Matériel biologique
Les huitres utilisées proviennent de 1’écloserie de la station Ifremer de La Tremblade
(Charente-Maritime, France). Elles sont agées de deux ans et mesurent environ Scm. Les
animaux sont maintenus en bac de 100 litres. La température de 1’eau est progressivement
augmentée d’un degré par jour pour atteindre une température finale de 19-20°C puis les
animaux sont maintenus a cette température.

[11.2  Protocoles expérimentaux

111.2.1 Exposition aux xénobiotiques

Les huitres, aprés acclimatation a 19-20°C, sont disposées dans deux bacs de 100 litres
dont un sert de témoin et I’autre a la contamination par un cocktail de pesticides : carbaryl,
diuron, atrazine, terbutylazine, alachlore, metolachlore, glyphosate et fosetyl-al (Figure 4).
Les concentrations utilisées sont proches de celles retrouvées dans le bassin de Marennes-
Oléron (Tableau 2) (RNO, 2002 et GRAP, 2002). Ce mélange a été définis sur la base des
tonnages épandus en Charente-Maritime et de la toxicité des composés. Chaque bac contient
150 huitres. La température est ajustée a 20°C grace a un systeme de résistances et un bullage
est installé dans les bacs. L’eau des bacs est changée tous les jours (Figure 5). L’apport de
nourriture est réalisée avec du phytoplancton, produit a 1’écloserie Ifremer de La Tremblade, a
raison de 5 litres par bacs (Chaetoceros gracialis). La contamination se déroule pendant huit
jours au minimum, durée au bout de laquelle des premiers effets sur les hémocytes peuvent
étre observés, notamment une diminution de la phagocytose. Cette manipulation a été
¢laborée et optimisée dans le cadre d’un travail de thése sur I’immunomodulation chez
I"huitre creuse, Crassostrea gigas, par des pesticides (Gagnaire, communication personnelle).

I11.2.2 Essais d’infection par inoculation d’un brovat de larves infectées dans
la cavité péricardique

- Origine du virus OsHV-1
a — Broyat de larves axéniques infectées fraiches
=  Production de larves axéniques

Les géniteurs, qui proviennent de 1’écloserie IFREMER de La Tremblade (Charente-
Maritime), sont tout d’abord brossés sous 1’eau courante, rincés a 1’alcool (70%) et séchés
sous hotte a flux laminaire. Ensuite, les huitres sont ouvertes avec un couteau stérilisé a
I’alcool. Les animaux sont alors rincés successivement avec de 1’eau de mer filtrée a 0.22um,
autoclavée et additionnée de Tween 80 (0.1%) et de I'eau de mer filtrée a 0.22pum autoclavée.

Pour identifier males et femelles, des gametes sont prélevés a 1’aide d’un couteau stérile
et observés au microscope photonique. Seuls les individus possédant des gametes adaptés a
une fécondation (ovocytes en forme de poire et spermatozoides mobiles) sont sélectionnés et
traités a la Bétadine (10%) (ringage, puis contact de 10 minutes).
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Figure 4 : Structure chimique des pesticides utilisés
Nom Carbaryl | Diuron | Atrazine | Terbutylazine | Alachlore | Metolachlore | Glyphosate | Fosetyl-al
Concentration
(ng/L) 0,05 0.5 0.7 0.6 0.8 0.6 0.7 0.6

Tableau 2 : Concentration des pesticides utilisée pour la contamination des huitres



Apres scarification de la gonade a ’aide d’une lame de scalpel stérile, les gametes sont
prélevés a 'aide d’une pipette stérile par aspiration, puis distribués dans un Erlen-Meyer
contenant 200 mL d’eau de mer filtrée a 0,22 um et autoclavée. La fécondation est effectuce
pendant une heure avec une proportion de 15 spermatozoides pour un ovocyte a 23-24°C. Les
ceufs fécondés sont répartis dans huit bouteilles contenant 500 mL d’eau de mer filtrée,
autoclavée et additionnée d’antibiotiques (acide oxolinique a 0.1 mg/L, kanamycine a 0.1
mg/L, érythromycine a 0.1 mg/L, pénicilline G a 0.75 mg/L, streptomycine a 1.5 mg/L et
fluméquine a 30 pg/L) a raison de 1000 ovocytes fécondés par mL. Les ovocytes sont
comptés a 1'aide d’une cellule de Sedgewick. Les larves axéniques sont maintenues sans
bullage ni apport de nourriture a une température de 23°C, puis 26°C apres |’infection.

= Infection des larves axéniques

Des échantillons de larves congelées issues d’¢épisodes de mortalités survenus en 2004 a
I’écloserie Ifremer de La Tremblade (Charente-Maritime), contrélés comme infectées par
PCR, sont utilisés. Cinq cents milligrammes de ce matériel sont broyés au piston Pellet stérile,
puis repris dans 10 mL d’eau de mer filtrée et autoclavée. Apres une centrifugation (2000 g,
10 minutes a 4°C), le surnageant est récupéré, puis filtré a 0.22um et enfin distribué¢ dans
quatre bouteilles contenant les larves axéniques agées d’environ huit jours. Les quatre autres
bouteilles servent de témoin négatif.

Apres sédimentation (de 48 a 72 heures apres inoculation), les larves sont récupérées et
reprises dans de I’eau de mer filtrée stérile afin de préparer la suspension virale. Le poids des
larves est d’environ 500 mg. Des contréles en PCR et en RT-PCR permettent de s’assurer de
I’infection des larves.

b — Broyat de matériel biologique infecté congelé

Un essai d’infection des huitres a été réalisé avec un broyat préparée a partir de larves
congelées issues d’épisodes de mortalités survenus au cours de 1’été 2004 a I’écloserie Ifremer
de La Tremblade (Charente-Maritime), archivées au laboratoire et contrélées comme infectées
par PCR. Ce matériel biologique a été de nouveau contrdlé en PCR pour les essais d’infection.

- Inoculation dans la cavité péricardique

Les huitres contaminées par le mélange de pesticides et non contaminées sont
anesthésiées par balnéation dans une solution de chlorure de magnésium (MgCly) : 250g
MgCl; sont ajoutés a un melange d’eau de mer et d’eau douce (2/3), pendant trois heures.

Pendant I’anesthésie, le broyat est préparé. Les larves axéniques infectées ou le matériel
biologique infecté congelé, sont repris dans 300uL. d’eau de mer filtrée stérile, puis broyées
au Piston-Pellet dans la glace. Dix millilitres d’eau de mer filtrée stérile y sont ajoutées. Cette
suspension est centrifugée pendant 10 minutes (1500 g par minute) a 4°C. Le surnageant est
ensuite filtrée a 0,22um. Le filtrat sert a I’inoculation dans la cavité péricardique des huitres.
Des contrdles en PCR sont réalisés pendant cette préparation afin de déterminer si il y a
présence de virus dans la suspension virale ainsi préparée. Les témoins sont réalisés avec un
broyat de larves axéniques controlées comme non infectées en PCR ou avec de I’eau de mer
stérile, filtrée a 0,22 pm.

Apres trois heures dans la solution de chlorure de magnésium, les deux valves des
huitres sont ouvertes laissant apparaitre la cavité péricardique. Les huitres contaminées avec
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Figure 5: Apercu du dispositif expérimental pour la contamination des huitres par des
pesticides.



les pesticides et non contaminées sont alors inoculées a 1’aide d’une seringue de 1 mL et
d’une aiguille de 0,9*%25 mm avec 50 pL de la suspension préparée précédemment. Les
huitres inoculées sont ensuite placées dans des aquariums de quatre litres a raison de 30
huitres par aquarium. Un bullage assure I’oxygénation des aquariums et I’apport de nourriture
se fait avec du Chaetoceros gracialis. La mortalité des animaux est relevée tous les jours.

Pour résumé, deux expériences ont été réalisées, la premiére en prenant le matériel
congelé infecté pour préparer le broyat servant a I'inoculation. Dans ce cas, de I’eau de mer
stérile et filtrée a 0,22 um a servi de controle négatif. La deuxiéme en prenant des larves
axeniques infectées fraiches pour préparer le broyat servant a 1’inoculation. Dans ce cas, un
broyat de larves axéniques non infectées a servi de témoin (Figure 6).

1 expérience : Tgpy TV1 TV2 / Pepy PVI PV2 = 6 aquariums

2™ expérience : Ty TVI® TV2' / Py PVI® PV2’ =6 aquariums

Figure 6 : Schéma du dispositif des aquariums des deux expériences d’infections (T : huitres
non contaminées ; P : huitres contaminées par des pesticides ; V : aquarium inoculé avec le
broyat issu de larves axéniques infectées; V' : aquarium inoculé avec le broyat issude
matériel congelé infecté ; EDM : inoculation d’eau de mer stérile, filtrée a 0,22 um; Ls:
inoculation d’un broyat de larves axéniques non infectées).

111.2.3 Prélévement d’hémolymphe

Apres 24 et 48 heures post-inoculation, I’hémolymphe de dix huitres par bacs est
prélevée dans le muscle adducteur a 1’aide d’une seringue de 1 mL et d’une aiguille de 0,9*25
mm. Environ 1 mL d’hémolymphe par huitre est prélevé. L’hémolymphe des dix animaux est
poolée afin de diminuer les variations inter-individuelles, puis centrifugée pendant 10 minutes
a 4°C (1500 g par minute). Le culot contenant les hémocytes est repris dans 1,5 mL de Trizol
afin d’extraire '’ARN et conservé a —20°C.

[11.3 Techniques d’analyse moléculaire

111.3.1 Extraction d’ARN

Les ARN des hémocytes sont extraits suivant le protocole du fournisseur Gibco BRL
(Annexe 1). Il est basé sur I'utilisation d’un réactif contenant du phénol et de 1’isothiocyanate
de guanidine appelé Trizol®. La qualit¢ des ARN est controlée par une méthode
spectrophotométrique et par ¢lectrophorése en gel d’agarose (1%).

111.3.2 Recherche d’ADN et d’ARN viraux

Le virus OsHV-1 est recherché dans les échantillons d’ARN extraits d’hémocytes en
PCR et RT-PCR avec des amorces spécifiques de OsHV-1. Trois couples d’amorces sont
utilisées : OHV1/OHV2, Gpl/Gp2 et IAP1/IAP2. Le premier couple permet d’amplifier une
zone codant pour deux protéines de fonction inconnue, le deuxiéme couple un fragment du
gene Gp codant pour une glycoprotéine putative et le troisieme couple un fragment d’un gene
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codant pour une protéine virale ayant des homologies avec une protéine inhibitrice de
[’apoptose.

[11.3.3 Suivi de I’expression de génes cellulaires par RT-PCR semi-quantitative

Neuf genes cellulaires d’intérét sont suivis en RT-PCR semi-quantitative : sous-unité
alpha de la pompe Nat+/K+ ATPase (ATPa), nucléoporine 98 (Nuc), protéine finger (Fing),
protéine RAS 3 (Ras), précurseur du glypican-6 (Gly), protéine d’apoptose PNAS-3 (PNAS),
NADPH oxydase (Oxy), phospholipase C (Phos) et protéine du péroxisome (Per).

Un gene cellulaire témoin dont 1’expression est homogene dans les deux populations
d’ARN est ¢galement suivi en RT-PCR afin d’estimer et de controler les quantités d’ARN au
debut de la RT-PCR. Ce gene code pour la sous-unité ribosomale 28S (DNAX).

Des amorces spécifiques de ces génes ont éte dessinées puis fabriquées par I’entreprise
Eurogentec (Tableau 3).

Le kit « Access RT-PCR system » de Promega est utilisé pour réaliser les analyses en
RT-PCR. Le mix réactionnel est présenté dans le tableau 4 :

Volume (pL) [Concentration finale
Tampon 5X 20 1X
dNTP (10mM) 2 0,2mM
MgSQ, (25mM) 4 1imM
Amorce 1 0,5 1uM
Amorce 2 0,5 1uM
Reverse Transcriptase (5u/uL) 2 0,1u/pL
Tl DNA polymerase 2 0,1u/pL
ARN 2 2ng
Eau 66

Tableau 4 : Préparation du mix réactionnel pour la RT-PCR
(en bleu : parametres optimisés)

La quantit¢ de MgSO4 est optimisée pour chaque gene étudié. Afin de comparer
’intensité du signal, la RT-PCR est réalisée avec la méme quantité d’ARN pour chaque
¢chantillon : 100 ng/uL.

Le cycle de la réaction est le suivant :
45°C pendant 45 minutes : reverse transcription

94°C pendant 2 minutes : inactivation de la reverse transcriptase
94°C pendant 30 secondes : dénaturation

0O 00O

60°C pendant 1 minute : hybridation (cette température varie suivant les

40 cycles S y .
y amorces utilisées a cause de la température de fusion : Tm)

o}

68°C pendant 2 minutes : ¢longation
o 68°C pendant 7 minutes : extension finale

Afin d’¢tudier I’évolution de I'intensité du signal en fonction du nombre de cycle de
PCR, 7 uL de la réaction sont prélevés tous les cycles a partir du 19 cycle jusqu’au 27°™
cycle. Ensuite 7 puL sont préleves au cycle 30, 33 et 40. Cette maniere de prélever élimine le
cycle d’extension final a I’exception du 40°™ cycle.
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Nombre

Génes cellulaires |Nom des amorces Séquence des amorces de bases | Tm (°C)| Amplicons (pb)
Sous-unité ribosomal
28S (DNAX) DNAxI1 AAGGGCAGGAAAAGAAACTAAC 22 62 350
DNAx2 TTTCCCTCTAAGTGGTTTCAC 21 60
Sous-unité alpha
Nai/K ATPase ATPal AGGCAAGTGTTCTTGGTTGG 20 60 159
(ATPa)
ATPa2 GCTCACATGTGGTTTGATGG 20 60
Nucl¢oporine 98 Nucl ACCTGCCAAGTTAGGTGGTG 20 62
(Nuc) 184
Nuc2 TGAGGTCCACATTCCATCAA 20 58
Protéine finger (Fing) Fingl TCTCATTCCAGGCCAATTTC 20 58
Fing2 CTGAGGCAGTCTCTGGTTCC 20 64 155
Ras? TCCATCAGAATAGGCCGAAC | 20 60 0
Précurseur du Glyl GCCTACCACTCGAACTCAA 19 58
Glypican-6 (Gly) 166
Gly2 TCACCCTCAGGCTGTTTTCT 20 60
Protéine d'apoptose PNASI GCAACTACCGGTAAAACATGC 21 62
PNAS-2 (PNAS) 226
PNAS2 GAGCATGAAGGAAGGAAACG 20 60
NADPH oxidase OXY1 AGCTGTTTGGTCCAATGTCC 20 60
(Oxy) 190
OXY2 CATCTGGGGTGTGTCATCTG 20 62
Protéine du Perl TGCCTGTTGAATACCGTGTTA 21 60
peroxisome (Per) 250
Per2 TTGGAATCTCACATATCAAGCA 22 60
Phospholipase C Phosl GCTCAGCCTCTTTCTGGATG 20 62
(Phos) 217
Phos2 GGGCAGTAGGACAGACTCCA 20 64

Tableau 3 : Séquence et caractéristiques (nombre de bases et température d’hybridation : Tm)
des amorces des genes cellulaires étudiés et la taille des amplicons attendus.




111.3.4 Analyse électrophorétique

Les produits de PCR ou RT-PCR sont déposés sur gel d’agarose (1%) pour effectuer une
¢lectrophorese. Une caméra numérique permet la numérisation des photos du gel afin de
permettre 1’analyse d’image.

Un schéma récapitulatif des expérimentations est présenté en figure 7.
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Figure 7 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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V. RESULTATS
IV.1 Essais d’infection virale

IV.1.1 Utilisation du matériel biologique infectée congelé

- Controle du matériel biologique

De I’ADN viral a été détect¢ en PCR sur les larves congelées et archivées servant a la
préparation du broyat pour I'inoculation des huitres adultes (Figure 8).

- Recherche d’ADN/ARN viraux dans les hémocytes d’huitres adultes
avant regu une injection de brovat de larves infectées

Un essal préliminaire d’infection sur des huitres non contaminées par des pesticides a
¢té réalisé avec du matériel biologique infecté congelé. De I'’ARN viral a été détecté en RT-
PCR dans les hémocytes des huitres inoculées apres 48 heures (V1 et V2, Figure 9).
Neéanmoins, I'intensité du signal est nettement plus importante dans ’un des deux aquariums
(V2) (Figure 9). Une bande de faible intensité est également observée 48 heures apres
inoculation pour 1'échantillon d’ARN provenant d'un lot t¢émoin (T2, Figure 9). Aucune
mortalité n’a été relevée durant cet essai.

Dans une seconde étape, un essai d’infection avec le méme matériel biologique infecté
congelé a été réalisé. La présence d’ADN et d’ARN viraux dans les hémocytes d’huitres
contaminées et non contaminées que ce soit a 24 heures ou 48 heures post-inoculation, n’a pas
¢té montrée. De plus, aucune mortalité n’a été observée dans les deux types de population.

IV.1.2 Utilisation de larves axéniques infectées fraiches

- Production de larves axéniques infectées et recherche d’ADN/ARN
viraux

Deux essais d’infection de larves axéniques pour préparer le broyat servant a
I"inoculation des huitres adultes ont été effectués. La sédimentation des larves axéniques a été
observée pour les bouteilles « infectées » lors des deux essais. Elle a permis d’apprécier 1'état
d’infection de ces larves. Aucune sédimentation n’a ¢té détectée dans les bouteilles témoins.
Cependant, les contréles en PCR et en RT-PCR sur les larves provenant des bouteilles
« infectées » n’ont pas montré la présence d’ADN et d’ARN viraux. Il en est de méme pour
les larves provenant des bouteilles témoins.

Le controle du matériel biologique (larves axéniques fraichement produites) avant
injection aux huitres adultes n’a pas permis la détection de virus en PCR pour les deux essais
d’infection réalisés. Malgré ces résultats, les larves provenant du second essai ont été utilisées
pour réaliser une injection chez les huitres adultes.
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800 pb
600 pb

750 pb

Figure 8 : Contrdle du matériel biologique par PCR avec I’'amorce OHV (B : broyat pur ; B
0.45 : broyat filtrée a 0.45 pm ; B 0.22 : broyat filtrée a 0.22 pm).

600 pb

400 pb

Marqueur T1 T2 VI V2 |T1 T2 V1 V2

24 heures 48 heures
post-inoculation post-inoculation

Figure 9 : Essai d’infection d’huitres creuses adultes (non contaminées par des pesticides) par
inoculation de larves infectées congelées. Recherche d’ARN viral par RT-PCR 24 heures et
48 heures post-inoculation (T : Témoin, inoculation d’eau de mer ; V : Virus, inoculation de
la suspension virale).

1000 pb
500 pb
100 pb
M ATPa Nuc Fing Ras Gly PNAS  Oxy Per Phos DNAx M
Amplicons (pb) : 159 184 155 166 166 226 190 250 217 350

Figure 10 : Optimisation de ['utilisation d’amorces dessinées pour amplifier des genes
cellulaires viro-induits et un géne de contrdle codant la sous-unité ribosomale 28S (DNAX).
Analyse électrophorétique des produits obtenus en RT-PCR sur deux échantillons d’ARN
d’hémocytes (1 et 2) pour rechercher la specificité des amorces dessinées pour les genes (M :
marqueur de taille).



- Recherche d’ADN/ARN viraux dans les hémocytes d’huitres adultes
ayant regu une injection de broyat de larves « fraiches »

Il n’a pas été retrouvé d’ADN viral en PCR et d’ARN viral en RT-PCR dans les
hémocytes des animaux inoculés avec le broyat issu de larves axéniques expérimentalement
« infectées ». De plus, aucune mortalité n’a été observée a 24 heures et a 48 heures apres
I"inoculation des huitres adultes.

IV.2  Suivi de I’expression des geénes cellulaires viro-induits
- Optimisation des conditions de RT-PCR

Des amorces spécifiques pour neuf génes candidats et un gene témoin ont été dessinées
(un couple d’amorces par gene, Tableau 3) et leurs conditions d’utilisation optimisées. Sur les
dix couples d’amorces testées, six ont permis |’obtention d’amplicons de taille attendue
(ATPa, Ras, Gly, PNAS, Per et DNAX). Des bandes de tailles dépassant 400 pb, taille
supérieure a celle des amplicons attendues sont observées pour les couples d’amorces
permettant d’amplifier les génes Nuc et Fing (Tableau 3). Pour les couples d’amorces
spécifiques des génes Oxy et Phos, il y a présence de bandes multiples, dont la bande de taille
attendue (190 pb et 217 pb respectivement) (Figure 10). Ces résultats sont obtenus apres
optimisation des conditions de PCR en faisant varier la température d’hybridation, la
concentration en MgCl, ainsi que la quantité d’ARN matrice.

- Suivi de l'expression de genes cellulaires viro-induits chez des huitres
adultes apreés contact avec un mélange de pesticides :

a. Apres inoculation de larves axéniques non infectées :

L’expression des geénes cellulaires ATPa, Ras, Gly, PNAS et Per dans les hémocytes des
huitres contaminées est globalement plus faible par rapport aux huitres non contaminées.
Cette observation est particulierement vérifiée pour un nombre de cycles de PCR allant de 19
a 25 de PCR (Figure 11). Il est également observé relativement peu de différences
d’expression suivant le temps post-inoculation (24 heures et 48 heures) dans les premiers
cycles de PCR, quelle que soit la population d’huitres étudiées (contaminées ou non
contaminées). Dans les derniers cycles, les fluctuations semblent plus aléatoires (Figure 11 et
Figure 12).

L’expression du géne contréle (DNAX) varie peu entre la population d’huitres
contaminées et non contaminées et ce quel que soit le temps post-inoculation (24 heures et 48
heures) (Figure 12).

Plus spécifiquement, pour le géne ATPa, outre la sous-expression dans la population
d’huitres contaminées, il semblerait qu’il y ait de légeres variations, pour la population non
contamineée, suivant le temps post-inoculation. A 24 heures, le signal est plus fort (Figure 11).
Pour le gene Gly, la sous-expression dans la population contaminée est nette, notamment pour
un nombre de cycles de PCR de 24 (Figure 12). Dans les derniers cycles de PCR, il existe des
différences, dans la population contaminée, suivant le temps post-inoculation. Pour un
nombre de cycle de 30, 33 et 40, le signal a 48 heures post-inoculation, atteint celui de la
population témoin (Figure 11). Pour le gene Per, les différences sont observables jusqu’au
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Figure 11 : Suivi d’expression des génes cellulaires (ATPa, Gly et Per) par la technique de RT-PCR senu-
quantitative, 24 et 48 heures post-inoculation avec un broyat provenant de larves axéniques non infectées (en
couleur : eycle de PCR, de 19 a2 40 ; T : huitres non contaminées ; P : huitres contaminées par des pesticides).




25" ¢ycle de PCR. La sous-expression, dans la population contaminée, est bien observable
pour un nombre de cycles de 24 (Figure 11). Pour le géne PNAS, la sous-expression entre les
deux populations d’huitres est particuliecrement observable pour les nombres de cycles 24 et
25. 11 y a peu de variations suivant le temps inoculation dans les deux populations, exceptées
pour les derniers cycles de PCR dans la population d’huitres contaminées (Figure 12). Pour le
gene Ras, les profils d’expression ressemblent a ceux obtenus avec le géne Per. C’est a dire,
une sous-expression observable dans les premiers cycles de PCR.

b. Apres inoculation d’eau de mer stérile, filtrée a 0,22 um

Les résultats sont identiques a ceux obtenus en utilisant un broyat de larves axéniques
non infectées, a savoir une sous-expression globale des geénes cellulaires ATPa, Ras, Gly,
PNAS et Per dans les hémocytes des huitres contaminées. Seuls les résultats pour les génes
Gly, PNAS et ATPa, 48 heures post-inoculation, sont représentés d’une maniere différente
que précédemment (Figure 13, 14 et 15 respectivement). Dans cette maniére de présenter, la

différence d’expression dans les deux populations d’huitres est surtout marquée pour les
derniers cycles de PCR (Figure 13, 14 et 15).

- Suivi de l'expression de genes cellulaires viro-induits chez des huitres
adultes contaminées et non contaminées par des pesticides apres
inoculation de matériel biologique infecté :

a. Apres inoculation de larves axéniques « infectées » :
Les échantillons ont été extraits et sont en cours d’analyses.

b. Apres inoculation du broyat infecté (matériel congelé infecté) :

Les échantillons ont été extraits et sont en cours d’analyses.
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Figure 12 : Suivi d’expression des genes cellulaires (PNAS, Ras et DNAX) par la technique de RT-PCR semi-
quantitative, 24 et 48 heures post-inoculation avec un broyat provenant de larves axéniques non infectées (en
couleur : cycle de PCR, de 19 2 40 ; T : huitres non contaminées ; P : huitres contaminées par des pesticides).
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Y. DISCUSSION

Les mécanismes par lesquels I'huitre creuse, Crassostrea gigas, répond aux agents
infectieux, notamment le virus OsHV-1, restent largement inconnus. L’utilisation de la
technique d’hybridation soustractive suppressive (SSH) a été utilisée pour aider a la
compréhension des mécanismes moléculaires de la réponse de I'animal vis a vis du virus
OsHV-1. En effet, les genes cellulaires, étudiés dans ce travail, ont ét€¢ nouvellement identifiés
par SSH comme des genes sur-exprimés en présence du virus. La premiere étape de cette
¢tude a été d’optimiser les conditions d’amplification de ces genes d’intérét en RT-PCR. Dans
un second temps, leur expression a été suivie dans des hémocytes d’huitres contaminées et
non contaminés par un meélange de pesticides, afin d’'étudier les capacités
immunomodulatrices de ces composés. En effet, des travaux menés au LGP (La Tremblade,
Charente-Maritime) ont permis de montrer qu’un mélange de pesticides induisait chez 1’huitre
creuse une diminution de la phagocytose (Gagnaire, communication personnelle). Ensuite, des
essais d’infection avec le virus OsHV-1 ont été réalisés et le succeés de I’infection
expeérimentale a été recherché en mettant en ceuvre des outils moléculaires (PCR et RT-PCR).
Dans une derniere étape, la sensibilité d’huitres creuses adultes au virus OsHV-1 en présence
de pesticides a été explorée par approche moléculaire.

Aprés optimisation des conditions de RT-PCR, la technique de RT-PCR semi-
quantitative a été utilisée pour évaluer 'expression de geénes cellulaires ciblés. L expression
du gene codant la sous-unité ribosomale 28S est considérée comme relativement constante
dans la cellule et sert a la vérification des quantités d’ARN utilisées pour la RT-PCR. Ce gene
présente un profil d’expression similaire dans les hémocytes d’huitres contaminées et non
contaminées. De ce fait, les quantités d’ARN ayant servies pour la RT-PCR au début de la
réaction entre les ARN extraits d’hémocytes provenant d’huitres contaminées (pesticides) et
non contaminées ont été considérés comme similaires, conditions sine gua none a la
comparaison des profils d’expression.

L’expression de cinq genes cellulaires (identifiés comme ayant des homologies avec la
sous-unité alpha de la pompe NA+/K+ ATPase (ATPa), la protéine Ras 3 (Ras), le précurseur
du glypican-6 (Gly), la protéine d’apoptose PNAS-2 (PNAS) et la protéine du péroxisome
(Per)) a été étudiée dans des hémocytes d’huitres non contaminées et contaminées pendant
huit jours avec un mélange de pesticides a concentrations environnementales et inoculées
avec une suspension témoin (broyat de larves axéniques non infectées ou eau de mer stérile,
filtrée a 0,22 pm). L’analyse densitométrique des bandes d’électrophorése a montré, malgré
quelques variations, une sous-expression de ces genes dans la population d’huitres
contaminées. Ce résultat est observé a 24 heures post-inoculation, a 48 heures post-
inoculation le géne Gly et PNAS retrouvent des niveaux d’expression comparables au témoin
(huitres non contaminées). Quatre génes n’ont pas pu étre ¢tudiés (Nuc, Fing, Oxy et Phos)
en raison de I’absence de bandes de tailles attendues ou par la présence de bandes multiples
sur le gel d’¢électrophorése. Une sous-expression des génes ciblés a été observée chez les
huitres au contact d’'un mélange de pesticides. Ce type de résultats a déja été rapporté chez
I"huitre creuse, Crassostrea gigas. En effet, Tanguy et al. (2005) ont démontré que chez cette
espéce, une exposition a un mélange de trois pesticides (atrazine, diuron et isoproturon)
induisait des modulations de ’expression de différents genes. Par ailleurs, chez cette méme
espeéce, 1l a été démontré que le géne de la monoamine oxydase A était sous-exprimé apres un
contact avec des pesticides (Boutet ef al., 2004). Il ressort de ce travail qu'un mélange de
pesticides modulent 1’expression (sous-expression) de genes identifiés comme sur-exprimeés
dans les hémocytes d’huitres en présence du virus OsHV-1. Les geénes cellulaires ciblés ne
sont pas considérés comme des genes de défense a proprement parler. Le role des produits
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issus de ces genes reste a déterminer. Dans ces conditions, il est difficile d’imaginer les effets
de leur sous-expression sur la sensibilité des animaux a I’infection a OsHV-1.

Des essais d’infection d’huitres adultes avec le virus OsHV-1 ont été réalisés au cours
de ce travail dans I'objectif d’étudier les intéractions entre contamination avec des pesticides
et sensibilité a I’infection virale. Deux sources différentes de virus ont été utilisées : des larves
naturellement infectées et conservées a —20°C et des larves expérimentalement infectées. Pour
suivre le succes de I'infection expérimentale chez les animaux adultes, il a été choisi de
rechercher le virus dans les hémocytes par PCR et RT-PCR. Les analyses réalisées pour
suivre les essais d’infection réalisés n’ont pas permis la mise en évidence d’ADN viral et
d’ARN viral dans les hémocytes, excepté dans un essai préliminaire utilisant comme source
de virus du matériel infecté congelé. Un essai d’infection avec ce matériel, sur des huitres non
contaminées, a abouti a la détection d’ARN viral dans les ARN extraits d’hémocytes. Ce
résultat peut laisser suspecter la réplication virale chez des huitres adultes et montre 1’intérét
d’utiliser des outils moléculaires (sensibles) pour suivre I’infection. Des travaux réalisés au
LGP (La Tremblade, Charente-Maritime) ont montré la difficult¢ a obtenir un protocole
reproductible d’infection expérimentale au stade naissain et adulte chez I’huitre creuse,
Crassostrea gigas (Arzul, 1997 ; Arzul, 1998). Chez les huitres adultes, aucune mortalité et
aucune lésion n’ont pu étre observées apres essais d’infection expérimentale. Cependant, les
outils moléculaires permettant une recherche spécifique du virus n’étaient alors pas
disponibles. Les résultats négatifs obtenus dans ce travail pourraient s’expliquer de différentes
manieres :

- une absence de particules virales infectieuses (integres) dans les différentes

sources de virus utilisées aboutissant a une absence d’infection expérimentale ;

- un défaut de détection du virus du fait d’une inadéquation des couples d’amorces

utilisés et des genes viraux ciblés ;

- un choix des cellules sélectionnées (hémocytes) non adapté au suivi de

’infection virale.

Ces observations traduisent les difficultés pour s’approvisionner en virus OsHV-1.
L’absence de lignée cellulaire de bivalves marins ainsi que 1’impossibilité d’infecter des
lignées cellulaires existantes avec OsHV-1 ne permet pas de produire le virus in vitro (Le
Deuff e al., 1994 ; Renault ef al., 1995 ; Deniau, 2000). La technique de production de larves
axeéniques infectées comme systeme de multiplication du virus, a été établie pour permettre de
remeédier a ces difficultés (Le Deuff ef al., 1994 ; Le Deuff ef al., 1996 : Arzul et al., 2001a et
2001b). Cependant, le pouvoir infectieux du virus peut étre perdu dans du matériel biologique
conservé a —20°C (larves naturellement infectées conservées congelées). La congélation peut
avoir un effet destructeur sur 1’enveloppe virale, composant indispensable a la pénétration du
virus dans les cellules cibles. L absence de systeme cellulaire permettant la multiplication du
virus in vitro empéche toute évaluation a priori du pouvoir infectieux des particules virales
contenues dans du matériel archivé.

La recherche d’ADN viral et d’ARN viral est réalisée en prenant trois couples
d’amorces spécifiques d’OsHV-1 : OHV, Gp et IAP. L’extraction d’ARN des hémocytes des
huitres est effectuée 24 heures et 48 heures apres I’inoculation de la suspension virale. Le
cycle de réplication viral n’étant pas connu, les genes viraux ciblés pour la détection ne
pourraient ne pas permettre de détecter une infection précoce. Le geéne Gp code pour une
glycoprotéine d’enveloppe. Chez HSV-1, la formation de I’enveloppe se situe a la fin du cycle
de réplication, aux alentours de 18 heures (Huraux et al., 2003). Le géne OHV code pour
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deux protéines de fonction inconnue et le géne IAP code pour une protéine inhibitrice de
I’apoptose. Aujourd’hui, les genes d’expression précoce et tardive n’ont pas été identifiés
chez le virus OsHV-1. Le ciblage de génes précoces permettrait de détecter la multiplication
du virus dans les premieres heures aprés 1’inoculation.

Une expérimentation préliminaire au cours de ce travail a permis de détecter de ’ARN
viral dans des hémocytes d’huitres. De ce fait, ce type cellulaire a été choisi pour suivre le
succes des infections expérimentales. Ce sont de plus des cellules faciles a collecter ou a
prélever. Cependant, la rare détection du virus dans les hémocytes en microscopie
¢lectronique au cours d’épisodes d’infections naturelles pose la question de leur permissivité
au virus OsHV-1. Dans ces conditions, d’autres types cellulaires pourraient étre plus adaptés
pour apprécier la réplication virale dans des animaux expérimentalement infectés. Les cellules
de type fibroblastique des tissus conjonctifs semblent de bons candidats dans la mesure ou ce
type cellulaire correspond aux cellules cibles. Cependant, il apparait une difficulté en terme de
préléevement.

Le suivi de I’expression des cinq geénes cellulaires dans les hémocytes d’huitres
(contaminées et non contaminées) inoculées avec le broyat de larves « infectées » (matériel
congelé versus larves axéniques) est en cours d’analyse. Les ARN sont extraits, la technique
de RT-PCR n’est pas encore réalisée. De ce fait, il n’est pas possible d’étudier les intéractions
entre contamination par des pesticides et sensibilit¢ a I’'infection par OsHV-1 des huitres
creuse. Cependant, aucune mortalité n’a été relevée 48 heures post-inoculation, dans les deux
populations.
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ANNEXE 1

EXTRACTION DES ARN A PARTIR D’HEMOCYTES EN SUSPENSION
Protocole de Gibco BRL

Culotter les hémocytes par centrifugation (10 minutes a 4°C a 1500g)

Retirer le surnageant

Reprendre le culot d’hémocytes avec 1,5 mL de Trizol

Récuperer le lysat dans un tube stérile (eppendorf 2 mL stérile)

Laisser incuber 5 minutes a température ambiante

Ajouter un mélange chloroforme alcool isoamylique : 1/5 du volume de Trizol
Vortexer 15 secondes puis laisser reposer 2-3 minutes a temperature ambiante
Centrifuger 15 minutes a 4°C a 12000 g

Récupérer le surnageant dans un tube stérile

Ajouter de I'isopropanol froid (4°C) : %2 du volume de Trizol (précipitation des ARN)
Incuber 10 minutes a température ambiante

Centrifuger 10 minutes a 4°C a 12000 g

Rejeter le surnageant, laver le culot avec 1 mL d’éthanol a 75%

Centrifuger 5 minutes a 4°C a 7500 g

Rejeter le surnageant

Eliminer les dernieres gouttes d’¢éthanol et sécher sous la hotte

Incuber pendant 10 minutes a 55°C

Remettre en suspension dans 22 uL d’H,O DEPC

Réaliser une dilution au 1/250 pour la lecture au spectrophotometre.
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