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Préambule

Le naissain d’huitre creuse Crassostrea gigas est touché chaque année depuis 2008 par des
mortalités causées par un microvariant de ’ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1 pVar). Plusieurs
études montrent que ces événements de mortalité se produisent préférentiellement lorsque la
température de 1’eau est comprise entre 16°C et 24°C (Pernet et al. 2012; Petton et al. 2013;
Renault et al. 2014). Au-dela de 24°C, il semble que le naissain ne subit pas de mortalité et I’ADN
d’OsHV-1 n’est pas détecté. A 25°C la virulence d’OsHV-1 est inférieure a celle qui est mesurée
a 16°C (Martenot et al. 2015). Par conséquent, une exposition rapide des huitres infectées par le
variant pVar a des températures supérieures a 24°C pourrait limiter les mortalités causées par le
virus. Toutefois, le statut épidémiologique des survivants a I’infection et au traitement thermique
doit étre évalué. En effet, il faut savoir si ces huitres qui ont été préalablement infectées par le
virus sont porteuses d’OsHV-1 et il faut définir les modalités de réactivation du virus. D’autre
part, ces huitres peuvent demeurer sensibles a la maladie ou au contraire devenir résistantes, le
systeme immunitaire ayant été stimulé par une exposition non-létale au virus. Ce projet fait suite
au projet THERMARES (Convention DPMA 2013-Ifremer 2012/1/1210320/NYF) qui a mis en
évidence que des traitements basses températures permettent de limiter les mortalités d’huitres
infectées par OsHV-1, mais que le virus persiste dans I’animal et peut étre réactive lorsque la
température est supérieure a 16°C (Pernet et al. 2015).

Dans le cadre du projet TEMPO, il est proposé de (1) vérifier I’hypothése selon laquelle
I’exposition a haute température réduit la mortalité des huitres infectées par OsHV-1, et (2)
déterminer si les animaux qui ont survécu suite a I’infection et au traitement thermique sont
sensibles/résistants a I’infection par le virus OsHV-1 et sains/porteurs lorsque la température est
a nouveau favorable au développement d’une infection.
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Résumé

Le naissain d’huitre creuse Crassostrea gigas est touché chaque année depuis 2008 par des
mortalités causées par un microvariant de 1’ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1 pVar). Plusieurs études
montrent que ces événements de mortalité se produisent préférentiellement lorsque la température
de I’eau est comprise entre 16°C et 24°C. Par conséquent, une exposition rapide des huitres
infectées par OsHV-1 a des températures supérieures a 24°C pourrait limiter les mortalités causées
par le virus. Il est proposé de (1) vérifier ’hypothése selon laquelle I’exposition a haute
température réduit la mortalité des huitres infectées par OsHV-1, et (2) déterminer si les animaux
qui ont survécu suite a I’infection par OsHV-1 et au traitement thermique sont sensibles/résistants
a I’infection par OsHV-let sains/porteurs lorsque la température est & nouveau favorable au
développement d’une infection exprimée. La survie des huitres infectées par OsHV-1 a 29°C est
nettement supérieure (81%) a celle des huitres a 21°C (49%) et a 26°C (41%). Par ailleurs, les
huitres survivantes a une infection par OsHV-1 a 29°C ne semblent pas infectieuses, méme lorsque
la température devient permissive pour le virus (21°C). Enfin, lors d’une seconde exposition au
virus en milieu naturel, les huitres survivantes a une infection par OsHV-1 a 29°C présentent un
risque de mortalit¢ 2 fois supérieur a celui des huitres infectées aux autres températures.
Néanmoins, considérée sur I’ensemble de I’expérience, la survie des huitres exposées a OsHV-1 a
29°C est 1.5 fois supérieures (57%) a celles des huitres exposées a OsHV-1 a 21°C et a 26°C
(37%). Par conséquent, il y a un bénéfice a exposer les huitres a OsHV-1 a 29°C plutét qu’a 21°C
ou a 26°C. Il restera a comprendre les fondements de cette interaction hote-agent pathogéne-

température. La diminution du risque de mortalité¢ a 29°C reste a élucider.

Mots-clés: Epidémiologie, Huitre, OsHV-1, Risque, Survie, Température

Key words: Epidemiology, Oysters, OsHV-1, Risk, Survival, Temperature
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1 Introduction

Les maladies infectieuses ont joué¢ un role important tout au long de l'histoire de 1’ostréiculture
mondiale (MacKenzie and Clyde 1996; Goulletquer and Heral 1997; Nell 2001; Buestel et al.
2009; Troost 2010). Les mortalités estivales d’huitres C. gigas ont été rapportées partout ou cette
espece est cultivée : au Japon (Mori 1979), aux USA (Perdue et al. 1981; Cheney et al. 2000;
Friedman et al. 2005) et en Europe de 1’Ouest (France: Soletchnik et al. 2007; Germany:
Watermann et al. 2008; Ireland: Malham et al. 2009).

Pendant 1’été 2008, les mortalités d huitres agées d’un an et moins se sont produites sur toutes les
cotes francaises (Miossec et al. 2009; EFSA 2010). Ces mortalités ont été associées a l'infection
des huitres par un génotype nouvellement décrit (uVar) de l'ostreid herpesvirus 1 (OsHV-1)
(Segarra et al. 2010). Depuis, ce virus a été détecte le long de la c6te européenne, du Portugal a
la Scandinavie (Dundon et al. 2011; Lynch et al. 2012; Peeler et al. 2012; Roque et al. 2012;
Domeneghetti et al. 2014; Batista et al. 2015; EFSA 2015; Gittenberger et al. 2015; Morrissey et
al. 2015; Mortensen et al. 2016), et des variants de ce virus ont été détectés en Australie (Jenkins
et al. 2013; Paul-Pont et al. 2013), en Nouvelle-Zélande (Keeling et al. 2014) et en Asie (Hwang
et al. 2013). Une relation causale entre le variant pVar et la mortalité des huitres a été établie sur
le plan épidémiologique (Schikorski et al. 2011; Bingham et al. 2013; EFSA 2015; Paul-Pont et
al. 2015). Le virus OsHV-1 pose aujourd'hui un défi majeur pour la production de I'huitre du
Pacifique dans le monde entier.

Depuis 2009, dans la lagune de Thau, les mortalités d’huitres creuses se sont systématiquement
produites lorsque la température était comprise entre 17°C et 24°C, quels que soient 1’age des
huitres et la date de transfert (Pernet et al. 2012) (Figure 1). En laboratoire, OsHV-1 est transmis
de fagon optimale lorsque la température est comprise entre 16°C et 22°C (Figure 2). En dehors
de cette fenétre thermique, la transmission de la maladie et les mortalités d'huftres qui en
découlent étaient moindres, corroborant ainsi les observations faites en milieu naturel.

Par ailleurs, les huitres préalablement infectées avec OsHV-1 et maintenues & 13°C pendant 40
jours, présente une absence de détection d’ADN viral dans les tissus, ne présentaient aucune
mortalité, et ne transmettaient pas la maladie aux huftres saines placées en cohabitation. Par
conséquent, une exposition a 13°C pouvait offrir une voie de limitation des mortalités d’huitres
causées par OsHV-1. Pour tester cette hypothése, I’effet de 1I’application de basses températures
(10°C et 13°C) pendant des durées variables comprises entre 6 et 83 jours a été testé sur la survie
du naissain d’huitres préalablement infecté par une exposition en rade de Brest pendant 5 ou 8
jours, afin d’obtenir différents niveaux d’infection (Pernet et al. 2015) (convention DPMA 2013-
Ifremer 2012/1/1210320/NYF).
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Figure 1. Mortalité cumulée (cercle, axe gauche) d’un lot d’huitre dans la lagune de Thau en fonction des dates de
transfert en relation avec la température de I’eau (axe a droite). La taille des coquilles au moment des transferts est
indiquée sur la figure en mm. Les huitres étaient agées de 8 mois au premier transfert et de 30 mois au dernier transfert.
La courbe de température en gris clair indique les valeurs <17°C ou >24°C, en noir les températures comprises entre

17°C et 24°C (Pernet et al. 2012).
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Figure 2. Survie finale du naissain d’huitre exposé a
OsHV-1 pvar sur le terrain (exposed oysters) et du
naissain d’huftre placé en cohabitation avec du
naissain exposé a la maladie en milieu contrélé
(challenged oysters) en fonction de la température.
La survie des huitres exposées a la maladie est
négativement corrélée avec la température, variant
entre 48% et 25%. En revanche, la survie des huitres
placées en cohabitation (62 a 98%) avec les huitres
exposées diminue avec la température jusqu’a
I’atteinte d’un plateau entre 16 et 22°C et augmente
par la suite. OsHV-1 est transmis de fagcon optimale
lorsque la température est entre 16°C et 22°C
(Petton et al. 2013).
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La survie moyenne des huitres infectées par OsHV-1 était de 71% aprés 83 jours a basse
température par rapport a seulement 23% chez les témoins maintenus a 21°C (Pernet et al. 2015)
(Figure 3). Pendant I’exposition au froid, le niveau d’ADN viral dans les tissus d'huitres a
progressivement diminué jusqu’a devenir non détectable aprés 21 jours. Toutefois, lorsque ces
huitres acclimatées au froid ont été soudainement exposées a 21°C au laboratoire, elles ont
présenté des mortalités importantes coincidant avec la détection d’ADN d’OsHV-1 dans leurs
tissus. OsHV-1 semble donc persister dans les huitres, méme a basse température, et le virus peut
produire une infection exprimée aprés un choc thermique a 21°C. Globalement, les traitements a
basses températures n'ont pas amélioré la survie des huitres infectées par OsHV-1. Ces résultats
suggerent que les transferts d’huitres infectées vers des zones d’élevage plus froides dans le but
de limiter les pertes est une pratique qui ne ferait que retarder la mortalité (& moins que la
température n’atteigne jamais 16°C).
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Figure 3. Survie des huitres Crassostrea gigas en laboratoire a21°C, 13°C et 10°C apres exposition sur le terrain pendant
5 jours (en pointillé) ou 8 jours (ligne continue) dans une zone d’élevage ou la mortalité causée par OsHV-1 était en
cours. Le temps de survie a été mesuré en jours a partir du début du traitement thermique (Pernet et al. 2015).
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Le fait que les mortalités d huitres causées par OsHV-1 se produisent préférentiellement lorsque
latempérature de I’eau est supérieure a 16°C a été confirmé par la suite dans d’autres écosystemes
(Renault et al. 2014; Petton et al. 2015). En revanche, 1’idée d’un seuil thermique « haut », au-
dela duquel les effets du virus sur I’hote sont moindres n’a pas été approfondi. Seule une étude
montre que la virulence d’OsHV-1 est inférieure a 25°C comparée a 16°C (Martenot et al. 2015),
ce qui pourrait expliquer que les huitres meurent moins lorsque la température est supérieure a
24°C.

Dans le cadre du projet TEMPO, il est proposé de (1) vérifier I’hypothése selon laquelle
I’exposition a haute température (>24°C) réduit la mortalité des huitres infectées par OsHV-1
uVar, et (2) déterminer si les animaux qui ont survécu a ’infection et au traitement thermique
sont sains/porteurs et sensibles/résistants lorsque la température est a nouveau favorable au
développement d’une infection exprimée.

Cette étude devrait permettre d’envisager des actions de réduction des mortalités d’huitres et
d’agents infectieux qui pourront étre mises en ceuvre naturellement sur le terrain, en profitant des
variations saisonniéres de température ou artificiellement en milieu controlé.

Plusieurs études rapportent un fort potentiel de la mise en place de traitements thermiques dans
la lutte contre les agents pathogénes en aquaculture. Par exemple la crevette Litopenaeus
vannamei infectée par le White Spot Syndrome Virus (WSSV) puis exposée 12 h a 33°C présente
seulement 20% de mortalité contre 100% chez les témoins a 26°C (Rahman et al. 2006).
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2 Matériel et méthodes

2.1 Production de « naissains standardisés Ifremer » (NSI)

Pour cette étude, deux lots d’huitres ont été produits selon un protocole standardisé décrit par
Petton et al. (2015). Les géniteurs utilisés pour la production de NSI étaient issus de captage
naturel réalisé a Fouras en 2013. Cent individus ont été prélevés aléatoirement dans ce stock et
ont été utilisés comme reproducteurs a la station Ifremer d’Argenton. Le conditionnement a eu
lieu en bassins de 500 L, dans une eau a 17°C enrichie en phytoplancton (Petton et al. 2015).
Apres 5-6 semaines d’alimentation, les gametes ont été obtenus par lacération des gonades. Les
fécondations ont été réalisées le 23 aolt 2015 (08/15) et le 23 février 2016 (02/16). Le taux de
fécondation a été supérieur a 90%. L’embryogenése s’est déroulée en bassin cylindro-conique de
150 L & une température de 21°C pendant 48h. Les larves véligéres ont été collectées sur une toile
a plancton de 40um, avant d’étre transférées dans des tubes de 5 L en flux ouvert a 25°C. Apreés
15 jours, les larves compétentes ont été placées au contact de micro brisure pour se fixer. Les
jeunes huitres ont été transférées a la nurserie Ifremer de Bouin apres 38 jours d’élevage (1¢
octobre 2015 et 1* avril 2016). Le 28 Avril 2016, les deux lots de NSI ont été transférés a
Argenton pour réaliser 1’expérience.

Les huitres du lot 08/15 &gées de 8 mois ont été utilisées comme « donneuses » et « receveuses »
alors que les huitres du lot 02/16 agées de 2 mois %2 ont été utilisées comme « receveuses » dans
I’expérience 1B (voir Figure 4).

2.2 Plan d’expérience

2.2.1 Expérience 1. Effet de la température sur 'infection de I’huitre par OsHV-1

o Partie A: effets des traitements a haute température (26°C et 29°C) sur le développement de la maladie,
sa transmission et le risque de mortalité associé (Figure 4).

Le lot 08/15 a été divisé en deux groupes, les animaux sources du virus, ci-aprés nommes
« donneurs » et les animaux a infecter, ci-aprés nommeés « receveurs ». Entre le 9 mai et le
19 mai 2016, 3000 donneurs ont été acclimatés a 21°C, 26°C ou 29°C dans trois bassins de
500 L et 3600 receveurs ont été acclimatés aux mémes températures dans 15 bassins de 45
L (5 bassins par température). Le taux de filtration (volume de microalgues consommé par
gramme d'huftre par jour) a été mesuré quotidiennement dans chaque bassin. Le débit d'eau
a été maintenu a 12 L h par bassin. Tout au long de cette période d’acclimatation, les huitres
n’ont pas présenté mortalité anormale et 'ADN d'OsHV-1 n'a pas été détecté.

Le 19 mai 2016 (jour 0), les huftres donneuses ont été anesthésiées a 21°C, 26°C ou 29°C
dans une solution de MgCl; jusqu'a l'ouverture des valves (Suquet et al. 2009). Une
suspension virale contenant 6.9x10° copies d'OsHV-1 uVar a été injectée dans le muscle
adducteur (100 pL) d’apres le protocole publié par Schikorski et al., 2011), et les animaux
sont restés ensemble pendant 5 h dans leurs bassins respectifs.

La suspension virale a été réalisée au LGPMM a partir de 10 animaux fortement infectés.
Les branchies et le manteau de ces animaux ont été placés dans un tube stérile de 50 ml
contenant 10 volumes de d'eau de mer artificielle (ASW, 9 mL g tissus). Les tissus ont été
broyés sur glace en utilisant un mélangeur Ultraturax (3 x5 s). Apres centrifugation (1000 g,
5 min, 4 ° C), le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et dilué dans 4 volumes
d’ASW. L'homogénat a été filtré dans des conditions stériles en utilisant des filtres a seringue
a des tailles de pores de 5 um, 2 um, 0,45 pum et 0,22 um (Millipore, Billerica, USA).

Puis, les huitres donneuses (N=150 huitres, 250 g) ont été réparties dans 3 bassins de 45 L
par température (total de 9 bassins) en cohabitation avec des huitres receveuses (non-
injectées). Des huitres témoins injectées avec 100 pL d’eau de mer stérile (EDM) ont été
distribuées dans 2 bassins de 45 L par température (total de 6 bassins). Des huitres
receveuses dites « non-acclimatées » ont été ajoutées dans tous les bassins (N=150 huitres,
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250 g). Lorsque les donneurs ont été transférés dans les 15 bassins de 45 L, le volume d'eau
a été réduit a 30 L et maintenu sans renouvellement pendant 12 heures. Les huitres mortes
(donneuses et receveuses) ont été retirées des bassins aprés 48 h de cohabitation. Ce
protocole est adapté de Morga et al. (en préparation).

La survie des huitres receveuses (acclimatées et non-acclimatées) a été suivie tous les jours
pendant 14 jours. Les huitres receveuses acclimatées et non-acclimatées ont été prélevées
dans chaque bassin (N=15 individus par bassin et par condition) 12, 24, 48 et 96 heures apres
le début de la cohabitation avec les animaux donneurs. Les tissus de 9 individus ont été
disséqués, rassemblés, et congelés instantanément dans l'azote liquide avant d’étre réduits
en poudre avec un homogénéisateur MM400 (Retsch) et aliquotés pour les analyses en
pathologie.

e Partie B: effet des traitements a haute température sur la persistance d'OsHV-1 dans les huitres
survivantes.

Le 2 juin 2016, aprés 14 jours de cohabitation avec les huitres donneuses (injectées avec
OsHV-1 ou témoin EDM), tous les bassins de 45 L ont été vidés, nettoyés et remplis avec
de I’eau de mer a 21°C. Les huitres donneuses ont été éliminées, et les huitres receveuses
survivantes ont été maintenues dans leur bassin a 21°C (Figure 4). De nouvelles huitres
naives (N=60 individus 02/16) ont été ajoutées dans chaque bassin. La survie des huitres
receveuses (08/15) et naives (02/16) a été suivie tous les jours pendant 11 jours. La présence
de mortalité chez les huitres receveuses ou chez les huitres naives indiquerait une
réactivation du virus chez les receveuses et sa transmission aux naives lorsque la température
devient permissive (21°C). Pendant cette phase, les huitres ont été alimentées ad libitum et
le débit d’eau a été maintenu a 12 L h dans chaque bassin.

e Partie C: effet des traitements a haute température sur la tolérance ou la résistance a une infection en
milieu naturel.

Le 13 juin 2016, les huitres 02/16 survivantes ont été transférées sur un site d’élevage situé
dans la Rade de Brest a la Pointe du Chateau (48°20°06.190° N, 4°19°06.370°> W), ou des
épisodes de mortalité du naissain étaient en cours (suivis ECOSCOPA et RESCOII 2016).
La survie de ces huitres a été suivie pendant 75 jours (Figure 4).

2.2.2 Expérience 2 : Effet de la température sur le pouvoir infectieux d’OsHV-1

Le 19 mai 2016 (jour 0), une suspension virale contenant 6.9x10° copies d'OsHV-1 uVar a
été incubée a 21°C, 26°C et 29°C pendant 4 heures avant d’étre injectée dans le muscle
adducteur (100 pL) des huitres maintenues a 21°C. Ces animaux sont restés pendant 5 h a
21°C dans trois bassins distincts en fonction de la température d’incubation du virus. Puis,
les huitres donneuses (N=150 huitres, 250 g) ont été réparties dans 3 bassins de 45 L par
température d’incubation du virus (total de 9 bassins) en cohabitation avec des huitres
receveuses (non-injectées). Des huitres témoins injectées avec 100 uL d’eau de mer stérile
(EDM) également incubés a 21°C, 26°C et 29°C ont été distribuées dans 2 bassins de 45 L
par température (total de 6 bassins). Les bassins contenant les huitres injectées avec la
suspension virale incubée a 21°C sont communs a 1’expérience 1 et a I’expérience 2.
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2.3 Parametres suivis
2.3.1 Survie

Les huitres mortes, vivantes et prélevées ont été dénombrées afin d’évaluer la survie a
chaque phase de 1’expérience 1 et pendant I’expérience 2. Les huitres mortes ont été retirées
a chaque dénombrement.

2.3.2 Détection d’ADN d’OsHV-1

Les analyses de détection d’ADN viral appartenant a OsHV-1 ont été réalisées sur des
¢échantillons d’huitres entiéres (groupe de 9 individus par bassin). Les prélévements ont été
effectués pendant les expériences 1 et 2 a 0, 12, 24, 48 et 96 h post-cohabitation. Les
échantillons de poudres d’huitre ont été envoyeés au laboratoire départemental vétérinaire de
I’Hérault pour analyses en PCR en temps réel. La méthode analytique utilisée est basée sur
une technique publiée (Pepin et al. 2008). Elle consiste en une amplification en temps réel
basée sur la chimie SYBR green et I’utilisation du couple d’amorces DP-F/DP-R ciblant le
géne de I’ADN polymérase d’OsHV-1. Cette approche fournit directement une donnée
gualitative et quantitative, dans les limites de détection de la méthode. En cas de détection
d’ADN d’OsHV-1, une quantification du nombre de copies d’ADN génomique peut &tre
mesurée et associée. Elle renseigne sur I’implication ou non de 1’agent infectieux en cas de
mortalité. Une quantité d’ ADN d’OsHV-1 supérieure a 10* copies mg* de tissu frais indique
la réplication active du virus dans 1’hdte et témoigne de son action dans le processus
morbide.

2.4 Statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées a I’aide du logiciel SAS 9.4 (SAS Institute).
2.4.1 Survie

Les fonctions de survie ont été calculées selon Kaplan & Meier (1958). Le temps de survie
a été mesuré en heures (expériences 1A, B et 2) ou en jours (expérience 1C) a partir du début
de chaque phase de I'expérience. Les données ont été lues comme le nombre d'animaux morts
dans chaque bassin a chaque dénombrement. Les courbes de survie des huitres exposées ont
été tracées et comparées entre les traitements thermiques.

Dans les expériences 1A et 1C, les courbes de survie des huitres receveuses ont été
comparées en utilisant le modéle de régression de Cox (1972) aprés avoir ajusté I'effet de la
température [21°C, 26°C, 29°C] et de l'acclimatation [acclimaté vs non-acclimaté] (1A) et
de la température [21°C, 26°C, 29°C] et de I’infection [OsHV-1 vs témoin EDM] (1C).

Dans I’expérience 1A (3 températures x 2 acclimatations), la survie des huitres témoins (les
receveurs qui cohabitent avec les donneurs injectés avec de 1’eau de mer stérile) n'a pas été
incluse dans les modéles statistiques car elle était toujours supérieure a 95%. L’hypothése
de proportionnalité des risques (PH) a été vérifiée avec des résidus de martingale (Lin et al.
1993). Compte tenu du fait que I'hypothése du PH n’était pas respectée, des covariables
dépendantes du temps représentant I'interaction des covariables initiales et du temps ont été
ajoutées au modele. Le temps (t) était défini comme dichotomique: t < 120 h ou t > 120 d.
Les rapports de risques personnalisés ont été produits au moyen de contrastes exponentiels.

Dans 1’expérience 1C (3 températures x 2 infections), ’hypothése du PH n’était pas
respectée. Aussi, un premier modele de régression de Cox a été ajusté sur I'effet de I’infection
seul (OsHV-1 vs témoin EDM), toutes températures confondues. Dans un second temps, des
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modeles de régression de Cox ont été ajustés sur 1’effet de la température sur les huitres en
cohabitation avec les animaux infectés avec OsHV-1 d’une part et les animaux témoins
d’autre part.

2.4.2 Détection d’ADN d’OsHV-1

Un modele mixte d’ANOVA a été effectué pour évaluer les différences dans les niveaux
d'’ADN de I'OsHV-1 dans les huitres receveuses en cohabitation avec les huitres infectées
par OsHV-1, en fonction de la température (3 niveaux, parcelle principale), de
I’acclimatation (2 niveaux, sous-parcelle) et du temps (4 niveaux, sous sous-parcelle)
(expérience 1A).

3 Résultats

3.1.1 Expérience 1. Effet de la température sur la réponse de I’huitre a I'infection

e Partie A: effets des traitements a haute température (26°C et 29°C) sur le développement de la maladie,
sa transmission et le risque de mortalité associé.

La survie des huitres témoins (huitres receveuses vivant en cohabitation avec des huitres injectées

avec de I’eau de mer stérile) était de 100% tout au long de I'expérience, indépendamment de la

température et de d'acclimatation. Par conséquent, seules les huitres receveuses ayant cohabité

avec des huitres infectées ont été considérées dans les analyses de survie suivantes.
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Figure 5. Survie des huitres Crassostrea gigas placées en cohabitation avec des huitres infectées par OsHV-1 a 3
températures avec (A) ou sans acclimatation (NA) préalable. Le temps de survie a été mesuré en heures apres le
début de la cohabitation avec les huftres infectées.

Les huitres receveuses placées en cohabitation avec les huitres donneuses infectées ont présenté
des mortalités dés 72 h a 26°C (survie de 81% et 72% chez les animaux acclimatés et non-
acclimatés). A 21°C, il faut attendre 120h pour atteindre un niveau de mortalité similaire a celui
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observé a 26°C. A la fin de la premiére phase de 1’expérience, la survie des huitres a 29°C est
supérieure a celle obtenue a 21°C, elle-méme supérieure a celle associée a 26°C, avec ou sans
acclimatation préalable (survie 29°C > 21°C >26°C). En moyenne, la survie finale des huitres
maintenues a 29°C était de 81% contre 49% et 41% a 21°C et a 26°C respectivement (Figure 5).
La survie des huitres non-acclimatés est de 5 & 9% inférieure a celle des animaux acclimatés
(Figure 5).

Le mode¢le de Cox indique que le risque de mortalité varie en fonction de I’interaction de la
température et de ’acclimatation (Table 1), suggérant que la température agit différemment sur
le risque de mortalité selon I’acclimatation. Néanmoins, bien que pour les huitres non-acclimatées
les risques de mortalités observées a 21°C et & 29°C n’étaient pas significativement différents, le
risque de mortalité & 29°C était 1.6 a 4.8 fois inférieur aux risques observés a 21°C et 26°C (Table
1). Le risque de mortalité était le plus élevé a 26°C : plus de 2 fois supérieur a celui observé a
21°C et 3.1 a 4.8 fois supérieurs a celui observé a 29°C (Table 1).

Par ailleurs, ce modé¢le indique que le risque de mortalité varie en fonction de I’interaction de la
température et du temps (Table 1). Autrement dit, I’effet de la température sur le risque de
mortalité n’était pas le méme au cours de I’expérience. Entre 0 et 120h, le risque de mortalité était
conforme a la description précédente (26°C > 21°C > 29°C), alors que pendant le second intervalle
de temps (>120h), le risque de mortalité a 21°C était similaire a celui observé a 26°C (26°C =
21°C > 29°C), traduisant le retard des mortalités observé a 21°C.

Table 1. Risque de mortalité (odds ratio) des huftres en fonction de la température, de I'acclimatation, et du
temps (0-120h et 120h et plus). Des rapports de risques personnalisés ont été produits avec des contrastes
exponentiels. Le tableau contient également I'erreur-type (SE) de I'estimation du rapport de risque et I'intervalle
de confiance (IC) du ratio de risque, la statistique de Wald %2 et la valeur P résultante. Les valeurs de P
significatives sont en gras (P <0.05).

Sources de Contrastes

variation

Température, T°C 2 103.9 <0.001

Acclimatation 1 17.8 <0.001

T°C x Acclimatation 2 19.6 <0.001
Acclimaté

21°C vs 26°C 1 752 <0.001 044 0.04 0.37 0.53
21°C vs 29°C 1 320 <0.001 213 0.28 164 277

26°C vs 29°C 1 127.0 <0.001 4.82 0.67 366 6.33
Non-acclimaté

21°C vs 26°C 1 8.5 0.004 053 0.12 034 081
21°C vs 29°C 1 3.5 0.061 164 0.43 098 275
26°C vs 29°C 1 438 <0.001 311 0.53 222 435

Temps x T°C 2 60.1 <0.001
[0-120h[
21°C vs 26°C 1 30.9 <0.001 048 0.06 037 0.62

21°Cvs29°C 1 114 0001 187 035 130 2.69
26°Cvs29°C 1 839 <0.001 387 057 290 517
[120h-324h]

21°Cvs 26°C 1 21 0144 117 012 095 143
21°Cvs29°C 1 1033 <0001 7.06 136 484 10.29
26°C vs 29°C 733 <0001 6.06 127 401 9.15

=
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Le risque de mortalité des huitres receveuses placées en cohabitation avec des huitres infectées
par OsHV-1 est 26°C>21°C>29°C, avec ou sans acclimatation préalable.

e [’acclimatation préalable des huitres aux conditions environnementales a un effet bénéfique
sur la survie lorsqu’elles sont placées au contact d’huitres infectées par le virus OsHV-1.
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Table 2. Résultats de I'analyse de variance ANOVA sur I'effet de la température (21°C, 26°C et 29°C), de
I’acclimatation (acclimatée, non acclimatée) et du temps (12, 24, 48 et 96h) et leurs interactions mutuelles sur la
quantité d’ADN d'OsHV-1 dans les tissus d'huitres. Les données étaient log (x+1) transformées. Les valeurs p
significatives (P<0,05) sont en gras.

Sources de variation o] F P
Parcelle principale : température (T°C)

T°C 2 9.9 0.013
Erreur A: bassin(T°C) 6

Sous-parcelle : acclimatation

Acclim 1 14.2 0.009
T°C x Acclim 2 1.7 0.022
Erreur B: Acclim x bassin(T°C) 6

Sous sous-parcelle : Temps

Temps 3 14.7 <0.001
T°C x Temps 6 6.5 <0.001
Acclim x Temps 3 0.7 0.569
T°C x Acclim x Temps 6 0.2 0.962
Erreur C: Temps x bassin (T°C) + Acclim x Temps x
Bassin(T°C) 36
8
—8— 21°C
- 26°C
—|— 29°C

ADN OSHV-1 (cp mg™)

0 T T T T
0 12 24 48 96

Heure (h)

Figure 6. Quantification de I'ADN d'OsHV-1, exprimée en nombre de copies d'ADN par mg de poids frais, dans
les huitres receveuses a 21°C, 26°C et 29°C, placées en cohabitation avec des huitres donneuses injectées avec
une suspension d’OsHV-1. Les données sont log (x+1) transformées et sont les moyennes des individus acclimatés
et non-acclimatés. Les lettres différentes indiquent des différences significatives.
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Figure 7. Quantification de I'ADN d'OsHV-1, exprimée en nombre de copies d'ADN par mg de poids frais, dans
les huftres receveuses a 21°C, 26°C et 29°C avec ou sans acclimatation préalable, placées en cohabitation avec
des huitres donneuses injectées avec une suspension d’OsHV-1. Les données sont log (x+1) transformées et sont
les moyennes de tous les temps de mesure. Les lettres différentes indiquent des différences significatives.

Au début de I’expérience, I’ADN d’OsHV-1 n’a pas été détecté dans les huitres acclimatées aux
trois températures. Les quantités d’ ADN d’OsHV-1 ont été influencées par les interactions (1) de
la température et du temps et (2) de la température et de I’acclimatation (Table 2).

Vingt-quatre heures apres la mise en cohabitation avec les huitres donneuses injectées avec la
suspension virale, les quantités d’ADN d’OsHV-1 ont augmenté dans les huitres receveuses
jusqu’a atteindre plus de 10* cp mg™ (Figure 6). A 26°C, le taux d’augmentation de la quantité
d’ADN d’OsHV-1 était similaire a celui observé a 29°C (3.4x10° vs 4.0x10° cp mg’
respectivement) et supérieur a celui observé a 21°C (3.7x10*cp mg?). Entre 24 et 48h, la quantité
d’ADN d’OsHV-1 a été constante a 26°C (5.1x10° cp mg™), en augmentation a 21°C, et en baisse
(non-significative) a 29°C. Ainsi, aprés 48h de cohabitation, les quantités d’ADN d’OsHV-1 dans
les huitres receveuses étaient 26°C = 21°C > 29°C. Enfin, entre 48h et 96h, les quantités d’ADN
d’OsHV-1 ont diminué a 26°C et a 29°C pour atteindre des valeurs proches de 10* mg g, et sont
maintenues constantes a 21°C. Ainsi, aprés 96h de cohabitation avec des huitres infectées par
OsHV-1, les quantités d’ADN viraux dans les huitres receveuses étaient 21°C > 26°C = 29°C
(Figure 6).

L’acclimatation a interagi avec la température sur les quantités d’ADN d’OsHV-1 mesurées dans
les tissus des huitres receveuses placées en cohabitation avec des huitres infectées par le virus
(Figure 7). En effet, a 21°C et a 26°C, I’acclimatation préalable des huitres a la température n’a
pas eu d’effet sur les quantités d’ADN viraux détectées dans les huitres receveuses. En revanche,
a 29°C, I’acclimatation préalable a permis de réduire de maniére importante et significative les
quantités d’ADN d’OsHV-1 détectées dans les huitres.
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Les quantités d’ADN d’OsHV-1 dans les huitres receveuses sont liées & la température et a
I’acclimatation et sont corrélées avec le risque de mortalité :

o le risque de mortalité est le plus faible a 29°C et cela coincide avec des quantités d’ADN
d’OsHV-1 moindres comparées a 26°C et a 21°C,

e le risque de mortalité est le plus fort & 26°C lorsque les quantités d’ADN d’OsHV-1 sont les
plus élevées,

e les dynamiques de mortalités et les quantités d’ADN d’OsHV-1 a 21°C sont similaires a celles
observées a 26°C avec un décalage temporel de 24-48h,

e I’acclimatation préalable réduit le risque de mortalité a 29°C et les quantités d’ADN d’OsHV-
1 dans les huitres.

Partie B: effet des traitements a haute température sur la persistance d'OsHV-1 dans les huitres
survivantes.

Le 2 juin 2016, aprés 14 jours de cohabitation avec les huitres donneuses (injectées avec
OsHV-1 ou témoin EDM), les huitres receveuses survivantes ont été maintenues a 21°C, une
température permissive pour le virus OsHV-1, et de nouvelles huitres a infecter ont été
ajoutées dans chaque bassin. La survie des huitres receveuses et naives aprés 11 jours était
de 100% aux trois températures.

Les huitres receveuses survivantes a une infection a 29°C et les huitres naives placées en
cohabitation n’ont pas présenté de mortalité a 21°C, ce qui suggeére que:

e il n’y a pas de développement d’une infection exprimée chez les huitres receveuses
survivantes au point de générer des mortalités,

e il n’y a pas de transmission du virus des huitres receveuses survivantes aux huitres naives,
ou, si cette transmission a eu lieu, alors elle ne s’est pas traduite par une infection exprimée
associée a des mortalités.

e Partie C: effet des traitements a haute température sur la tolérance ou la résistance a une infection en
milieu naturel.

Le 13 juin 2016, les huitres 02/16 qui ont survécu aux phases 1A et 1B ont été transferées
sur un site d’¢élevage situé dans la Rade de Brest a la Pointe du Chateau, ou des épisodes de
mortalité du naissain causé par OsHV-1 étaient en cours. La survie de ces huitres a été suivie
pendant 75 jours (Figure 8).

Les huitres receveuses qui avaient été en contact avec OsHV-1 et qui avaient subi des
mortalités importantes ont mieux survécu (80.3%) que les huitres receveuses qui avaient été
placées au contact des huitres témoins et qui n’avaient pas subi de mortalité préalable
(47.7%, Figure 8). En effet, le risque de mortalité des huitres non exposees & OsHV-1 était
3.3 fois celui des huitres receveuses préalablement exposées au virus (Table 3). Ces
différences de survie peuvent s’expliquer par la sélection d’animaux plus résistants lors de
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I’épisode de mortalité qui a touché les huitres receveuses placées en cohabitation avec les
huitres infectées par OsHV-1 pendant la phase 1A.
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Figure 8. Survie des huitres receveuses aprés le transfert en milieu naturel & la Pointe du Chéateau en Rade de
Brest ou des mortalités d’huitres causées par OsHV-1 étaient en cours. Ces huitres avaient été en cohabitation
14 jours avec des huftres injectées avec (i) une suspension virale d’OsHV-1 ou (ii) de I’eau de mer artificielle
(témoin EDM) a21°C, 26°C ou 29°C (Expt 1A) et par la suite exposées pendant 11 jours a 21°C, une température
permissive pour la réplication virale (Expt 1B).

Table 3. Risque de mortalité (odds ratio) des huitres en fonction de I’infection (toutes températures confondues)
et de la température (T°C) en fonction de I’infection (OsHV-1 ou témoin). Des rapports de risques personnalisés
ont été produits avec des contrastes exponentiels. Le tableau contient également I'erreur-type (SE) de
I'estimation du rapport de risque et I'intervalle de confiance (IC) du ratio de risque, la statistique de Wald %2 et
la valeur P résultante. Les valeurs de P significatives sont en gras (P <0.05).

Sources de Contrastes Odds SE 1C95%
variation ratio
Infection 1 21.0 <0.001
Témoin vs OsHV-1 1 210 <0.001 335 088 200 5.61
Température  (OsHV-1) 2 6.6 0.037
21°C vs 26°C 1 0.1 0725 086 036 0.38 1.95
21-26°C vs 29°C 1 4.7 0.030 045 017 0.22 0.93
(Témoin) 2 2.5 0.283
21°Cvs 26°C 1 2.1 0.143 134 027 091 1.98
21°Cvs 29°C 1 0.4 0546 079 030 0.38 1.67
26°C vs 29°C 1 15 0222 059 025 0.26 1.37
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Le risque de mortalité des huitres qui avaient été en cohabitation avec des huitres témoins
n’a pas été influencé par la température lors de la phase 1A (Figure 8, Table 3). En revanche,
le risque de mortalité des huitres receveuses qui avaient été exposées a OsHV-1 a 29°C était
deux fois supérieur a celui des huitres exposées au virus a 21°C et a 26°C (Figure 8, Table
3). A la fin du suivi en milieu naturel, la survie des huitres qui avaient été exposées a OsHV -
1 & 29°C était de 69.9% contre 85.6% a 21°C et 78.1% a 26°C (Figure 8). Cette différence
peut également s’expliquer par le fait que les huitres exposées a OsHV-1 a 29°C ont subi
moins de mortalités que celles qui avaient été exposées au virus a 21°C et a 26°C, et que la
pression de sélection pour des animaux plus résistants a I’infection virale a été moins forte.

Globalement, sur I’ensemble des phases de I’expérience 1, la survie des huitres exposées a
OsHV-1 a 29°C était de 56.6% contre 41.9% a 21°C et 32.0% a 26°C.

e  Les huitres préalablement infectées par OsHV-1 survivent mieux a une seconde exposition au virus
en milieu naturel que les témoins non infectés, reflétant vraisemblablement la sélection d’animaux
plus résistants.

e  Leshuitres survivantes a une infection par OsHV-1 a 29°C présentent un risque de mortalité lors d’une
seconde exposition au virus en milieu naturel 2 fois supérieur a celui des huitres infectées a 21°C et a
26°C.

e  Cependant, sur I’ensemble de I’expérience, la survie des huitres exposées & OsHV-1 a 29°C est 1.5
fois supérieure (56.6%) a celles des huitres exposées a OsHV-1 a 21°C et a 26°C (37.0%)

3.1.2 Expérience 2. Effet de la température sur le pouvoir infectieux d’OsHV-1

La suspension d'OsHV-1 uVar a été incubée a 21°C, 26°C et 29°C pendant 4 heures avant
d’étre injectée dans le muscle adducteur des huitres maintenues a 21°C afin d’évaluer I’effet
de la température sur le pouvoir infectieux du virus. Des huitres témoins injectées avec 100
uL d’eau de mer stérile (EDM) également incubées a 21°C, 26°C et 29°C ont été distribuées
dans 2 bassins de 45 L par température (total de 6 bassins).

La survie des huitres témoins (huitres receveuses vivant en cohabitation avec des huitres
injectées avec de ’eau de mer stérile) était de 100% tout au long de l'expérience. Par
conséquent, seules les huitres receveuses ayant cohabité avec des huitres infectées ont été
considérées dans les analyses de survie suivantes.

Les huitres receveuses placées en cohabitation avec les huitres donneuses
expérimentalement infectées a 21°C, avec une suspension virale incubée a 21°C, 26°C et
29°C, présentent des mortalités significatives dés 72h (Figure 9). A partir de 180h, les
mortalités se sont stabilisées chez les huitres receveuses placées en cohabitation avec les
animaux donneurs injectés avec les suspensions virales incubées a 21°C et 29°C alors
qu’elles continuent de progresser chez les animaux en contact avec les huitres injectées avec
la suspension virale incubée a 26°C. A la fin de de ’expérience, la survie des huitres a 26
est inférieure a la survie observée a 21, elle-méme identique a celle de 29°C (26°C < 21°C
= 29°C). En moyenne, la survie finale des huitres maintenues a 26°C était de 46% contre
52% a 21°C et a 29°C (Figure 9). Le risque de mortalité des huitres receveuses en
cohabitation avec les donneuses injectées avec la suspension virale & 26°C était 1.2 fois
supérieur aux autres températures (Table 4).

Les expériences 1 et 2 suggérent que le pouvoir infectieux d’OsHV-1 est plus important a 26°C
comparativement a 21°C et a 29°C.
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Figure 9. Survie des huitres receveuses placées en cohabitation avec des huftres donneuses injectées avec une
suspension d’OshV-1, en fonction de la température d’incubation du virus avant ’injection. Le temps de survie
a été mesuré en heures apres le début de la cohabitation avec les huitres infectées.

Table 4. Risque de mortalité (odds ratio) des huitres receveuses en fonction de la température d’incubation du
virus avant I’injection aux huitres donneuses. Des rapports de risques personnalisés ont été produits avec des
contrastes exponentiels. Le tableau contient également I'erreur-type (SE) de I'estimation du rapport de risque
et I'intervalle de confiance (IC) du ratio de risque, la statistique de Wald 2 et la valeur P résultante. Les valeurs
de P significatives sont en gras (P <0.05).

Sources de Contrastes

variation

Température 2
21°C vs 26°C 1
21°Cvs 29°C 1
26°C vs 29°C 1

7.52 0.023
7.46 0.006
0.21 0.649
1.08 0.298

1C95%
0.06 0.72 0.95
012 0.74 121

0.15 0.89 1.46
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4 Conclusion

La survie des huitres infectées par OsHV-1 a 29°C est supérieure (81%) a celle des huitres a 21°C
(49%) et & 26°C (41%). Par ailleurs, les huitres survivantes a une infection par OsHV-1 a 29°C
ne semblent pas produire une infection exprimée chez des congénéres a 21°C. Enfin, lors d’une
seconde exposition au virus en milieu naturel, les huitres survivantes a une infection par OsHV-
1 & 29°C présentent un risque de mortalité 2 fois supérieur a celui des huitres infectées aux autres
températures. Néanmoins, sur I’ensemble de I’expérience, la survie des huitres exposées a OsHV-
1a29°C est 1.5 fois supérieures (57%) a celles des huitres exposées a OsHV-1 a 21°C et a 26°C
(37%). 1l reste a comprendre les fondements de cette interaction hote-agent pathogéne-
température. Les résultats obtenus laissent suspecter un effet bénéfique d'une température élevée
(29°C) sur les capacités de défense de I'huitre.
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