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1. Introduction

La conchyliculture représente a 1’échelle mondiale et en France une activité dont les
enjeux économiques sont majeurs. Les données émanant d’organisations internationales
impliquées dans le développement de 1’aquaculture mondiale telles que I’Organisation pour
I’Alimentation et D’Agriculture (Food and Agriculture Organisation, FAO), |’Union
européenne (UE) ou encore le Comité International pour I"Exploration de la Mer (CIEM)
révélent en particulier le réle primordial occupé par la conchyliculture, Selon le Comité
National de la Conchyliculture (CNC), la filiere conchylicole francaise est notamment l'une
des plus importantes au niveau mondial avec une production en 1999 de 260 000 tonnes, elle
se place ainsi au cinquiéme rang mondial, aprés la Chine, les USA, le Japon et la Corce. La
France est ¢également le principal producteur d’huitres en Europe avec un tonnage
représentant 65,5% des coquillages produits.

Les espéces cultivées sont essenticllement représentées par des bivalves.
L'ostréiculture frangaise est caractérisée par la culture de deux espéces, I'huitre plate, Ostrea
edulis, et 'huitre creuse ou huitre japonaise, Crassostrea gigas. Cetle derni¢re espéce
représente 98% de la production ostréicole frangaise, soit plus de 150000 tonnes par an (FAQO,
2003 ; Goulietquer et Le Moine, 2003). Pour ces raisons, l'ostréiculture est considérée en
France par les autorités privées et publiques comme une activité a soutenir en favorisant des
travaux de recherche fondamentale et appliquée.

I’intensification des élevages d’un nombre restreint d’espéces, le confinement ainsi
que les transferts d’animaux entre bassins de production et entre pays (Héral, 1989) ont
favorisé et favorisent encore I’émergence et la dissémination de maladies infectieuses. Ces
infections sont un facteur limitant au bon développement de la conchyliculture moderne.

Les coquillages d’¢levage sont sujets & différentes pathologies selon leur stade de
développement et leur Age. Ainsi recense-t-on une forte proportion de maladies associées a
des protozoaires chez les animaux adultes, contrairement aux larves et juvéniles qui sont
principalement sujets aux infections d’origine virale ou bactérienne. En France, des mortalités
massives rapportées a partir de 1967, dans le bassin de Marennes-Oléron (Charente Maritime)
chez 1’huitre portugaise, Crassostrea angulata, ont été associées a des virus apparentés a la
famille des fridoviridae (Comps et al., 1976). Ces mortalités ont entrainé la disparition de
Pespéce le long du littoral francais en 1973. Des virus présentant une morphologie similaire &
celle des virus de la famille des Herpesviridae ont été mis en évidence, pour la premicre fois
en 1972, chez I’huitre américaine, 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 et al., 1992 ;
Nicolas et al., 1992 ; Renault er al., 1994 ; Renault, 1998 ; Renault et al., 2000 ; Renault ef
al., 2001). Ainsi depuis 1991, de fortes mortalités de larves et de juvéniles ont é{é observées
en France chez plusieurs espéces d’huitre, C. gigas et Ostrea edulis (Nicolas et al., 1992 ;
Comps et Cochennec, 1993 ; Renault ef al., 1994 ; Renault et «l, 2000) et en Nouvelle
Zélande chez Tiostrea chilensis (Hine et al., 1998). Ces mortalités ont été associées a la
détection en microscopie électronique a transmission, de particules virales de type herpés et
de lésions cellulaires importantes (L.e Deuff, 1995 ; Renault et al., 2000). La caractérisation
du génome virale, la morphologie, la taille, la localisation intranucléaire et cytoplasmique,
mais également la réplication virale et la structure de la nucléocapside du virus infectant les
larves de C. gigas confirment 1’appartenance de ce virus a la famille des Herpesviridae (Arzul
et Renault, 2002). Le virus infectant les larves de C.gigas a €té associé a cette famille en tant



que nouveau membre et a été nommé Ostreid Herpesvirus | (OsHV-1) (Minson et al., 2000 ;
Arzul et Renault, 2002 ; Davison et af., 2005).

Bien que I'impact des pathologies virales en aquaculture soit important, les moyens de
lutte restent limités. De plus, les connaissances sur I'immunité des invertébrés marins face
aux infections virales sont peu nombreuses (Renault, 1998 ; Arzul et al., 2001 ; Renault ef al.,
2001). L’immunité non spécifique, constituant la premiére barriére de défense chez les
vertébrés (Du Pasquier, 2001), représente la seule composante de I’immunité décrite 4 ce jour
chez les bivalves marins (Salzet, 2001). Récemment, plusicurs études ont conduit a la
caractérisation de peptides impliquées dans la réponse immunitaire des invertébrés (Mitta et
al.,, 1999 ; Amiche et al., 2000 ; Isaacson et al., 2002 ; Olicard, 2005) et & 1"identification de
génes cellulaires viro-induits lors d’une infection virale (Renault.T, communication
personnelle). En effet, chez I’huitre creuse, dix génes cellulaires ont été identifiés comme
surexprimés en réponse a l'infection par OsHV-1 (Brunetiére, 2004 ; Moreau, 2004). Ces
génes, s’ils ne peuvent étre considérés comme des génes de défense sensu stricto,
apparaissent néanmoins comme impliqués dans les réponses de PPorganisme vis & vis d’une
infection virale. Dans le cadre d’un projet de recherche financé par !’Union Européenne
(AVINSI), des travaux, basés sur la technique d’Hybridation Suppressive Soustractive (SSH),
ont permis de mettre en ¢vidence des génes cellulaires viro-induits lors de D’infection par
OsHV-1, chez I'huitre creuse, C.gigus. Des hémocytes ont ¢t¢ mis en contact avec du matériel
infecté, c’est a dire un broyat de larves infectées par le virus OsHV-1 et d’autres hémocytes
avec un broyat de larves saines. Les ARN extraits de ces deux types d’hémocyte ont été
analysés par SSH. Les hémocytes ont ¢té¢ choisis pour ces travaux, car ce sont des cellules
faciles & prélever. Elles sont ponctionnées dans la cavité péricardique ou dans le sinus
hémolymphatique du muscle adducteur de 1’huitre. De plus, la trés rare détection du virus
dans ces cellules, en microscopie électronique, a permis de considérer ce type cellulaire
comme non permissif & ’infection virale par OsHV-1. L’intérét d’utiliser des cellules non
permissives dans une approche basée sur la SSH ¢tait d’éviter d’identifier préférenticllement
des génes viraux. Cependant, des analyses préliminaires réalisées en PCR (Polymerase Chain
Reaction) et en RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction) réalisées au
laboratoire de Génétique et Pathologie (LGP, station IFREMER de La Tremblade, Charente
Maritime) ont permis de détecter de 'ADN et de ARN viral dans les hémocytes. Ces
résultats remettaient donc en cause ’hypothése considérant les hémocytes d’huitre creuse
comme non permissifs a I’infection par OsHV-1.

Dans ce contexte, les objectifs du stage réalisé, ont &té :

= de rechercher, dans un premier temps, par PCR et RT-PCR la présence
de virus OsHV-1 dans les hémocytes d’huitre creuse adultes provenant
de différentes origines ;

s d’essayer d’infecter des hémocytes in vitro et de controler la présence de
virus par des analyses en PCR et RT-PCR ;

» enfin de tenter d’infecter des animaux adultes, de prélever les hémocytes
et de rechercher le virus également par PCR et RT-PCR.



I1. Rappels bibliographiques

1.1 L’ huitre creuse, Crassostrea gigas

I1.1.1 Classification

L huitre creuse, Crassostrea gigas, est un mollusque bivalve. La classification de
I’embranchement des mollusques s’est longtemps appuyée sur des critéres morphologiques
(charni¢re, coquille, structure palléale, etc.). Plus récemment, des études moléculaires
principalement focalisées sur la relation de ’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 constitué de six sous-classes :
Palaeotaxodonta, Cryptodonta, Pteriomorphia, Palaeoheterodonta, Heterodonta et
Anomalodesmata. Les huitres appartiennent a la sous-classe des Pteriomorphia (Tableau 1).

Classe Bivalvia (Lamellibranches)
Sous-classe Pteriomorphia

Ordre Ostreoida

Sous-ordre Ostreina

Superfamille Ostreacea

Famille Ostreidae

(Genre Crassostrea (Sacco, 1897)

Espoce Crassostrea gigas (Thunberg, 1793)

Tableau 1: Taxonomie de I"huitre creuse, Crassostrea gigas

11.1.2 Biologie

[’huitre est pourvue d’un muscle adducteur qui lui permet d’ouvrir ou de fermer ses
deux valves. L’animal peut ainsi se protéger des prédateurs et maintenir sa coquille fermée
hors de l'eau. Elle adhére au support par la valve gauche (ou valve concave). Le tissu
conjonctif recouvrant le corps de I’huitre est appelé le manteau. Celui-ci est constitu¢ de deux
lobes (droit et gauche), eux-mémes bordés de frois feuillets. Le premier secréte le carbonate
de calcium dont est faite la coquille. Le deuxiéme est un palpeur senseriel, le troisiéme
ménage une cavité palléale que les branchies séparent en une chambre inhalante et une
chambre exhalante (Figure 1).
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Figure 1 : Anatomie de
I’huitre creuse, Crassostrea

gigas

Le volume d’eau qui traverse 1’animal permet d’assurer I’apport de nourriture, les échanges
gazeux respiratoires et I’expulsion des déchets. La bouche est encadrée par quatre palpes
labiaux foliacés et ciliés, qui sont situés sous la charniére antérieure (Beaumont et Cassier,
1990). Les bivalves sont des mollusques aquatiques microphages. L'huitre pompe I'eau de mer
pour capter les particules nécessaires a son alimentation (phytoplancton, bactéries, etc...), et
l'oxygene nécessaire a sa respiration, elle filtre en moyenne 10 a 15 litres d'eau par heure.

11.1.3 Mécanismes de défense chez les bivalves

II1.1.3.1 Systeme circulatoire

Les mollusques bivalves possédent un systéme circulatoire de type semi-ouvert,
comprenant un ceeur, des vaisseaux et des sinus ou circule I’hémolymphe (Cheng, 1981)
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Figure 2 : Diagramme schématique représentant le systeme circulatoire de mollusques bivalves (modifié par

Cheng, 1981).



I1.1.3.2 Hémocytes

L’hémolymphe contient des cellules appelées hémocytes qui sont les supports de
I'immunité chez les mollusques bivalves. Plusieurs populations hémocytaires ont &té
identifiées. Leur description varie suivant les auteurs, mais il semblerait qu’il existe deux
types principaux d’hémocytes qui sont les hémocytes granuleux (Figure 4) (comprenant
différents types de granulocytes) et les hémocytes agranuleux (Figure 5) (appelés
« macrophages-like », hyalinocytes ou « monocytes-like »), (Auffret, 1985).

Figure 3 :Huitre creuse, Crassostrea gigas,
hemocyte granuleux, cliché de microscopie

électronique. Figure 4: Huitre creuse,

Crassostrea gigas, hémocyte
agranuleux, cliché de
microscopie électronique,

Les fonctions des différentes sous-populations hémocytaires sont encore mal connues,
mais |’observation cellulaire des hémocytes montrent des différences structurales nettes
laissant suspecter des fonctions différentes. Par exemple, les hyalinocytes présentent les
caractéristiques de cellules peu différenciées. Les granulocytes possédent des granules riches
en enzymes. Toutes ces cellules présentent un équipement lysosomial (Auffret, 1985). Les
hémocytes circulants ne semblent pas se multiplier dans 1"’hémolymphe, P'existence d’un ou
de plusieurs sites d’hématopoiése semble possible. Certains auteurs supposent 1’existence
d’un organe hématopoigtique particulier, d’autres considérent que le tractus digestif pourrait
intervenir comme centre d’hématopoiese (Lorteau et al., 1995 ; Xue, 1998). Aucune de ces
hypothéses n’a été vérifiée a ce jour.

I1.1.3.3 Mécanismes cellulaires de défense

L’agrégation des hémocytes dite spontanée (en l’absence de pathogéne) a lieu dans
des conditions stressantes, et particuli¢rement in vitro. En général, le contact avec des objets
ou 1'agitation mécanique peuvent servir de stimulus (Auffret et Oubella, 1997). La formation
d’amas hémocytaires peut se rapprocher du phénoméne de coagulation sanguine chez les
vertébres, sauf que ce phénomene est réversible. L’agrégation permet la cicatrisation de plaies
ou I'immobilisation de corps étrangers. Impliqués dans la réparation des blessures, les
hémocytes sont capables de former un clou hémostatique, permettant de limiter les pertes



d*hémolymphe et la pénétration de germes (Cheng, 1988a). lls interviennent également dans
le transport et la digestion des nutriments.

Par ailleurs, les hémocytes des mollusques bivalves peuvent phagocyter de nombreux
micro-organismes et particules (parasites protozoaires, bactéries, levures, virus, globules
rouges, protéines) (Auffret, 1985). Une fois phagocytées, les particules sont dégradées et les
produits de dégradation peuvent &tre 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 ; Cheng, 1983). Les trois premicres
phases reposent sur des capacités de locomotion, transformation et communication hémocyte-
cible. La quatriéme phase est celle de la destruction.

Face & une infection virale, I’apoptose est une des principales réponses de 1"héte. Ce
mécanisme permet d’éviter la dissémination des virus dans 1’organisme. Ce phénomene
intervient également lorsque des cellules ont été produites en excés ou de fagon anormale.
L’arrondissement des cellules, la condensation de la chromatine, une fragmentation de I’ADN
cellulaire ou encore des transformations cellulaire (bourgeonnement au niveau des
membranes cellulaires) sont des caractéristiques de ’apoptose (Terahara et «f, 2003). Certains
virus arrivent a détourner ce mécanisme de défense en leur faveur. En effet, ils utilisent
I’apoptose pour persister dans 1’organisme en 1’induisant ou en I’inhibant (Cohen, 1994). Le
phénomeéne d’induction est observé chez les virus de la famille des Herpesviridae, ou chez le
VIH. Certains herpésvirus sont en effet capables d’empécher le processus de mort cellulaire
programmeée afin de se développer dans les cellules cibles aboutissant 4 I’élimination des

lymphocytes.

1I.1.3.4 Molécules a activité de défense

L hémolymphe et/ou les tissus peuvent contenir différentes molécules jouant un réle

dans "immunité chez les bivalves, comme des hydrolases lysosomales (Cheng, 1981 ;
Gourdon ef al., 1998 ; Renault ; Xue, 2000, 2001 ) des lectines (Arason 1996), des cytokines
(Janeway et Travers, 1997), la phénoloxydase (Soderhall, 1992 ; Smith et Soderhall, 1991 ;
Luna-Gonzales et al, 2003), des protéines de stress (Tirard ef g/, 1997 ; Lacoste et al., 2001)
et des oxyde nitrique synthétases (Ottaviani et @l., 1993 ; Gourdon et al., 1998).
On retrouve des molécules a activité anti-microbiennes chez un grand nombre d’imvertébrés
marins. D’apres les travaux de Mitta ef al.,(1999) des peptides anti-microbiens chez la moule
sont synthétisés dans les hémocytes et stockés dans des granules, puis sont libérés dans
I’hémolymphe aprés un contact avec des bactéries. Ces peptides sont aussi bien dirigés contre
les bactéries que les champignons ou encore les levures.

Depuis les années 1970 et jusqu’au début des années 1980, aucun travail concernant
les activités antivirales chez les invertébrés marins n’ont été rapportés. La recherche
d’activités antivirales chez des ascidies ont abouti & lidentification de Didemines et
d’Eudistomines, molécules antibactériennes et antivirales, notamment contre HSV-I
(Rinehart ef al., 1981 ; Kobayashi ef al., 1984). Par la suite, Azumi et al. (1990) ont iso0lé une
Halocyamine issue d’hémocytes d’ascidies inhibant la croissance d’un rhabdovirus (nécrose
hématopoiétique infectieuse : NHI) et un birnavirus (nécrose pancréatique infectieuse : NPI ).
Cette activité a été 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 & partir du mollusque Elpsia
rufescens, par Hamann et al. (1996). Tamamura ef @l (1993) démontrent D'effet de la
Tachyplesine issue d’hémocytes de limule, Tachypleus tridentatus, sur le virus VIH-1.
Parallélement Yasin ef al. (2000) démontrent I’activité anti HSV-1 et HSV-2 de cette méme



molécule. Récemment, Maier er af. (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 concentration. En 1990, Bachére
et al. ont mis en évidence in vitro une substance issue de sérum d’hémolymphe d’huitre
creuse, C. gigas, capable de neutraliser ’activité de coliphage T3. Cette activité serait due a
une sérine protéase. Plus tard, Lee et Maruyama (1998) isolent & 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 Infections virales
I1.2.1 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 synthése de ’acide nucléique (ADN ou ARN) et des
protéines virales, afin que le virus puisse se multiplier. Les virus peuvent étre interprétés 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).

11.2.2 Pathologies virales rencontrées chez les bivalves marins

Parmi les maladies infecticuses observées chez les bivalves marins, les infections
virales sont souvent mal connues en raison d’une certaine inadéquation des techniques de
diagnostic (histologie) utilisés par les laboratoires impliqués dans I’étude des cas de mortalités
anormales chez les coquillages. 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).

En France, diverses maladies infecticuses parmi lesquelles des épizooties d’origine
virales ont marqué P’ostréiculture. Des mortalités massives ont été observées en 1967 chez
Phuitre portugaise, Crassostrea angulata, dans le bassin de Marennes-Oléron (Charente-
Maritime, France). Elles ont gagné tout le territoire en 1968 et ont ét¢ rapportées jusqu’en
1970 (Alderman et Gras, 1969). Comps et al. (1976) ont alors montré que ces mortalités
étaient associées 3 la détection d’un virus apparenté a la famille des fridoviridae (Comps,
1970 ; Comps et al., 1976 ; Comps et Bonami, 1977). Un second virus, a été associé a une
nouvelle vague de mortalités de 1970 4 1973 conduisant & la disparition quasi totale de C.
angulata sur le littoral atlantique frangais. Depuis 1975, 'ostréiculture frangaise repose
essenticllement sur 1’exploitation de I’huitre creuse, C. gigas, espéce de substitution de C.
angulata. Cependant, apparemment moins sensible aux infections au virus de type iridovirus,
elle ne semble pas étre a ’abri d’infections virales et notamment par des virus de type herpes.
La premigre infection & virus apparentés aux Herpesviridae touchant les bivalves marins a été
décrite aux Etats-Unis, en 1972, chez 'huitre ameéricaine C. virginica. Depuis 1991, des
mortalités massives associées & la détection de virus apparentés aux herpesvirus ont été a
nouveau rapportées dans différentes régions du monde, chez plusieurs espéces de bivalves
marins : C. gigas, Ostrea edulis, Tiostrea chilensis, Ruditapes decussatus, R. philippinarum et
Pecten maximus. Ces mortalités touchent principalement les stades larvaires et juvéniles et
surviennent majoritairement en période estivale. Ceci démontre le caractére ubiquitaire de fa



famille des Herpesviridae chez les bivalves marins dans la mesure ol des particules de
morphologie comparable a celle des herpesvirus ont été détectées chez différentes especes de
bivalves, a des stades de développement différents dans le monde entier.

11.2.3 Famille des Herpésvirus

Les virus appartenant a la famille des Herpesviridae constituent les agents
¢tiologiques de nombreuses maladies. Ils ont la faculté d’infecter un large spectre d’hote :
aussi bien les hommes, les mammiferes, les oiseaux que les reptiles (Roizman ef al., 1992 ;
Minson ef al., 2000) et récemment les mollusques bivalves (Renault, 1998 ; Arzul et Renault,
2002). Ce sont des virus 8 ADN double brin, enveloppés qui persistent de fagon définitive
dans I’héte apres une primo-infection. L’infection demeure sous forme latente, mais conduit 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’héte indique qu’ils ont évolué avec leur héte durant de
longues périodes (Davison, 2002).

Les différents virus de la famille des Herpesviridae présentent généralement quatre
¢léments de structure communs : un nucléoide ou core contenant I’information génétique
virale, une capside entourant le nucléoide, un tégument et une enveloppe (Francki et al.,
1991) (Figure7). La taille des particules virales matures est comprise entre 90 et 300 nm en
fonction de 1’épaisseur du tégument (Roizman et Batterson, 1985). L’information génétique
des herpésvirus est portée par un ADN double brin linéaire contenu dans le nucléoide. La
taille de cet ADN varie de 100 & 240 kpb et porte soixante-dix a deux cents génes en fonction
du virus considéré (Furlong et al., 1972 ; Kieff et Shenk, 1998). La capside protéique de
symétrie icosaédrique de 125 nm de diamétre environ est constituée par I’assemblage de 162
capsomeres dont 12 pentamériques et 150 hexamériques (Minson ef al., 2000). Le tégument
est contenu entre la capside et I’enveloppe virale, de fagon asymétrique. 1l correspond & 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 au pouvoir infectieux des
particules virales et détermine la morphologie sphérique du virus.

Capside

Enveloppe " /A\

Nucléocapside

Nucléoide

Tégument

Figure 5 : Schéma représentant la structure générale d'une particule virale de type herpés (d'apres
RENAULT et al., 1997)



Dans son hdte, 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 : pénétration du virus dans la cellule hote, syntheses virales,
réplication de I’ADN virale et assemblage et libération des particules virales filles. De plus,
une des particularités des Herpesviridae réside dans leur capacité a persister sous forme
latente pendant toute la vie de I’héte, pour ainsi échapper a la réaction immunitaire. Dans ce
cas, il n’y pas de production de particules virales, mais le virus reste présent dans son hote.
Puis, la réactivation virale s’effectue sous I'influence de stimuli, permettant au virus de se
multiplier et d’infecter de nouveaux individus.

I1.2.4 OsHV-1 : un herpésvirus infectant les bivalves

L’herpésvirus de ’huitre, OsHV-1 (Ostreid Herpesvirus 1), récemment identifi¢é comme
le virus de la famille des Herpesviridae infectant les larves d’huitre creuse, C. gigas, posséde
des caractéristiques communes aux autres herpesvirus (structure, taille, etc.).

Le génome du virus OsHV-1 est composé d’un ADN double brin linéaire de 207 kpb
dont le pourcentage en G+C est de 39% (Arzul et Renault, 2002 ; Davison, 2002). La capside,
de symeétrie 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 &
celle de HSV-1, virus de vertébrés de la sous-famille des alphaherpesvirus,

OsHV-1 est un nouveau membre de la famille des herpésvirus. 1l est le seul
représentant décrit a ce jour chez les invertébrés. Cependant si OsHV-1 présente des
homologics avec HSV-1 dans la structure et P’organisation de son génome, il n’en est pas de
méme quant aux séquences des génes. En effet, seul un géne présentant des homologies avec
une terminase est retrouvé chez OsHV-1 et les membres de la famille des Herpesviridae. La
présence du géne codant une terminase ainsi que la structure de la capside de symeétrie
icosaédrique issue d’assemblage de 162 capsomeres, ont permis de conclure a I’appartenance
de ce virus a la famille des Herpesviridae.

L’absence de lignées cellulaires provenant de bivalves marins ainsi que [’'impossibilité
dinfecter des lignées cellulaires avec OsHV-1, ne permet pas actuellement P’étude et
I’observation du cycle de réplication de OsHV-1 in vitro (Le Deuff et al., 1994a ; Renault et
al., 1995b ; Deniau, 2000),



III. Matériel et méthodes

T 1 Animaux

Les expérimentations sont réalisées sur différents lots d’huitre creuse, Crassostrea
gigas. Les huitres sont dgées de deux ans, de calibre 4-5 et d’origines différentes. Les huitres
proviennent :

- de I’écloserie de la station [IFREMER La Tremblade (Charente-Maritime),
- de Bonne Anse (Charente-Maritime),
- d’un établissement ostréicole de La Tremblade (Charente-Maritime).

112 Traitement des animaux: effet de la température, de
[’anesthesie et de 'injection

Des huitres provenant d’un bassin extéricur des installations d’IFREMER La

Temblade a 18°C sont placés dans un aquarium a 23-24°C contenant 4L d’cau de mer. La
mise en place d’un bullage permet oxygénation des aquariums. La mortalité est relevée
quotidiennement,
Deux lots de 30 huitres sont placés dans deux aquariums de 4L ot ’eau est a une température
de 23-24°C (lots Témoins). Cent-vingt huftres du méme lot sont mises en contact avec 250g
de chlorure de magnésium (MgCl,) dans un mélange de 3L d’cau douce et 21. d’eau de mer,
pendant une heure afin de les anesthésier. L oxygénation du bac est assurée par un bullage.
Apreés une heure passée dans les bacs a anesthésie, 30 ont leurs deux valves ouvertes, S0uL.
d’cau de mer stérile et filtrée a 0,22pum leur sont injecté, elles sont ensuite introduites dans un
aquarium similaire aux autres. La mortalité est surveillée pendant une semaine tous les jours.

II1.3 Préléevement des hémocytes

L huitre est ouverte en effectuant un orifice a [’aide d’une pince dans la coquille au
niveau du muscle adducteur. L hémolymphe est ponctionnée dans le sinus hémolymphatique
du muscle adducteur en utilisant une seringue de 1 mL et une aiguille de 0,9%25 mm. Il est
possible de prélever environ ImL d’hémolymphe par huitre. Celle ci est ensuite récupérée et
maintenue dans la glace afin d’éviter [’agrégation hémocytaire. Les prélévements
d’hémolymphe sont regroupés afin de limiter les variations inter-individuelles et centrifugée a
150g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot est ensuite repris dans 1,5mL de Trizol et conservé a
—20°C dans I'attente d’une extraction des ARN.

II1.4 Préparation d 'un broyat de naissain infecté (source de virus)

Cing-cents mg de naissain issu d’un épisode de mortalité survenu au cours de 1’été
2004 a ’écloserie IFREMER de La Tremblade (Charente-Maritime), conservé a -20°C et
contrdlé comme positif par PCR est repris dans 300pL d’eau de mer filirée et autoclavée, puis
broyé a I’aide d’un Piston Pellet stérile jusqu’a obtenir un surnageant trouble. Le broyat est
réalis¢ sur glace. Vingt-cing mL d’eau de mer filtrée a 0,22um et autoclavée sont ensuite
ajouté. Aprés une cenfrifugation (150g, 5 minutes a 4°C ), le surnageant est récupéré, puis
filtré 4 0,45um puis & 0.22um. Des aliquots du surnageant non filtré et des surnageants filtrés
(0,45um et 0,22um) sont prélevés et conservés a —20°C dans Pattente d’une analyse en PCR
pour rechercher le virus OsHV-1.
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IIT.5 Essais d’infections d animaux in vivo

Des huitres provenant d’un ¢tablissement ostréicole de La Tremblade sont
ancsthésiées avec 250g de chlorure de magnésium (MgCly) dans un mélange de 3L d’eau
douce et 2L d’eau de mer. Aprés trois heures d’anesthésie, les deux valves des huitres sont
ouvertes donnant acces a la cavité péricardique. Trente-deux huitres sont inoculées avec 50uL
d’eau de mer filirée a 0,22pm, a 1’aide d’une seringue de 1 mL et d’une aiguille de 0,9*25
mm dans la cavité péricardique (lot Témoin). Un inoculum de 50 pl. de broyat de naissain
infecté préparé précédemment (cf. Chapitre [/1 4 ) est injecté a trente-cing huitres (lot infecté).
Chaque lot est mis dans un aquarium contenant un volume de 4L d’eau de mer. Un bullage
assure I’oxygénation des aquariums. La mortalité des animaux est relevée tous les jours. Les
hémocytes de dix animaux de chaque lot sont prélevés (cf. Chapitre 1I1.3) 24h, 48h et 72h
apres I’inoculation. Les expériences sont réalisées en duplicat (Annexe I).

111.6 Essais d’infection d’hemocytes in vitro

Les hémolymphes prélevées dans le sinus hémolymphatique du muscle adducteur
dune centaine d’huitres (provenant d’un établissement ostréicole de La Tremblade) sont
regroupées, filtrée a 60um afin d’enlever les débris et maintenucs dans la glace pour ¢viter
que les hémocytes ne s’agrégent. La concentration en hémocytes est déterminée a ’aide d’une
cellule de Malassez. L’hémolymphe est distribué dans douze fioles de culture cellulaire de
25cm” & raison de 12,5.10° cellules par flasque et le contenu de chacune d’elles est observé au
microscope inverse. Aprés une heure d’incubation 4 15°C, un tapis cellulaire s’est formé au
fond de la fiole. I.’hémolymphe est alors retirée, filtrée & 0,22pum et stockée dans la glace. Un
volume de 3 ml d’ean de mer filtrée a 0,22pum est ajouté dans six fioles « Témoins ». Un
volume de 3 mL de broyat de naissain infecté, utilisé ¢également pour les essais d’infection in
vivo (Cf. Chapitre 1{1.4) est ajouté dans les six autres fioles. Aprés une incubation de 1h30 &
23°C, I’eau de mer et le broyat de naissain infecté sont élimines, et I’hémolymphe filtrée est
redistribuée dans chaque fiole. Aprés une incubation de 4h et de 12h & 15°C, les hémocytes
subissent deux lavages au PBS 1X filtré et & 4°C avant d’extraire ’ARN au Trizol (Annexe
II).

II1.7 Analyses moleculaires

I11.7.1 Extraction I’ ARN a partir d’hémocytes

Les ARN des hémocytes sont extraits suivant le protocole du fournisseur Gibco BRL
et le protocole développé au laboratoire (Annexes III, IV). C’est une technique basée sur
Iutilisation d’un réactif contenant du phénol et de ’isothiocyanate de guanidine appelé
Trizol®. Les ARN sont quantifiés par spectrophotométrie (Photometer Eppendorf) et Ia
qualité est analysée par électrophorése en gel d’agarose (1%).
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I11.7.2 Recherche d’ADN viral par PCR

Lors de I’essai d’infection avec le broyat de naissain infecté, le virus OsHV-1 est
recherché en PCR avec des amorces spécifigues. Trois couples d’amorces sont utilisés :
OHV1/0HV2, Gpl/Gp2 et IAPI/IAP2. Le premier couple permet d’amplifier une zone
codant deux protéines de fonction inconnue, le deuxie¢me couple, un fragment du géne Gp
codant pour une glycoprotéine putative et le troisiéme couple un fragment d’un géne codant
pour une protéine virale ayant des homologies avec une protéine inhibitrice de I’apoptose.

La technique de "Polymerase Chain Reaction" ou PCR nécessite la préparation d’un
melange réactionnel composé pour chaque échantillon de 5ul. de tampon, de MgCl, de
dNTP, d’1pL de chaque amorce, de 0,5uL. de Tag polymérase et de 31,5uL d’cau bidistillée.
Quarante-neuf pL. de mélange réactionnel est mélangé a 1uL d’échantillon, puis deux gouttes
d’huile sont ajoutées pour éviter I’évaporation. Les échantillons sont ensuite placés dans un
thermo-cycler (PTC-100, MJ Research.Inc) (une phase de deux minutes a 94°C, 35 cycles
composés de trois phases d’une minute chacune respectivement a 94°C, 50°C et 72°C et enfin
une de cing minutes & 72°C). Les €chantillons sont préalablement dilués avee de I’ecau DEPC,
la concentration d’ARN utilisée est de 200ng/uL pour les échantillons correspondant aux
essais in vivo et de 100ng/pL pour les essais in vitro.

1IE.7.3 Recherche d’ARN viraux par RT-PCR

La RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) est la technique la
plus sensible pour détecter et quantifier I’ARNm, actuellement disponible. Pour réaliser une
RT-PCR, il faut commencer par extraire les ARN et les recopier in vitro en ADNc simple
brin. La synthése d'ADNc est catalysée par des transcriptases inverses (Reverse
Transcriptase : RT). Cette enzyme est un ADN polymeérase ARN dépendante, capable
d'utiliser un brin d'ARN comme mairice pour catalyser la synthése du brin d'ADN
complémentaire. La synthése du second brin d ADNc ainsi que la PCR sont effectués dans un
deuxiéme temps par la Taq polymérase. Les couples d’amorces utilisés sont les mémes que
ceux utilisés pour la PCR (Cf. Chapitre [1.6.2).

Le kit « Access RT-PCR system » de Promega est utilisé pour réaliser la RT-PCR. Le
mix réactionnel pour un échantillon est le suivant : 10uL de tampon, 1pL de dNTP, 2ul de
MgSQ4, 1uL de chaque amorce, de transcriptase inverse et de polymérase et 32uL d’eau.
Quarante-neuf pl. de mix réactionnel sont mélangés a 1uL d’échantillon, puis deux gouttes
d’huile sont ajoutées pour éviter I’évaporation. Les echantilions sont placés dans un thermo-
cycler (PTC-100, MJ Research.Inc) (Figure 6). Les échantillons sont également dilués avee de
I’eau DEPC, la concentration d’ARN utilisée est de 200ng/pL pour les échantillons
correspondant aux essais in vivo et de 100ng/pL pour les essais in vitro.
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45°C pendant 45min Reverse transcription

l

94°C pendant 2min  Inactivation de la reverse transcription

94°C pendant 30 sec Dénaturation
60°C pendant Imin Hybridation (cette
40 cycles | température varie suivant les amorces utilisées a cause de
la température de fusion : Tm)

68°C pendant 2min Extension

68°C pendant 7min Extension finale

Figure 6 : Description des différentes étapes de la RT-PCR

II1.7.4 Analyse ¢lectrophorétique
Les produits de la RT-PCR sont déposés sur gel d’agarose (1%) pour effectuer une

électrophorese. Une caméra numérique permet la numérisation des photos du gel afin de
permettre ’analyse d’image.
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IV. Résultats

IV.1 Recherche d’ADN et d’ARN viraux dans différents
echantillons d’hémocytes.

Différents lots d huftres ont donc été utilisés :
- un lot provenant de 1’écloserie de la station IFREMER La Tremblade,
- un lot provenant de Bonne Anse
- un lot d’un établissement ostréicole de La Tremblade.

IV.1.1 Quantification et contrdle des ARN

Les concentrations d’ARN extrait sont comprises entre 713,0ug/mL et 993 4ug/mlL.
Des concentrations ¢levées sont observées pour chaque échantillon d’ARN obtenu que se soit
avec le protocole du fournisseur Gibco BRL ou avec le protocole développé en laboratoire
(protocole LGP). Cependant, I’utilisation de ce dernier donne des concentrations plus faibles
mais acceptables. Les rapports r sont supérieurs & 1,60 compris entre 1,60 et 1,66 ; ils sont
équivalents quel que soit le protocole utilisé (Tableau 2).
Le contrdle de la qualité de ’ARN extrait sur gel d’agarose (1%) démontre la présence
d’ARN 2 1000pb pour les deux protocoles utilisés et quelque soit "origine des échantillons
(Figure 7).

Concentration des ARN | Rapport r = Aj=2600m/ As=280nm
en pug/mL r>1,60
Lot IFREMER : protocole Gibco 801,7 1,64
Lot IFREMER : protocole LGP 736,7 1,62
Lot Bonne Anse: protocole Gibco 8489 1,60
Lot Bonne Anse: protocole LGP 7130 1,65
Lot C-M : protocole Gibco 993,4 1,66
Lot C-M: protocole LGP 719,9 1,66

Tableau 2 : Concentration en ARN dans les échantillons : méthode spectrophotométrique ; Protocole LGP :
protocole développé au laboratoire ; lot IFREMER : lot provenant de ’écloserie de la station IFREMER La
Tremblade ; lot C-M : lot provenant d’un établissement ostréicole de La Tremblade (Charente-Maritime).

1V.1.2 Recherche d’ADN viral par PCR

La recherche d’ADN par analyse PCR n’a pas permis la détection de bande de taille
attendue pour tous les échantillons traités quel que soit le couple d’amorces utilisé. Le
Témoin positif (ADN viral extrait de particules purifiées) a permis une amplification avec les
couples d’amorces OHV1/OHV2, Gpl/Gp2 mais aucune amplification de ce témoin n’est
observé avec le couple d’amorces IAP1/IAP2 (Tableau 3).
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1V.1.3 Recherche d’ARN viral par RT-PCR

Pour la recherche d’ARN viraux, aucune bande de taille attendue n’a été observée a
partir des échantillons traités en RT-PCR. Mais dans ce cas, aucune amplification n’est
observée avec les couples d’amorces Gpl/Gp2 et IAP1/IAP2 pour le témoin positif (Tableau
3 ; Figure 8).

A B C

Figure 7: Controle qualité des ARN extraits sur gel d’agarose; M: Marqueur & 200pb du fournisseur
eurogentec ; G : extraction avec le protocole Gibco ; 2 : extraction avec le protocole développé en laboratoire ;
A : Echantillons de ’écloserie ’IFREMER La Tremblade ; B : Echantillons de Bonne Anse ; C : Echantillons
de I’établissement ostréicole de La Tremblade.
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Figurc 8 : Résultats sur gel de la RT-PCR des échantillons de Bonne Anse et de 1’établissement ostréicole de La
Tremblade. M : Marqueur a 200pb eurogentec ; B : Echantillons de Bonne Anse ; C : Echantillons de 1’établissement
ostréicole de La Tremblade ; G : extraction avec le protocole Gibco ; 2 : extraction avec le protocole développé au
laboratoire ; T+ : Témoin positif ; T- : Témoin négatif.
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Nom Témoin positif (ADN
Lot IFREMER Lot Bonne Anse | Lot La Tremblade viral extrait de
particules purifiées)
Couples d’amorcé
PCR | RT-PCR | PCR | RT-PCR| PCR RT-PCR PCR RT-PCR
OHV1/OHV2 - - - - - - + +
Gpl/Gp2 - - - - - - + -
IAP1/IAP2 - - - - - - - -

- : absence de bande de taille attendue
+ : présence de bande de taille attendue

Tableau 3 : Détection d’ADN et d’ARN viraux dans différents lots d’huftres par PCR et RT-PCR

IV.2 Effets de la température, de ['anesthésie et de l'injection
d’eau de mer sur les huitres

1V.2.1 Température

Une expérience préliminaire a é€té réalisée afin d’étudier Peffet d’un changement
soudain de température sur des huitres creuses, adultes. La mortalité est relevée
quotidiennement.

En neuf jours, trois hufitres sont mortes sur un total de 30 (10%) (Tableau 4).

Temps Mortalité
24h
48h

5 jours
6 jours
7 jours
B jours
9 jours
Total: 3 huitres mortes sur 30

Q2D =2 |C|O

Tableau 4 ; Effets d’un changement de température sur un lot d’huitres

IV.2.2 Anesthésie et Injection d’eau de mer

Une seconde expérience a permis d’étudier les effets d’une anesthésie et d’une
injection d’eau de mer. La mortalité est surveillée tous les jours :a 24h, 48h, et & 72h. Dans
les lots Témoins, une mortalité de 3% est observé (une huitre sur 30 est morte). La mortalité
dans le lot anesthésié et inoculé est de 10%, 3 huitres mortes sur 30 au total (Tableau 5).
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Mortalité au Mortalité au bout | Mortalité au bout Mortalité

hout de 24h de 48h de 72h cumulée
Lot Témoin 1 0 1 0 1huitre morfe sur 30
Lot Témoin 2 0 0 1 1huitre morte sur 30
Lot anesthésié ef inoculé 4 0 2 1 3 huifres mortes sur 30

Tableau 5 : Effet sur la mortalité des huitres de I’anesthésie et de I’injection d’cau de mer filtrée & 0,22um

V.3 Contréle de la présence de virus dans le broyat de naissain

infecté

Apres avoir broyé le naissain, les surnageants sont analysés par PCR en utilisant les
couples d’amorces OHV1/OHV2, Gpl1/Gp2 et IAP1/TAP2. Des bandes de taille attendue sont
détectées dans les surnageants de broyat avant filtration et apres filtration (Figure 9).

Figure 9 : Contrédle de la présence de virus OsHV-1 dans les surnageants non filtrés et filtrés (0,45
et 0,22pm) du broyat de naissain infecté ; M : Marqueur 4 200 pb eurogentec; S : Surnageant ; §
045 Surnageant filtré a 0,45 ; S g5 Surnageant filtréd 4 0,22 ; T-: Témoin négatif ; T+ : Témoin

positif.

V.4 Essai d’infection d’animaux in_vivo

1V.4.1 Quantification et contréle des ARN

Apres extraction des ARN a partir d’hémocytes d’animaux infectés ou non, les ARN
sont quantifiés et la qualité est analysée sur gel d’agarose (1%). Les concentrations d’ARN
sont comprises entre 622,6pug/mL et 8513,9pg/mL ; Les concentrations pour les lots « Virus »
sont supérieures aux valeurs obtenues pour les lots « Témoins ». Les rapports, 1, sont tous
supérieurs a 1,60 (Tableau 6).
En électrophorése, une bande a 1000pb, d’intensité variable, est observée pour chaque

échantillon (Figure 10).
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Concentration des ARN en Rapport r = Aj—s0nm/
\ pg/mL Aj=280nm
r>1,60
24h :Témoin 1 1237,0 1,61
24h : Virus 1 1692,7 1,72
48h :Témoin 1 1442,5 1,77
48h : Virus 1 2171,8 1,81
72h :Témoin 1 1240,7 1,60
72h ; Virus 1 22718 1,73
24h :Témoin 2 622,6 1,83
24h : Virus 2 1509,5 1,76
48h ; Témoin 2 1885,6 1,61
48h : Virus 2 25873 1,79
72h : Témoin 2 8513,9 1,87
72h : Virus 2 1887,9 1,67

Tableau 6 : Concentration en ARN dans les échantillons : méthode spectrophotométrique

TL ¥ TL VI T1 VI Tz V2 T2 V2 T2 V2
24h 48h 7. 24h

Figure 10: Contréle de la qualité des ARN: électrophorése sur gel
d’agarose a 1% ; M : Marqueur a 200pb eurogentec ; T : lot « Témoin » ;
V : lot infecté par le virus ; 1 : premier essai ; 2 : second essal.
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1V.4.2 Recherche d’ADN viral par PCR

Pour tous les échantillons, quel que soit Ie couple d’amorces utilisé (OHV1/OHV2,
Gpl/Gp2, IAP1/IAP2), aucune bande de taille attendue n’est observée en gel d’agarose.
L’amplification du Témoin positif permet d’obtenir pour les trois couples d’amorces, une
bande de taille attendue (Figures 11 et 12) .

Figure 11 : Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de PCR des échantillons d’essais
d’infection in vivo ; M : Marqueur 4 200pb eurogentec ; T1 24h: échantillon du lot Témoin 1, 24h aprés
injection ; V2 48h : échantillon du ot « Virus » 2, 48h aprés injection.

T+ Tl ¥1 T1 ¥1 T1 ¥l
24T 48H 72h

Figure 12: Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de PCR des échantillons d’essais
d’infection in vivo ; M ; Marqueur a 200pb du fournisseur eurogentec ; T1 24h : échantilion du lot Témoin 1, 24h
aprés injection ; V2 48h : échantillon du lot « Virus » 2, 48h aprés injection.
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1V.4.3 Recherche d’ARN viral par RT-PCR

Quel que soit les échantillons, aucune bande de taille attendue n’est observée en gel
d’agarose (1%).Une amplification de taille attendue est observable pour le Témoin positif
pour les trois couples d’amorces utilisés (Figures 13 et 14).

Gp

- _’l.':.). et E R B St [ S R o) G E 4 [ i it ia Ry ot ol il il e st L e [y (S B 31
48h 24h 72h 48h 24h 72h 48h 24h T2h 48h 24h
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Figure 13 : Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de RT-PCR des échantillons d’essais
d’infection in vive ; M : Marqueur 4 200pb eurogentec ; T1 24h: échantillon du lot Témoin 1, 24h aprés
injection ; V2 48h : échantillon du lot « Virus » 2, 48h aprés injection.

M

T+ 2 2 T2 V2 20 Wl
T
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Figure 14 : Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de RT-PCR des échantillons d’essais
d’infection in vivo ; M : Marqueur & 200pb curogentec ; T1 24h: échantillon du lot Témoin 1, 24h aprés
injection ; V2 48h : échantillon du lot « Virus » 2, 48h aprés injection.
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IV.5 Essai d’infection d’hémocytes in vitro

IV.5.1 Quantification et contréle des ARN

Apres avoir extrait les ARN des hémocytes ayant été mis en contact avec du broyat de
naissain infecté ou non, les échantillons d’ARN sont quantifiés par spectrophotométrie, les
concentrations varient entre 202,5ug/mL et 2114,1pg/ml, les rapports sont compris entre
1,41 et 1,89 (Tableau 7). L’analyse sur gel d’agarose (1%) permet d’observer une bande a
1000pb de faible intensité pour chaque échantillon (Figurel5).

Concentration d’ARN en

Rapport r = Aj=260um’ Ar=2801m

pg/mil. r>1,60
4h :Témoin 1 655,9 1,53
4h : Virus 1 335,9 1,89
4h :Témoin 2 376,7 1,80
4h : Virus 2 4833 1,54
4h :Témoin 3 392,2 1,59
4h : Virus 3 438.,0 1,48
12h :Témoin 4 351,9 1,64
12h : Virus 4 2114,1 1,43
12h : Témein 5 226,8 1,41
12h : Virus § 202,5 1,50
12h : Témoin 6 2236 1,56
12h : Virus 6 225,5 1,67

Tableau 7 : Concentration en ARN dans les échantillons : méthode spectrophotométrique

Figure 15 : contrdle de la qualité des ARN extraits sur gel d’agarose (1%) ;
M : Marqueur a 200pb curogentec ; T1 4h: échantillon du lot Témoin 1
aprés 4h d’incubation; V2 12h: échantillon du lot Virus 2 aprés 12h

d’incubation.
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IV.5.2 Recherche &’ ADN viral par analyse PCR

L’analyse PCR ne montre aucune bande de faille attendue pour 1’ensemble des
échantillons testés (hémocytes au contact d’un broyat de naissain infecté pendant 4h ou 12h.
Une bande de taille attendue est observée pour le Témoin positif, constitu¢ d’ADN viral
extrait de particules purifi¢es, pour I’ensemble des trois couples d’amorces utilisés (Figures
16 et 17).

IR

VI T2 V2 T3 V3 T4 V4 T5 WS Té ¥ T- T+ T1 W1 T2 ¥2 T3 V3 T4 V4 TS VS
4h 4h 4h 12h 12h 12k 4h 4h 4h 12h 12h

Figure 16: Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de PCR des échantillons d’essais
d’infection d’hémocytes in vitre ; M : Marqueur 4 200pb eurogentec ; T1 4h : échantillon du lot Témoin 1 aprés
4h d’incubation ; V2 12h : échantillon du lot Virus 2 aprés 12h d’incubation.

Figure 17: Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de PCR; M: Marqueur a
200pb eurogentec ; T1 4h : échantillon du lot Témein 1 aprés 4h d’incubation ; V2 12h : échantiilon du lot Virus
2 aprés 12h d’incubation.
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IV.5.3 Recherche d’ARN viral par RT-PCR

Aucune bande de taille attendue n’est observée, en gel d’agarose, pour les
échantillons analysés. Une amplification du Témoin positif est observée pour les trois couples
d’amorces utilisés (OHV/1OHV2, Gp1/Gp2, IAP1/IAP2) (Figures 18 et 19).

e

T> v T4 ¥3 T3 v2 T2 V1 Tl T+ T- V& T8 V5 T5 W/'T4 ¥3 T3 W2 T2 ".fi.'.
12k 12k dh - 4k - 4k 12k - 12h o 12k 4h . o4

Figare 18: Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de RT-PCR; M: Marqueur a
200pb eurogentec ; T1 4h : échantillon du lot Témoin 1 aprés 4h d’incubation ; V2 12h : échantilfon du lot Virus
2 aprés 12h d’incubation.

Figure 19: Electrophorése sur gel d’agarose (1%) des produits de RT-PCR; M: Marqueur 3
200pb eurogentec ; T1 4h ; échantillon du lot Témoin 1 aprés 4h d’incubation ; V2 12h : échantillon du lot Virus
2 aprés 12h d’incubation.
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V. Discussion

La recherche d’ADN et d’ARN viraux, dans des échantillons d’hémocytes prélevés dans
trois lots d’huitres adultes d’origines différentes, a été réalisée avec trois couples d’amorces
spécifiques d’OsHV-1 ; OHV1/OHV2, Gpl/Gp2 et IAP1/IAP2. 1l n’a pas été détecté dans ces
trois lots d’hémocytes d’ADN et d’ARN viraux. Cependant pour les amorces Gpl/Gp2 et
IAP1/1AP2 se pose le probléeme d’une absence d’amplification des témoins positifs. La
détection du virus OsHV-1 n’est donc pas observée, Ies résultats sont en contradiction avec ce
qui a été obtenu précédemment lors d’une analyse RT-PCR ot il a éé montré la présence
d’ARN viraux dans ce type cellulaire (Moreau K, communication personnelle).

Des expériences préliminaires ont été réalisées pour analyser les effets d’un
changement soudain de température (passage d’une ean de 18°C a 24°C). Ce changement n’a
pas induit de mortalité significative. L’intérét de maintenir les huitres dans une eau a 24°C est
d’augmenter la capacité du virus (OsHV-1) a se développer (Farley et a/, 1972 ; Le Deuff et
al., 1996). Un essai d’injection d’ean de mer dans la cavité péricardique chez des huitres
adultes ayant été anesthésies montre qu’il n’existe pas de différence significative avec le lot
témoin en terme de mortalité. Un changement de température suivi d’une anesthésie et d’une
injection semble &ire bien supporté par les animaux, ce qui permet d’intégrer ces étapes dans
les protocoles d’infection in vivo.

Un essai d’infection d’huitres adultes avec le virus OsHV-1 a été réalisé. La source de
virus utilisée correspond & du naissain naturellement infecté et conservé a —20°C. Pour suivre
le succes de ’infection expérimentale chez les animaux adultes, il a été choisi de rechercher le
virus dans les hémocytes par PCR et RT-PCR. Les analyses effectuées n’ont pas permis la
mise en ¢évidence d’ADN viral et d’ARN viraux dans les hémocytes. Des travaux réalisés au
préalable au LGP (La Tremblade, Charente-Maritime) ont moniré la difficulté 4 obtenir un
protocole reproductible d’infection expérimentale au stade naissain et adulte chez 1’huitre
creuse, C. gigas (Arzul, 1997 ; Arzul, 1998). En effet, chez les huitres adultes, aucune
mortalité et aucune lésion n’ont pu étre observées aprés 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 maniéres :

e une absence de particules virales infectieuses (intégres) dans le broyat de
naissain : source de virus utilis¢ aboutissant 4 une absence d’infection
expérimentale ;

o un défaut de détection du virus du fait d’une inadéquation des couples
d’amorces utilisées et des genes viraux cibles ;

e un choix des cellules sélectionnées (hémocytes) non adapté au suivi de
I’infection viral.

Ces observations traduisent les difficultés pour s’approvisionner en virus OsHV-1.
L’absence de lignée cellulaire de bivalves marins ainsi que 'impossibilité d’infecter des
lignées cellulaires existantes avec OsHV-1 ne permet pas de produire le virus in vifro (Le
Deuff et al., 1994 ; Renault ef al., 1995 ; Deniau, 2000). La technique de production de larves
axéniques infectées comme systéme de multiplication du virus, a été etablie pour permettre de
remedier a ces difficultés, (Le Deuff et al., 1994 ; Le Deuff ef af., 1996 ; Arzul et al., 2001a et
2001b). Le pouvoir infectieux du virus peut étre perdu dans du matériel biologique conservé a
—20°C (animaux naturellement infectés conservés congelés). La congélation peut avoir un
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effet destructeur sur ’enveloppe virale, composant indispensable 4 la pénétration du virus
dans les cellules cibles. L’absence de systéme cellulaire permettant la multiplication du virus
in vitro empéche toute évaluation a priori du pouvoir infectieux des particules virales
contenues dans du matériel infecté, archivé.

La recherche d’ADN et d’ARN viraux est réalisée en utilisant trois couples d’amorces
specifiques du virus OsHV-1 : OHVI/OHV2, Gpl/Gp2 et TAP1/IAP2. L’extraction d’ARN
des hémocytes des huftres est effectuée 24 heures, 48 heures et 72 heures apres 1’inoculation
du broyat de naissain infecté. Le cycle de réplication viral n’étant pas connu, les génes viraux
ciblés pourraient ne pas permettre de détecter une infection précoce. Le géne Gp code pour
une glycoprotéine d’enveloppe. Chez HSV-1, la formation de ’enveloppe se fait a la fin du
cycle de réplication, aux alentours de 18 heures (Hureaux et al., 2003). Le géne OHV code
pour deux protéines de fonction inconnue et le géne IAP code pour une protéine inhibitrice de
Papoptose. Aujourd’hui, les génes d’expression précoce et tardive n’ont pas été identifiés
chez le virns OsHV-1. Le ciblage de génes précoces permettrait de détecter la multiplication
du virus dans les premiéres heures aprés 1’inoculation.

Une expérience préliminaire réalisée au LGP a permis de détecter de I’ARN viral dans
les hémocytes d’huitres. De ce fait, ce type cellulaire a ét¢ choisi pour suivre le succés des
infections expérimentales. Ce sont de plus, des cellules faciles & prélever. Cependant, la rare
détection du virus dans les hémocytes en microscopie électronique 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
présentes dans les tissus conjonctifs semblent de bons candidats dans la mesure o ce type
cellulaire correspond aux cellules cibles. Cependant, il apparait une difficulté en terme de
prélévement.

Les résultats négatifs observés en PCR peuvent par ailleurs aussi s’expliquer par le fait
que les analyses PCR ont ét¢ réalisées sur des échantillons ayant subi une extraction d”’ARN
et non d’ADN. Cependant les ARN extraits contiennent également de I’ ADN viral (absence
de traitement des ARNs par DNase). Ce procédé n’est donc pas optimal pour la détection
d’ADN viral. Les mémes hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer 1’absence de
détection d’ADN et d’ARN viraux lors de I’essai d’infection des hémocytes.

Par ailleurs, pour I’essai d’infection des hémocytes in vitro, le broyat de naissain
infecté a été retiré trop tdt ce qui a pu géné ’infection, une modification du protocole, ¢’est &
dire laisser en contact le virus et les cellules pendant 4h et 12h pourraient faciliter I’infection,
Des essais réalisés au préalable, au laboratoire (Moreau, 2004) ont en effet permis de détecter
des ARN viraux dans des hémocytes d’huitres, aprés un contact de 13 heures entre les cellules
et le broyat de matériel infecté.
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Infection in vivo d’hémocytes d’huitre creuse,
Crassostrea gigas

35 huitres

A 4

Injection de 50puL de
broyat de matériel
infecté

Cavité péricardique

Branchies

Broyat de naissain dhuitres

contrélé positif par PCR

35 huitres

A 4

Injection de 50pL d’ean
de mer, filtrée

Préleévement de I’hémolymphe de

10 huitres dans le sinus

hémolymphatique du muscle

adducteur a 24h
48h
72h

h 4

Extraction ARN

PCR

Amorces :
= QOHVI/OHV2
= Gpl/Gp2
= JAPI/IAP2

RT-PCR

Amorces :
= OHV1/OHV2
= Gpl/Gp2
= JAP1/IAP2
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Infection in vitro d’hémocytes d’huitre creuse,

Crassostrea gigas

80-100 hufltres

y

Prélevement de I’hémolymphe

par ponction dans le sinus

hémolymphatique du muscle

adducteur

Distribution dans 6
fioles de culture
cellulaire

Y

Filtration 4 60pum de
I’hémolymphe

Incubation|theure 4 15°C

A 4

Elimination de

Distribution dans 6
fioles de culture
cellulaire

Incubation|{lheure 4 15°C

¥

Dépo6t des cellules

v

I’hémolymphe

v

Dépdt des cellules

h 4

Distribution de 3mL
de broyat de matériel
infecté

Filtration & 0,22um, et
stockage de
I’hémolymphe dans la

}

Incubation 1h30 4 23°C

\

i
3%

Amorces ;

PCR

= OHVI/OHV2
= Gpl/Gp2
= JAP1/TIAP2

glace

Distribution de 3mL
d’ean de mer filtrée,
stérile

X

Remise de I’hémolymphe filtree a

0,22um

h 4

Incubation de 4h 4 12h

A 4

Extraction des ARN apres 4h et

12h de mise en contact

}

Incubation 1h30 4 23°C

/

n

RT-PCR
Amorces :
= OHVI/OHV2
s Gpl/Gp2
" TAPI/TAP2
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Extraction des ARN (Gibco)

Ajouter 1,5ml. de Trizol pour 10 millions de cellules dans le tube Falcon
Agiter en aspirant et refoulant : la lyse s’effectue immédiatement
Récupérer le lysat dans un tube eppendorf stérile

Laisser 5 minutes a température ambiante pour permetire une dissociation compléte
des complexes nucléoprotéines.

Ajouter 200pL de chloroforme pour 1mlL de Trizol
- Agiter vigoureusement 15 secondes

- Incuber a température ambiante pendant 2-3minutes
Centrifuger 15 minutes & 12000g & 4°C

Transférer la phase aqueuse (environ 60% du volume de Trizol) dans un tube
eppendorf stérile

Ajouter 0,5mL d’1sopropanol pour 1mL de Trizol (0,75mL) pour précipiter ’ARN
contenu dans cette phase,

Incuber 10 minutes & température ambiante
Centrifuger a 12000g pendant 10 minutes a 4°C

+ Ajouter 1,5mL d’¢thanol a 70% pour laver I’ARN
Centrifuger a4 7500g pendant 5 minutes a 4°C
Secher a ’air pendant 10 minutes

Remettre en suspension dans 22puL d’eau DEPC

Pour faciliter la dissolution, placer la suspension au bain-marie 10 minutes & 50°C

4 Réaliser une dilution au 1/100°™ avec de P’eau distillée.

Annexe [I1
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Extraction des ARN (LLGP)

Extraction ARN
Ajouter 1,5mL de Trizol pour 10 millions de cellules dans le falcon
Agiter en aspirant et refoulant : Ia lyse s’effectue immédiatement
Récupérer le lysat dans un tube eppendorf stérile
Laisser 5 minutes a température ambiante
Ajouter du chloroforme IsoAmylique(49 :1) : 1/5%™ du volume de Trizol
Homogénéiser méthodiquement 15 secondes puis laisser reposer 10 minutes a
température ambiante
Centrifuger 10 minutes 4 4°C a 12000g
Récupérer la phase aqueuse (mettre dans la glace)
Précipitation
Ajouter 0,5 mL d’Isopropanol froid (4°C) pour 1mL de Trizol (0,75mL)
Meélanger, incuber 30 minutes 4 4°C.
Centrifuger 30 minutes a 4°C a 12000g
Eliminer doucement le surnageant, laver le culot avec 1,5mL d’éthanol & 70%
Centrifuger 10 minutes a 4°C a 12000g
Eliminer doucement le surnageant
Centrifuger 2 minutes & 4°C a 12000g
Eliminer doucement les dernieres gouttes d’éthanol et sécher 10minutes
Remettre en suspension dans 22pL d’eau DEPC

Pour faciliter la dissolution, placer la suspension au bain-marie 10 minutes & 5

Réaliser une dilution au 1/100%™ avec de ’eau distillée.

0°C
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	1
	Page 1

	20110427081627839



