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1. Introduction

L’huitre creuse, Crassostrea gigas, a été introduite dans de nombreuses régions du monde a des fins
commerciales. En France, cette espéce non native a été introduite au début des années 70, suite aux
mortalités massives ayant touché les stocks d’huitres portugaises, Crassostrea angulation. Elle

éme

représente aujourd'hui I'espéce d'huitre la plus cultivée au monde. La France est le 4™ producteur
mondial d’huitres creuses avec une production d'environ 110 000 tonnes par an.

Depuis la fin des années 80, I'espéce Crassostrea gigas subit en France des épisodes de mortalités
récurrents en période estivale correspondant aux mois les plus chauds (entre mai et septembre).
Différents travaux ont été mis en ceuvre pour tenter de comprendre les causes de ces mortalités
estivales. Ainsi, au début des années 90, il a eté possible de mettre en évidence un virus de type
herpés (Ostreid Herpes Virus 1: OsHV-1) associé aux cas de mortalités (Renault et al, 1994). Par
ailleurs, I'lfremer a initi€ en 2001 pour une durée de cing ans un programme multidisciplinaire appelé
MOREST pour MORTalité ESTivale. Ce programme a permis de caractériser différents facteurs de
risque en couplant des études en milieu naturel et en conditions expérimentales (Samain et al,
2004a ; 2004b; Soletchnik et al, 2005). Les phénoménes de mortalités apparaissent comme
multifactoriels et résulteraient de l'interaction entre trois composantes, I'environnement, I'néte et des
agents infectieux. Parmi les facteurs responsables de ces mortalités estivales sont avancés |'état de
reproduction des animaux, I'élévation de la température au dessus de 19°C et I'abondance de
nourriture. Il a aussi été montré que la proximité des huitres du sédiment dans les zones d'élevage
était un facteur de risque (Samain et al, sous presse ; Gay, 2004). Enfin, des microorganismes
pathogénes (bactéries appartenant au genre Vibrio et un herpés virus) affectant les huitres sont
egalement impliqués dans les phénomenes de mortalité.

En 2008, des mortalités d’huitres ont été observées avec une ampleur du phénoméne sans
précédent. En effet, depuis l'introduction de I'huitre creuse, Crassosirea gigas, tous les bassins
ostréicoles ont vu disparaitre entre 40% et 60% de leurs stocks de juvéniles. L'herpés virus OsHV-1 et
des bactéries appartenant au genre Vibrio (V. splendididus, V. aestuarianus et V. harveyi) ont été
identifies comme des agents infectieux impliqués dans les mortalités observées.

Le virus OsHV-1 fait partie de la famille des Herpesviridae (Fig. 1). Cette famille composée d’environ
80 membres différents, regroupe des virus enveloppés possédant un génome relativement complexe
a ADN double brin. lls se répliquent dans le noyau d'un large éventail d'hétes vertébres, le seul virus
infectant des invertébrés étant le virus OsHV-1.
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Figure 1 : Structure caractéristique des virus de la famille Herpesviridae

o Le nucleoide, ou core, est un assemblage de protéines et d’ADN viral. Ce dernier est
compose d’'une molécule d'ADN double brin.

e La capside est une enveloppe protéique icosaédrique recouvrant le core.

o Le tegument se situe entre la capside et I'enveloppe. Il contient des protéines virales
impliquées dans le contréle des processus cellulaires pour la production du virion ou dans la
défense vis a vis des réponses immédiates de la cellule héte.

e L'enveloppe est la couche externe du virus. Elle est composée de la membrane modifiée de la

cellule héte intégrant des glycoprotéines virales qui conférent au virus une forme ronde.

Le virus OsHV-1 a été totalement séquencé (Davidson et al, 2005). Des travaux se sont attachés a
comprendre le fonctionnement du systéme immunitaire de I'huitre creuse en réponse a linfection
virale. La réponse immunitaire chez I'huitre creuse, comme celle des autres invertébrés, est innée
(pas de systéme adaptatif doué de mémoire). Les hémocytes sont les cellules clés de I'immunité. Ces
derniéres décennies, des recherches ont été focalisées sur les fonctions de ces cellules contribuant
ainsi a la compréhension du roéle de ces derniéres dans I'immunité des invertebrés (Cheng, 1981).
Plus récemment, les développements de la génomique fonctionnelle ont permis [I'acquisition
d'importantes connaissances sur les effecteurs moléculaires immunitaires chez I'huitre adulte
(Bachére et al, 2004). Plusieurs outils ont été développés pour acquérir des données sur différents
génes exprimés lors de la réponse immunitaire de I'huitre. lls ont permis la construction de banques
d’ADN génomiques (Hedgecock et al, 2005) et de hanques d’ADN complémentaires conduisant a
des collections d'EST (Expressed Sequences Tag) (Gueguen et al, 2003 ; Saavedra et Bachére,
2006).

Dans ce contexte, le Laboratoire de Génétique et de Pathologie (LGP La Tremblade) a développé
depuis 2001 des travaux en hybridation suppressive soustractive (SSH) de maniére a identifier
certains génes induits chez Crassostrea gigas suite a un contact avec le virus OsHV-1. La banque



d’ADNc a été constituée a partir d’hémocytes de Crassostrea gigas stimulés in vitro ou non par le
virus ce qui a permis d’identifier de nouveaux génes impliqués dans 'immunité.

De plus, le développement au LGP, ces derniéres années, de la fechnique de PCR (Polymérase
Chain Reaction) en temps réel a permis d’'une part la mise au point d'un protocole de guantification du
virus OsHV-1 {Pepin et al, 2008) et d'autre part I'étude de I'expression relative des génes d'intéréts
lors d'une stimulation par differents microorganismes pathogénes. Le protocole expérimental
développé dans cette étude intégre ces deux aspects.

Afin de mieux comprendre les mécanismes de défense anti-viraux chez I'huitre creuse, une infection
expérimentale a &té réalisée en faisant cohabiter des huitres infectées artificiellement et des huitres
« saines ». Cette approche par transmission horizontale du virus OsHV-1 a été développée
récemment au laboratoire et constifue une formidable avancée dans la description des processus

infectieux (données non publigées).



/) Matériel et méthodes

2. Matériel biologique

2554, L'huitre creuse, Crassoslrea gigas

L'huitre japonaise, Crassostrea gigas, est originaire du nord-ouest du Pacifique. C'est un mollusque
bivalve pouvant mesurer jusqu'a 15 centimétres de long (Fig. 2). L'huitre creuse se nourrit de
phytoplancton (algues microscopiques) qu'elle extrait par filtration de I'eau de mer.
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Anatomy of the oyster Crassoslrea gigas afler removal of the right valve

Figure 2 : Anatomie de I'huitre creuse, Crassostrea gigas, aprés avoir enlevé la valve droite. www.ifremer.fr

Classification : Régne Animalia, Embranchement Mollusca, Classe Bivalvia, Sous-Classe
Pteriomorphia, Ordre Ostreoida, Genre Ostrea (Thunberg, 1793).

L’huitre creuse est hermaphrodite protandre, c'est-a-

dire gu'elle est male, puis femelle. Sa periode de
‘Irocophore

reproduction s'étend de juin a septembre. La (6 Heures)

fécondation est externe : elle a lieu dans I'eau.

Du stade de larve trocophore a larve pédivéligére,
I'huitre creuse méne une vie pélagique (en pleine eau)
et se déplace en tournoyant grace a ses cils (Fig. 3).

(20° jours &
La trame de la coquille se forme environ 24h aprés la 4° semaine)

4 Fixation Y\ Méiamorphose
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Autour du 20°™ jour, le pied apparait permettant a la e ;
larve véligére de se fixer sur un support, c'est I'étape C(.ng‘ —
de la métamorphose. La larve pédivéligére devient 2= L= 95

Larve véligére
£ (2° au 20° jours)

alors une petite huitre, le naissain, qui va poursuivre

sa croissance jusqu'au stade adulte. Figure 3 : Cycle de la vie de I'huitre creuse. www.progig.fr



2.1.2 Animaux utilisés pour I'expérimentation

Les huitres creuses utilisées pour 'expérimentation sont des animaux diploides agés de deux ans.
L’analyse biométrique réalisée sur 30 individus révéle que la masse totale moyenne des huitres
entiéres est de 27 g (écart type de 6), alors que la masse moyenne de I'animal décoquillé et égoutté
est de 2,5 g (écart type de 0,8). Le portage initial en OsHV-1 pour ce lot d'animaux a été déterminé
par PCR quantitative (§ 2.5.2.), 6 % des animaux sont porteurs mais ils présentent des charges virales
faibles (détection positive mais non quantifiable).

2.1.3. Protocole expérimental d'infection

Afin de suivre 'expression de génes impliqués dans les processus de défense de I'huitre creuse, des
expérimentations d'infections réalisées a partir de suspensions virales d'OsHV-1 ont été réalisées.
Les infections ont été effectuées en faisant cohabiter des huitres saines avec des individus de la
méme population infectés expérimentalement par le virus OsHV-1 (par inoculation de matériel
infectieux dans le muscle adducteur). Ce type d'expérimentation permet de s'approcher davantage
des conditions d'infections survenant dans le milieu naturel.

Dans un premier temps, la totalité des huitres utilisées a été acclimatée dans un « raceway ». L'eau a
été progressivement chauffée de 15°C a 22°C (2°C/J) a l'aide de résistances chauffantes. Au cours de
cette période d’acclimatation, I'eau est renouvelée quotidiennement et les huitres sont nourries par
ajout journalier de phytoplancton.

Les animaux destinés a étre injectés (100 individus) sont mis a sec (afin de maximiser les effets de
'anesthésie), a 22°C, 24 heures avant l'anesthésie. Une solution anesthésiante contenant du MgCl,
(Fig. 4) est alors préparée et les animaux y sont immergés. L'anesthésie entraine un relachement du
muscle adducteur laissant s'ouvrir I'animal ce qui permet l'inoculation, par injection dans le muscle
adducteur, de 200 uL de matériel infectieux contenant 2,5.10° copies de particules virales par pL.

Une fois linfection déclarée (48 heures post-injection), 20 huitres (expérimentalement infectées)
moribondes ou mortes sont disposées dans un panier dans le bac Expérimental. Le virus présent
dans les animaux infectés est alors relargué dans l'eau des bacs et peut ainsi potentiellement
contaminer les huitres « saines ».

Des d'animaux « sains » ouverts mécaniquement (section du muscle adducteur) ont été introduits
dans le bac Témoin. Chaque bac de 40 L d'eau constamment aérée contient 100 huitres « saines ».
Un bac destiné a évaluer la mortalité en absence de prélévement contient 50 huitres « saines » et 10
huitres expérimentalement infectées dans 20 L d’eau de mer avec bullage. L'expérimentation se
déroule sur une période de 48 heures. La nature des prélévements pour chacun des bacs est détaillée
dans le schéma suivant.
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Figure 4 : Schéma de l'expérimentation




2.1.4. Echantillonnage
Prélévements d’eau : Aux temps définis, 1 mL d’eau de chacun des deux bacs est prélevé a I'aide
d’'une pipette stérile, les échantillons sont congelés a -20°C.

Prélévements d’hémolymphe : La coquille des animaux est légérement brisée a l'aide d'une pince
au niveau du muscle adducteur ol la ponction est réalisée a l'aide d'une aiguille et d'une seringue.
L’hémolymphe prélevée des dix individus est « poolée » et le volume ponctionné est noté. Pour la
quantification par PCR quantitative d'OsHV-1, 200 pL d’hémolymphe sont réservés et congelés a -
20°C. Le reliquat de I'échantillon destiné a I'extraction d’ARN est conservé & -80°C dans du Trizol®
(Invitrogen). Pour valider le témoin ARN TO de l'expérience, 50 huitres voient leur hémolymphe
ponctionnée, elles ne subissent aucun traitement

Préléevements du manteau : Le muscle adducteur est intégralement sectionné et les deux valves
sont séparées. A l'aide d’'une lame de scalpel stérile, environ 0,5 cm? du manteau (environ 30 mg de
tissu) est découpé. Les prélévements sont regroupés par pool de dix individus et congelés a -20°C.

22 Extraction de I’ADN et de ’ARN

240 Acide DésoxyriboNucléique

L’extraction d’ADN est effectuée afin de réaliser la quantification de 'ADN viral présent dans les
différents tissus (manteau et hémolymphe) et dans I'eau des bacs expérimentaux. Le kit QlAamp DNA
Mini Kit (QIAGEN) est utilisé.

Principe de I'extraction d’ADN :
e L'échantillon est mis en présence de tampon de lyse qui en lysant les membranes cellulaires

libére 'ADN. De la protéinase K est aussi ajoutée, elle permet la destruction des protéines.
Ces réactions biochimiques sont activées par un chauffage a 56°C.

e La protéinase K est ensuite inactivée grace a I'ajout d'un nouveau tampon ainsi que par un
chauffage a 70°C.

e L'ADN est ensuite précipité par I'ajout d'alcool absolu froid. La solution est chargée dans la
micro-colonne a gel de silice.

e L'ADN est retenu dans la colonne ol deux tampons de lavage contenant de [l'alcool sont
ajoutes.

e L'élution est réalisée avec de I'eau bidistillée. Etant hydrophile, 'ADN s’élue dans l'eau et
passe a travers la membrane en gel de silice. Les échantillons d'eau et d’hémolymphe sont
élués dans 50 pL d'eau bidistillée et les échantillons de manteau dans 200 pL d'eau bidistillée.



¥ S Acide RiboNucléique

Les ARNs sont extraits afin de réaliser la quantification de génes interprétés comme impliqués dans

'immunité chez I'huitre creuse.

Principe de P'extraction d’ARN a partir d’hémocytes :

2.3.

Les hémocytes sont culottées par centrifugation, le surnageant est retiré et le culot est repris
avec du Trizol®, un réactif commercial permettant la séparation entre les protéines, I'ADN et
I'ARN (Chomczynski et Sacchi, 1987).

Le lysat de cellules est récupéré dans un tube DNase RNase Free.

Un mélange de chloroforme alcool isoamylique correspondant au 1/5 du volume de Trizol®
initial est ajouté. Les tubes sont vortexés pour favoriser le contact des différentes solutions et
ils sont centrifugés. Differentes phases se forment.

La phase supérieure, translucide, contient les ARNs et généralement peu d'ADN. Elle est
récupérée dans un tube DNase RNase Free. Le pipetage doit étre précis car cette phase est
au dessus d'une pellicule de protéines précipitées.

Les acides ribonucléiques sont précipités par ajout d'isopropanol froid (1/2 du volume de
Trizol® initial), incubés a température ambiante puis culottés par centrifugation.

Le culot est débarrassé des derniéres impuretés par ajout d'ethanol a 75% puis il est
centrifuge.

L'éthanol est éliminé et le culot est ensuite séché a l'air de maniére a éliminer les résidus
d'éthanol. En effet, il nuit a la lecture au spectrophotometre et interfére dans la réaction de
PCR.

Le culot est remis en suspension dans de I'eau DEPC (eau distillée traitée a 0.1% de
diéthylpyrocarbonate puis stérilisée). Le DEPC est une molécule utilisée pour sa capacite a
réagir spécifiquement avec les acides aminés, I'histidine et, dans une moindre mesure, la
tyrosine des protéines. Cette particularité permet d'utiliser cette molécule pour inactiver
certaines protéines, comme les RNases qui detruiraient 'ARN extrait.

La qualité des ARNs est controlée sur gel d'agarose (§ 2.4.2).

Quantification : Dosage de I’ADN et de I’ARN

Cette étape permet de normaliser les quantités d’acides nucléiques dans les échantillons. Le dosage
de I'ADN total et des ARNs extraits des échantillons est réalisé grace a un spectrophotométre

(Eppendorf BlOphotometre). Une mini cuve en quartz est utilisée. Les échantillons sont dilués au
50°™ (ARN) ou au 20°™ (ADN) pour un volume final de 100 pL.
L'appareil exécute automatiquement la conversion de la densité optique en concentration selon la

relation suivante :

ADN : 1 unité d’absorbance a 260 nm correspond a 50 pg/mL
ARN : 1 unité d’'absorbance a 260 nm correspond a 40 pg/mL

De plus, le spectrophotomeétre affiche le rapport Absorbance 260/280 nm qui est un indicateur de la

pureté des produits d’extraction. En effet, les protéines susceptibles de contaminer les échantillons



d’ADN ou d’ARN absorbent a 280 nm. Les résultats sont considérés comme satisfaisants si le rapport
est compris entre 1,7 et 2. Dans le cas contraire, le rapport indique une contamination de I'échantillon
par des protéines pouvant inhiber la réaction de PCR.

2.4, La Reverse Transcription (RT)

241 Principe

La RT ou transcription inverse permet de synthétiser, grace a une polymérase ARN dépendante, le
brin complémentaire d'un ARN en présence de désoxyribonucléotides. L'ADNc (ADN complémentaire)
ainsi obtenu est destiné a étre amplifié par PCR (I'ADNc est plus stable).

242, Purification, traitement a la DNase et NoRT (no Reverse Transcription)

La DNase est une enzyme hydrolysant des liaisons phosphodiester transformant ainsi les acides
desoxyribonucléiques en nucléotides ou polynucléotides. Son action permet de détruire les ADNs qui
auraient pu étre extraits en méme temps que les ARNs. Ce traitement est indispensable avant la
reéalisation de la reverse transcription car I'amplification des ADNs viendrait s’ajouter a I'amplification
des ADNc alors que seuls les ARNSs traduisent le niveau d’expression des génes.

Un dosage avant et apres le traitement a la DNase permet d'évaluer les pertes et/ou la qualité de
I'extraction.

La destruction des ADNs contaminants par la DNase est vérifiée par une NoRT (no Reverse

Transcription)

L’échantillon ne subit pas de reverse transcription, cependant la PCR en temps réel se déroule dans

les mémes conditions que des échantillons ayant subi une RT. En effet, il est possible que le
traitement a la DNase ne détruise pas tous les fragments d'ADN présents en fin d'extraction.

Les échantillons sont analysés en duplicata. Afin que ces derniers soient validés, aucun signal ne doit
apparaitre au cours de la PCR en temps réel. Si des produits se sont formés le Tm (melting
Temperature) est vérifié et la taille des amplicons est controlée par d’électrophorése.

Séparation des produits de PCR sur gel d’électrophorése :

L'électrophorése en gel est utilisée pour séparer les macromolécules biologiques en fonction de leur
taille et de leur charge électrique. Le gel est constitué d'une matrice de polymere d'agarose baignant
dans un tampon conducteur, le TAE (Tris/Acétone/EDTA). Sachant que, dans ce tampon, les acides
nucléigues sont chargés negativement, la migration a lieu de la cathode vers I'anode.

L'agarose est utilisé a la concentration de 1% dans le TAE.

Afin de visualiser les molécules d'’ADN et d’ARN, le bromure d'éthidium, un agent intercalant des
acides nucléiques, est ajouté dans I'agarose a la concentration de 0,5 pg/mL. Il réagit a I'excitation par
des ultraviolets (U.V.) et devient fluorescent avec une couleur rouge-orangée.



243 Reverse Transcriptase
La reverse transcription s’opére a l'aide de la SuperScript lll Reverse Transcriptase (INVITROGEN).
C'est une enzyme capable de convertir ’TARN en ADNc. Elle est réalisée a partir de 500 ng d'’ARN
traité a la DNase extrait & partir de I'némolymphe.

e Dans un premier temps, des randoms primers (hexaméres de nucléotides) et des dNTP
(nucléotides libres) sont ajoutés aux échantillons. Le mélange est ensuite chauffé a 65°C puis
refroidi sur glace. Ces étapes facilitent la fixation des randoms primers sur les brins d’ARN.
Celle-ci est indispensable car la SuperScript Il RT ne peut ajouter des nucléotides qu'a la
suite d'un brin d’ADN pré-existant. Les primers sont des points de départ pour le travail de
l'enzyme.

e Apres une bréve centrifugation, du tampon, du dithiothreitol (DTT) et une solution RNases Out
sont ajoutés. Le tampon permet de fixer le pH du mélange a la valeur optimale de la
SuperScript IIl RT. Le DTT favorise la réaction. La solution RNases Out est un inhibiteur des
RNases.

e La SuperScript lll RT est ajoutée (200 U) et opere une heure a 50°C.

e L'enzyme est ensuite inactivée thermiquement par un chauffage de 15 minutes a 70°C.

e Les ADNcs obtenus sont dilués au 1/30 pour étre utilisés en PCR en temps réel.

2y La PCR en temps réel

2549, Principe

Le développement de la PCR quantitative en temps réel a éliminé les variabilités traditionnelles
associées a la PCR quantitative et permet la quantification du produit de la PCR de fagon fiable et
routiniére. Au début de la réaction PCR, les réactifs sont en excés mais en concentration assez faible
afin d'éviter que la renaturation des amplicons n'entre en compétition avec I'hybridation des amorces
(primers). L'amplification est alors réalisée de fagon constante a un taux exponentiel a l'aide d'une
ADN polymérase thermostable. Aprés la phase exponentielle, la réaction d'amplification entre dans
une phase linéaire ol le taux d'amplification devient extrémement variable, méme au niveau de
replica d'un méme échantillon, a cause d’'une compeétition entre la renaturation des amplicons et
I'hybridation des amorces. Suit ensuite une phase plateau ou le taux d’amplification décroit & prés de
zéro générant trés peu d'amplicons.

Afin de recueillir des données quantitatives avec précision, chacun des échantillons doit étre analysé
dans sa phase exponentielle d'amplification qui est la phase la plus reproductible de la réaction de
PCR. En PCR en temps réel, le suivi de la fluorescence émise pendant la réaction est réalisé avec un
indicateur de la production des amplicons durant chaque cycle, a l'opposé de la PCR quantitative
conventionnelle ol les amplicons ne sont détectés qu'a la toute fin du processus. La technologie de la
PCR en temps réel est basée sur la détection et la quantification d'un «reporter» fluorescent.
L’augmentation du signal fluorescent est directement proportionnelle a la quantité d'amplicons
générés durant la réaction de PCR. En observant la quantité de fluorescence émise a chaque cycle, il
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devient possible de suivre la réaction PCR durant sa phase exponentielle ou la premiére
augmentation significative dans la quantité d’amplicons est en corrélation directe avec la quantité
initiale de la matrice originale cible (template).

Plusieurs technologies de détection existent mais seule la technologie SYBR-Green a été utilisée
dans cette expérimentation. Son principe réside dans la capacité a émettre une lumiére si et
seulement si le SYBR-Green s'intercale entre deux brins d’ADN (Fig. 5). La fluorescence émise est
mesurée en fin de phase d'élongation grace a un capteur au moment ot 'ADN se trouve sous sa
forme double brin.

v
P
a i 2 @
5 3 —_ 7 - ”
s sl el Ll LLLL, ‘
3 5 \5‘
I
C #i
o 3 = - 5
(&) . ®
:f‘ ‘ : flnorochrome stimmlé : amplicon : amorce
: finorochrome non stimmlé libre btz - ADN double brin cible

Figure 5 : Agents se liant & I'ADN double brin (Double-stranded DNA binding dyes). (a) Durant la dénaturation, le SYBR Green |
libre exhibe peu de fluorescence. (b) A la température d'appariement, quelques molécules se lient au double brin d’ADN
naissant résultant en une émission de fluorescence lors de I'excitation. (¢) Durant la phase de polymérisation, de plus en plus
de molécules se lient au brin naissant et I'accroissement de la fluorescence peut-étre suivi en temps réel (Poitras et Houde,
2002).

Un seuil de fluorescence est établi par le programme de la machine de PCR en temps réel. Une fois
que la quantité d'ADN permet aux sondes fluorescentes de dépasser ce seuil, on obtient un numéro
de cycle PCR appelé "Ct" pour "Cycle Threshold" ou cycle seuil. C'est cette valeur qui est a la base
des calculs pour quantifier 'ADN de fagon absolue ou relative. Il est important de connaitre l'efficacité
« E» de la PCR. Pour cela, on effectue une PCR en temps réel sur des échantillons de dilution
croissante pour obtenir une courbe étalon correspondant au couple d'amorces utilisé (spécifiques du
locus d'intérét). Le programme de la machine de PCR en temps réel calcule l'efficacité E de la
réaction. L'équation de la régression linéaire passant par ces points donne l'efficacité (c'est le
coefficient directeur).

La totalité des analyses par PCR en temps réel ont été effectuées sur l'appareil MX 3005P

Stratagene®.
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2:8:2 Détection et quantification du virus OsHV-1

Un couple d’amorces appelé C9-C10 dessiné d'aprés la région C du génome du virus OsHV-1 permet
I'amplification d’'un fragment de 197 pb (Tm 75,5°C). Le couple d’amorce est utilise a 2 pM.

Les valeurs des Ct mesurés pour les échantillons testés a 5 ng/uL sont comparées & celles d’'une
gamme étalon allant de 10° a 10 copies de virus par pL et préparée & partir d’une solution de
particules virales purifiées. Chaque « run » de PCR en temps réel est accompagné de sa propre
gamme afin de garantir la validité des résultats et de permettre leur comparaison entre les différentes
plagues.

Pour la PCR en temps réel, la quantite d’ADN utilisé dans chaque réaction (25 pL) doit se situer entre
5 et 50 ng par tube avec une prise d’essai de 5 jL. Le dosage de 'ADN est donc nécessaire sous

peine de compromettre I'efficacité de la PCR en temps reel.

20503, Suivi de I'expression des génes

Les ADNc sont amplifiés lors de la PCR en triplicata. Afin d’évaluer le niveau d’expression des génes
étudiés ou génes d'intérét, il est nécessaire de le comparer a I'expression d'un géne de référence dont
I'expression est constitutive. En effet, ce géne permet d'estomper les différences de concentration
subsistante entre les échantillons méme aprés leur normalisation. Dans le cadre de cette
expérimentation, le géne du Facteur d'Elongation, responsable de [I'élongation de la chaine
polypeptidique lors de la traduction des protéines chez les eucaryotes, a été choisi comme géne de
référence.

L'expression du géne de ménage et I'expression du géne d'intérét a TO constituent les calibrateurs de
l'expérience (absence de stimulation). En effet, le modéle mathématique suivant permet au logiciel
MxPro de calculer I'expression relative en incluant la correction de I'efficacité (Pfaffl et al, 2002) :

(calibrateur — échantillon) |E . ACt f(c:alibrateur— échantillon)
re

: ACt
Ratio = E interat ~  interat re
Cette méthode met en évidence les variations d'expression des génes etudies par rapport a la valeur

normale (T0). Un ratio inférieur & 1 indique une répression et inversement.

2.54.  Validation des résultats
Pour qu'un résultat rendu soit fiable, plusieurs étapes de vérification sont nécessaires :
¢ Les Non-Template Control (NTC), ou contréles négatifs, correspondent a des puits ot de I'eau
est ajoutée a la place de I'échantillon. Cela permet de vérifier que la réaction d’amplification
n'a pas lieu automatiquement (dimére de primers).
o La concordance des Ct et des courbes d'amplification (phase exponentielle) au sein des
triplicatas d'un méme échantillon doit étre controlée. Les puits dont les résultats sont trop

éloignés (la PCR en temps réel étant sensible) sont éliminés.
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La courbe de dissociation (fluorescence en fonction de la température) est aussi vérifiée.
L'appareil mesure la fluorescence émise dans chaque puit pour des températures croissantes
de 0,5 en 0,5°C. Lorsqu’un produit a été amplifié, un pic de fluorescence apparait. Celui-ci
doit étre net, preuve qu’'un seul produit a été amplifié, et a la méme température pour un
couple d'amorces données. Le Tm de chacun des puits est comparé a la valeur de la
standardisation. Si ces deux conditions ne sont pas vérifiées pour un puit alors il est éliminé
de I'étude.

2.5.5, Choix des génes

Nous avons retenu pour cette étude cing génes d'intérét :

Le Glypican 6 (EU678311) code pour un corecepteur cellulaire de surface de basse affinité
impliqué dans un large spectre d’'activités biologiques et dans certaines voies de signalisation
associées défenses de 'hote (Shafti-Keramat et al, 2003).

Le Myeloid differentiation factor 88 ou MyD88 (DQ336108) code pour une protéine faisant
office d'adaptateur universel & la base de la cascade de signalisation associée a I'activation
des TLRs. Ces recepteurs interviennent au cours des mécanismes de l'immunité innée en
reconnaissant des motifs moléculaires conservés a la surface des microorganismes
aboutissant a I'activation du facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor-kappa B).
L’Interferon Induced protein 44 ou IFI44 (non accessible sous GenBank) code pour une
molécule de fonction inconnue. Cependant chez les primates, elle serait associée aux
infections virales de I'hépatite C ou la surexpression d'IFl 44 induit, in vifro, un état
antiprolifératif des cellules infectées (Hallen et al, 2007).

Le Molluscan Defence Molecule precursor (EU678312) code pour la protéine Molluscan
Defence Molecule (MDM) identifiée chez la limnée, Lymnaea stagnalis, un gastéropode d'eau
douce .Cette molécule présente des homologies avec I'Hémolin, une protéine décrite chez les
insectes appartenant a la super famille des immunoglobulines. L'expression de celle-ci est
fortement induite par les composants bactériens mais aussi par les virus (Hoek et al, 1996).
Le Multicopper Oxidase ou laccase (EU678320) est impliqué dans le systéme pro phénol
oxydase/phenol.
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3. Résultats

3. Suivi de la mortalité

Chaque jour, les huitres du bac dédié au suivi de la mortalité sont inspectées et les individus morts
sont comptabilisées et retirées. Les premiéres huitres meurent aprés cinqg jours de cohabitation avec
les individus expérimentalement infectés (Tab. 1; Fig. 6). Aprés sept jours, 24% des huitres sont
mortes.

Dans le bac Expérimental, la mortalité se manifeste aussi au 5°™ jour et au terme de sept jours, il est
comptabilisé huit huitres mortes. Aucune mortalité n’est constatée dans le bac Temoin.

Tableau 1: Cinétique de mortalité des huiltres suivi sur 50 individus « sains» mis en contact avec 10 animaux
expérimentalement infectés.

Nombre
Temps (J) d'huitre
morie

~N o WON =

Total 12
% mortalité 24

100

70

60

50 Y.

0L - _—

30

Mortalité Cumulée (%)

20

10 - — - =

0 24 48 72 96 120 144 168
Temps (H)

[mMortaits cumuiée

Figure 6 : Cinétique de mortalité des huitres dans le bac destiné & évaluer la mortalité.
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. 5 Quantification de ’ADN viral et suivi dans le temps dans différents compartiments

L'herpés virus OsHV-1 est quantifié grace a la détection par PCR quantitative en temps réel de son
ADN (amorces C9 et C10) dans 'eau des bacs, dans I'hémolymphe des huitres ainsi que dans leur
manteau aux temps définis (Fig. 4).

3.2.0. Dans 'eau des bacs

Dés TO, le virus OsHV-1 est détecté a un trés faible niveau dans I'eau du bac Témoin (Tab. 2 ; Fig. 7).
La quantité d’ADN viral tend a augmenter et atteint 17 copies du virus par pL d'eau 30 heures aprés la
mise en cohabitation. Puis, a 48 heures, la quantité de virus diminue jusqu'a 8 copies par pL d'eau.
Aux temps 1 et 6 heures la présence d’'OsHV-1 n'est pas détectee.

Initialement, le virus n'a pas été mis en évidence pour le bac Expérimental. Sa concentration
augmente ensuite trés rapidement et dépasse 400 copies par uL d’eau seulement 1 heure aprés ajout
des individus infectés expérimentalement par le virus OsHV-1. A 6 heures, la quantité d’ADN viral
continue a croitre légerement jusqu'a prés de 600 copies par L. Puis cette derniére diminue ensuite.
A 48 h, 1 uL d'eau du bac Expérimental contient environ 350 copies d'ADN viral.

Tableau 2 : Nombre de copies d’'OsHV-1 par uL d’Eau au cours du temps. « N.D. : Non Détecté ».

ac Témoin

N.D. 1,50E+00

4,26E+02 N.D.
5,70E+02 1,50E+00
5,93E+02 N.D.

5,17E+02 2 12E+00
4 91E+02 1,70E+01
3,45E+02 8,33E+00

1,00E+04

1,00E+03

1,00E402 |

1,00E+01 -~

Nombre de copies virales/pL

1,00E+400 v
0 1 3 6 24 30 48

Temps (H)

I Bac Exp mBac Tém_oi'ﬂ

Figure 7 : Cinétique de quantification de I'ADN viral dans l'eau de mer prélevée dans le bac Expérimental et dans le bac Témoin
(en nombre de copies d'OsHV-1 par L d'eau). Pour la lisibilité du graphique, les valeurs N.D. sont représentées a 1.10°".
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322 Dans I'hemolymphe

Dans I'hémolymphe des huitres du bac Témoin, la présence du virus n'est pas vérifiée entre 0 et 1
heure (Tab. 3; Fig. 8). Celui-ci est détecté a partir de 3 heures puis sa concentration augmente
continuellement jusqu’'a environ 70 copies d’'OsHV-1 par uL d’hémolymphe a 48 heures.

Le virus n'est pas détecté a TO dans I'hémolymphe des huitres du bac Expérimental. Aprés une heure
de cohabitation, I'némolymphe de ces animaux contient plus de 100 copies virales par pL. La
concentration en virus reste relativement stable jusqu'a 30 heures. Puis, entre 30 et 48 heures, la
charge virale augmente nettement pour dépasser 2500 copies par L.

Tableau 3 : Nombre de copies d’'OsHV-1 par uL. d’'Hémolymphe au cours du temps. « N.D. : Non Détecté »

N.D. N.D.
1,12E+02 N.D.
1,68E+02 1,47E+00
1,85E+02 3,29E+00
1,29E+02 5,72E+00
1,44E+02 2,82E+01
2,62E+03 6,91E+01

1,00E+04 —— e — o

1,00E+03

1,00E+02 -

1,00E+01

Nombre de copies virales/pL

1,00E+00 -

L] 1 3 6 24 30 48

Temps (H)

mBac Exp mBac Témoin

Figure 8 : Cinétique de quantification de la charge virale dans I'hémolymphe des huitres issues du Bac Expérimental et du Bac
Témoin (en nombre de copies d'OsHV-1 par plL d'eau). Pour la lisibilité du graphique, les valeurs N.D. sont représentées a

1.10°

3.2.3. Dans le manteau
A TO, le virus OsHV-1 n'est détectable dans aucun échantillon de manteau provenant d'huitre des
deux bacs (Tab. 4 ; Fig. 9). A 1 heure, le virus est observé dans les échantillons du bac Expérimental
et sa concentration varie de 3 a 5 copies par ng d’ADN jusqu'a 30 heures. Une forte augmentation est
notée dans le bac Expérimental ol la charge virale par ng d’ADN passe de 5 a plus de 4000 copies de
virus entre 30 et 48 heures.
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Parallélement, dans le bac Témoin, le virus n'est toujours pas détecté a 24 heures. C'est seulement a
48 heures que la PCR en temps réel met en évidence de trés faibles quantités d'OsHV-1 avec 4
copies détectées par ng d’ADN.

Il est toutefois important de noter que I'échantillonnage des manteaux du bac Témoin n'a eu lieu qu'a
24 et 48 heures.

Tableau 4 : Nombre de copies d’OsHV-1 par ng d’ADN du manteau au cours du temps. « N.D. : Non Détecté »

Dosage
Temps (H) ADN

(ng/pL) ADN
0 218 N.D.
1 123 4,49E+00
3 130 3,16E+00
6 122 3,31E+00
24 120 3,10E+00
30 132 5,63E+00
48 163 4 40E+03
24 133 N.D.
48 157 4,41E+00

100EHE ———

1,00E+03

1,00E+02

1,00E+01

1,00E400 — ,___I , I ‘ I .
0 1 3 3

Temps (H)

[mBac Exp mBac Témoin |

Nombre de copies virales/ng d'ADN

Figure 9 : Cinétique de la charge virale, en nombre de copies d'OsHV-1 par ng d’ADN du manteau des huilres issues du Bac
Expérimental et du Bac Témoin. Pour la fisibilité du graphique, les valeurs N.D. sont représentées & 1.10°.
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3.3. Cinétique de l'expression relative des génes interprétés comme impliqués dans les

défenses immunitaires

3.3.1. Extraction ARN et traitement Dnase des hémolymphes

Le premier dosage révele des concentrations en ARN disparates, elles sont comprises entre 150
ng/uL et 2330 ng/uL (Tab. 5). Ces différences entre les échantillons peuvent étre liées a la quantité de
cellules par mL d’hémolymphe ainsi qu'a la qualité de la ponction.

Le traitement a la DNase est realisé sur 1 pg d'ARN de chaque échantillon pour un volume final de
10 pL. Malgré cette normalisation, la concentration en ARN aprés le traitement est variable d'un
échantillon a l'autre. Les pertes sont évaluées entre 8 et 20% sauf pour quelques échantillons ot les
concentrations sont anormalement fortes. Cela peut étre da a des niveaux de contamination en ADN
différents entre les échantillons, a I'éventuelle imprécision du spectrophotomeétre et aussi aux erreurs

de pipetage.

Tableau 5 : Concentration en acide nucléique des échantillons d'extraction d'’ARN, avant ef apreés traitement a la DNase.

Dosage ARN
Temps (H) avant traitement
(en ng/plL)

0 1673,6
1 155,8
3 278,5
6 2576
24 736,2
30 784,9
48 152,8
1 842,8

636,7
6 623,4
24 23228
30 342,2 84,
48 156,1 - BRD

La qualité des échantillons est contrélée sur gel (Fig. 10). Comme [lillustre la figure 10, les
échantillons 1, 7 et 8 présentent simplement une bande peu intense de 1000 a 1500 pb. Cela indique
qu'ils sont relativement purs et qu'ils contiennent des ARN en faible concentration. De la méme fagon,
les échantillons 3 et 4 sont purs mais plus concentrés.

Sur le trajet de migration des autres dépdts, il y a des smears. Elles indiquent que ces échantillons
d’ARN sont certainement contaminés par de 'ADN. Des bandes sont quand méme visibles au méme
niveau que précédemment, ils contiennent bien de 'ARN.
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Marqueur g
de taille

Figure 10 : Gel d'électrophorése exposé au U.V. ; Dépdts de 2 ul pour les échantillons et 5 L pour le marqueur de taille.

3.3.2. Résultat de la NoRT
Aprés chaque PCR en temps réel, les différents parameétres de contréle (NTC ; Concordance ; Courbe
de Dissociation ; Tm) sont vérifiés sur le logiciel MxPro. Les produits ne respectant pas ne serait-ce
que I'un de ces parametres sont déposés sur gel d’électrophorése.
Pour I'ensemble des génes étudiés et 'ensemble des échantillons, le gel de contréle ne présente
aucune bande (Fig. 11). Durant la NoRT, aucune séquence ADN spécifique n'a ete amplifiée excepte
pour un échantillon correspondant au temps 3 heures du bac Expérimental mais uniquement sur le
géne IFl44. Cet ARN est malgre tout conservé car les no RT sont validés pour les autres genes.
Le traitement a la DNase est donc correct pour I'ensemble des autres échantillons, la RT et la
détermination de I'expression relative sont alors possibles.

Figure 11 : Gel d'électrophorese exposé au U.V. ; Dépdts de 2 L pour les échantillons d’ARN et 5 L. pour le marqueur de
taille.

3.3:3 Glypican 6
Entre 1 et 3 heures, le géne Glypican 6 est sous exprimé dans les deux bacs (Fig. 12). L'expression
relative diminue dés 1 heure pour le bac Témoin et & 3 heures pour le bac Expérimental. La phase de
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répression continue pour les animaux du bac Témoin jusqu’a 24 heures alors que I'expression relative
déterminée dans le bac Expérimental est 3 fois supérieure & 24 heures qu'a TO (Fig. 12). A 30 heures,
le géne est de nouveau sous exprimé chez les huitres en contact avec les animaux infectés tandis
que I'expression relative atteint 1,5 et se stabilise jusqu'a 48 heures chez les huitres Témoin (Fig. 12)

Expression Relative

0 1 3 6 24 30 48
Temps (H)

H Bac Exp @Bac Témain |

Figure 12 : Cinélique de I'expression relative du géne Glypican 6 dans le bac Expérimental et le bac Témoin. L'analyse est
réalisée en triplicata (frois mesures) pour un méme échantillon, I'écart type est symbolisé par la barre d’erreur.

3.34. Interferon Induced protein 44 : IFI44
Les résultats obtenus indiquent que, pour le bac Témoin, le gene Interferon Induced protein 44 est
légérement surexprimé a 1 heure puis son expression diminue pour finalement étre réprimé a 48
heures (Fig. 14). Quant au bac Expérimental, la figure montre que I'expression relative reste normale
jusqu'a 30 heures et a 48 heures elle est 4 fois plus forte qu'initialement.

45 === -

4,0

35

30 |

Expression Relative

Temps (H)
©Bac Exp @ Bac Témoin |

Figure 14 : Cinétique de I'expression relative du géne Interferon Induced protein 44 dans le bac Expérimental et le bac Témoin.
L'analyse est réalisée en triplicata (trois mesures) pour un méme échantillon, I'écart type est symbolisé par la barre d'erreur.

Nota bene : I'échantillon du bac Expérimental au temps 3 heures a été supprimé de 'analyse (§ 3.3.2)
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3.3.5. Myeloid differentiation factor 88 : MyD88
L'expression relative calculée dans les deux bacs est sous exprimé aprés 1 heure de cohabitation et
perdure jusqu’a 30 heures. A 48 heures, le niveau d’expression du géne MyD88 est 2 fois plus forte
qu'a TO pour les individus du bac Expérimental et au moins 25 fois plus forte pour le bac Témoin (Fig.
13 et 13 bis).

L —— - — o

00 —m8———— —

25,0

20,0 |

Expression Relative

50 +—

0,0 1 RN . " ; "
0 1 3 [ 24 30 48
Temps (H)

|mBac Exp mBac Témoin |

Figure 13 : Cinétique de l'expression relative du géne Myeloid differentiation factor 88 dans le bac Expérimental et le bac
Témoin. L'analyse est réalisée en triplicata (trois mesures) pour un méme échantillon, I'écart type est symbolisé par la barre

d'erreur.
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Figure 13 bis: Cinétique de l'expression relative du gene Myeloid differentiation factor 88 dans le bac Expérimental et le bac
Teémoin (échelle différente). L'analyse est réalisée en triplicata (trois mesures) pour un méme échantillon, l'écart type est

symbolisé par la barre d'erreur.
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3.3.6. Molluscan Defence Molecule precursor

De 0 & 6 heures, I'expression relative du géne Molluscan Defence Molecule precursor est semblable
pour les animaux stimulés ou non par le virus (Fig. 15). Elle augmente progressivement pour atteindre
1,5 aprés 6 heures. Au temps 24 heures, I'expression relative pour le bac Témoin différe
significativement de celle du bac Expérimental et atteint un maximum de 3,0 a 30 heures contre 1.6
pour le bac Expérimental. Cependant, elle diminue jusqu'a 2,5 a 48 heures (Fig. 15). La quantité
relative de transcrits pour les échantillons du bac augmente également mais plus tardivement atteint 2
fois la valeur normale & 48 heures.
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Figure 15 : Cinétique de I'expression relative du géne Molluscan Defence Molecule Precursor dans le bac Expérimental et le

bac Témoin. L'analyse est réalisée en triplicata (frois mesures) pour un méme échantillon, I'écart type est symbolisé par la barre
d'erreur.

37 Multicopper Oxidase (Laccase)

Aprés avoir respectivement déposé les huitres mortes et les huitres ouvertes dans le bac
Expérimental et le bac Témoin, le niveau d'expression relative du géne Multicopper Oxidase est
diminué. Entre 3 et 6 heures, aprés avoir légérement augmenté, I'expression relative dans
'hémolymphe pour les animaux des deux bacs est sous exprimé (Fig. 16). Alors que la quantité
relative d’ADNc correspondant au géne Multicopper Oxidase des animaux du bac Expérimental ne
varie pas, celle du bac Témoin dépasse le niveau de référence a 24 heures et augmente de 50% a 30
et 48 heures. C'est seulement & 48 heures que le géne d’intérét s’exprime davantage dans le bac
Expérimental pour sensiblement égaler le niveau d’expression de ce géne dans le bac Témoin (Fig.
16).
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Figure 16 : Cinétique de l'expression relative du géne Multicopper Oxidase dans le bac Expérimental et le bac Témoin.
L'analyse est réalisée en triplicata (trois mesures) pour un méme échantillon, I'écart type est symbolisé par la barre d’erreur.
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4, Discussion

4.1. Mortalités

Alors qu'aucune mortalité n'est constatée dans le bac Témoin, la mortalité dans le bac Expérimental
apparait au bout du 5°™ jour. Le pourcentage de mortalité est de 24 % dans le bac dédié au suivi de
la mortalité. Ces résultats confirment des essais faits préalablement et qui ont permis de démontrer la
transmission du virus OsHV-1 par contact entre animaux infectés et animaux « sains» avec

'observation de mortalité suite a l'infection expérimentale.

4.2. Détection d’ADN viral dans I'eau de mer

Les animaux moribonds et morts expérimentalement infectés (injectés) semblent libérer rapidement
des particules virales dans I'eau du bac Expérimental. De plus, la quantite d'ADN viral détectée dans

les échantillons d’eau reste stable durant toute I'expérimentation.

Dans le bac Témoin, il est possible également de détecter de I'ADN viral dans les échantillons d'eau
au cours de l'expérience avec cependant de plus faibles niveaux. Cette observation peut laisser
suspecter d'une part une contamination initiale de I'eau utilisée dans le cadre de I'expérience et
d'autre part la présence du virus chez les animaux considérés comme « sains ». Cette seconde
hypothése apparait comme la plus probable en prenant en considération 'augmentation progressive
des quantités d’ADN viral tant dans I'eau que dans les animaux (hémolymphe et manteau) au cours
de l'expérience dans ce bac. Il semble que les animaux ont pu exprimer une infection virale faisant
suite a des conditions stressantes liées a I'expérimentation. Certains animaux considérés comme
« sains » étaient a l'origine porteurs du virus (6%). Bien que la charge virale détectée par PCR
quantitative soit trés faible, il est possible que le virus ait rencontré des conditions favorables a sa
multiplication (22°C). La réactivation du virus chez des animaux porteurs a été observée a plusieurs
reprises lors de précédentes expérimentations. Cet aspect souligne le réle majeur que peut jouer une
population porteuse du virus dans les processus de dissémination de celui-ci dans le milieu.

Les quantités d'ADN viral détectées dans le bac Témoin restent cependant inférieures (30 fois mains)
a celles rapportées dans I'eau du bac Expérimental. Dans le bac Témoin, aucune mortalité n’ayant été
détectée, il est possible d'imaginer que mémes si certains animaux sont en cours d'infection, les
quantités de virus libérées dans I'eau restent limitées (maximum de 17 copies par pL d'eau). Dans ces
conditions, les animaux moribonds et morts suite a l'infection virale apparaissent comme les sources
majeures de libération du virus OsHV-1 dans l'eau.

Pour le bac Expérimental, la quantité maximale d’ADN viral détectée est d'environ 600 copies d'ADN
par WL, soit 600 millions de copies par litre d’eau de mer (avec 20 huitres moribondes ou mortes dans
40 litres d'eau). Il apparait que cette quantité permet une contamination effective des huitres se
traduisant par une détection du virus dans les animaux et des mortalités. Cependant, des travaux
complementaires sont nécessaires afin de definir la quantité minimale d'ADN viral présente dans I'eau
pour induire une infection. Les quantités totales de virus (tous virus confondus) ont été estimées
comme variant de 2,6 & 300 milliards par litre dans les eaux estuariennes de surface (Wait & Sobsey,
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2001) et de 1 a 30 milliards par litre dans les claires ostréicoles (Montanié et al, 2002). Dans ce
contexte, Vigneron et al, (2004) ont montré que '’ADN du virus OsHV-1 devait représenter plus de 3
a 12,5 % de 'ensemble des ADN viraux présents dans I'eau pour étre détectable dans un échantillon
de terrain. La recherche d’ADN viral et surtout la quantification du virus désormais possible grace a la
PCR quantitative apparait donc comme applicable a I'environnement et pourrait &tre utilisée pour
définir un risque en terme de dissémination de l'infection virale.

4.3. Détection d’ADN viral dans les animaux

La détection de 'ADN viral dans I'hémolymphe des animaux « sains » est observée trés rapidement
(1 heure) aprés la mise en contact avec les animaux expérimentalement infectés et cela a des
niveaux assez élevés (100 a 200 copies par pL). Entre 30 et 48 heures, la charge virale augmente
nettement pour dépasser 2500 copies par PL. Pour le bac Expérimental, la détection du virus dans le
manteau chez les animaux « sains » est possible dés 1 heure aprés contact avec les huitres
expérimentalement infectées mais présente de trés faibles niveaux jusqu’a la 30°™ heure. La charge
virale par ng d’ADN passe de 5 a plus de 4000 copies entre 30 et 48 heures.

Ces resultats suggeérent que I'hémolymphe pourrait jouer un réle important dans la distribution des
particules virales dans les tissus et les organes, tout particulierement le manteau. Méme si des
particules virales ont pu rarement étre observées dans les hémocytes, il semblerait que ce type
cellulaire ne soit pas un site préférentiel de réplication virale. Par ailleurs, des condensations de la
chromatine dans les noyaux d'hémocytes d'huitres ont été observées en microscopie électronique a
transmission (Renault ef al, 2000). Ces changements sont caractéristiques des cellules apoptotiques.
Ces observations semblent confirmer que les hémocytes ne sont pas un site privilégié de réplication
virale. En effet, le phénomeéne d'apoptose ou de mort cellulaire programmée, pourrait empécher les
hémocytes de servir de sites de production de particules virales. Par contre, la réplication virale a pu
étre observée dans les cellules de type fibroblastique, présentes dans tous les tissus conjonctifs, et
tout particulierement dans le manteau. Ce tissu apparait comme un tissu cible (Lipart et Renault,
2001). Les resultats obtenus dans la présente étude apparaissent en adéquation avec ces
observations. Le virus OsHV-1 aprés une pénétration rapide dans I'animal serait véhiculé et distribué
dans l'ensemble des tissus et organes par le biais de 'hémolymphe. |l atteindrait de cette maniére le
manteau (présence de nombreux sinus hémolymphatiques). La forte détection a 48 heures dans le
manteau correspondrait au développement du virus dans un de ses tissus cibles. Cette réplication
active se traduirait par une libération massive de particules virales avec pour conséquence, une
augmentation de la quantité d’ADN dans I'hémolymphe. Les faibles quantités d'ADN viral détectées
avant 48 heures semblent confirmer ce scénario de processus infectieux. Le manteau ne serait pas un
lieu d'entrée direct du virus. L'némolymphe pourrait jouer le réle de transporteur, le virus pouvant étre
libre dans I'hnémolymphe, fixé a la surface des hémocytes ou bien a lintérieur des cellules elles-
memes.
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Le bac Temoin voit une augmentation progressive de la charge virale tant dans 'hémolymphe que
dans le manteau a 48 heurs mais a des niveaux de détection beaucoup plus faible que dans le bac
Expérimental. Dans son ensemble, le phénoméne est moins prononcé que dans le bac Expérimental
ou I'apport de virus est important. Dans le bac Expérimental, la multiplication possible du virus lié au
portage initial peut ére masquée par I'apport externe de virus (animaux moribonds ou morts
expérimentalement infectes).

44. Expression de génes interprétés comme impliqués dans I'immunité

La présence de particules virales dans 'hémolymphe dés les premiéres heures suggére que le
systéme immunitaire est rapidement stimulé. Le processus infectieux est cependant moins avancé
dans le bac Témoin que dans le bac Expérimental.

La base de la protéine du glypican 6 est attachée a la surface des cellules via le
glycophosphatidylinositol. Le glypican 6 appartenant a la famille des heparan sulfate proteoglycan
(HSPG) intervient dans la modulation des voies signalétiques (O’Connell et al, 2007). Les HSPG sont
utilisés par de nombreux virus enveloppés ou non comme fixation primaire (corécepteurs) permettant
l'ancrage de virus (Shafti-Keramat ef al, 2003).

Le glypican 6 pourrait étre un corécepteur permettant I'entrée d'OsHV-1 dans les cellules. Ce géne est
I'un des plus précocement surexprimé dans le bac Expérimental au cours de cette étude (dés 6
heures) et de maniére significative par rapport au bac Témoin. Dans de précédentes études,
l'implication du géne du Glypican 6 n’'avait pu étre démontré. Il semble que le mode d’infection (par
cohabitation) pourrait étre plus approprié a reveler l'implication de ce géne dans le processus
infectieux. La surexpression observée pourrait étre liée a un turn-over supérieur de la molécule chez

les huitres infectées par le virus avec une internalisation et une dégradation accrue.

Le caractére inductible de I'expression du MyD88 a été mis en évidence au stade larvaire et naissain
de Crassostrea gigas aprés stimulation par des bactéries, 'augmentation de transcrit intervient
également a 48 heures (Tirapé Bajana, 2007). De plus Tirape Bajana (2007) dans la méme etude
démontre chez le naissain de C. gigas que l'augmentation de I'expression de ce géne est précédée
par une diminution significative des transcrits. L'ensemble de ces observations se vérifie également ici
comme dans des études precédentes. La surexpression est tardive. Cette observation en relation
avec les informations concernant la détection de I'ADN viral dans I'hémolymphe semble indiquer que
la surexpression du géne MyD88 ne survient que lorsque des quantités importantes de virus sont
présentes chez I'huitre (aprés réplication active). Cela ne semble pas un traceur précoce de

I'infection.

Le géne IFl44 de Crassostrea gigas découvert récemment par le laboratoire a été peu étudié.
Dernierement, il a été identifié chez Saccostrea glomerata (Sydney rock oyster) soumise a une
infection naturelle par un parasite protozoaire Marteilia sydnei (Green et al, 2009). Cependant son
role dans les hépatites C (HCV) a éte avancé et l'activité antiproliféerative de la protéine sur des
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cellules infectées par le virus HCV in vitro démontrée (Hallen et al, 2007). L'expression de ce géne a
déja été observée dans des études précédemment menées au laboratoire et notamment aprés 48
heures de stimuiation par le virus. Comme le géne MyD88, il s’exprime iorsque l'infection est installée.

te géne codant pour la Molluscan Defence Molecule (MDM) fait partie de la famille des
immunoglobulines. Cette molécule partage une homologie significative avec 'hemolin des insecles
jouant un role crucial dans les réactions de défense {(Hoek et al, 1996). C'est le géne de I'immunité le
plus fortement induit chez les I1&pidoptéres. L’hemolin est induit par les bactéries et par les virus. Des
travaux ont montrés que les baculovirus induisent une surexpression de ce géne chez les insectes.

L’hemolin agirait comme une molécule opsonisante et étre un mediateur entre les microorganismes et
les hémocytes en favorisant la phagocytose. |I interviendrait aussi dans la cascade prophenocloxidase
lors de réponses anti-virales. L'hemolin, sous sa forme transmembranaire, pourrait étre utilisé comme
point d’entrée du virus dans les cellules hétes. Chez certaines espéces, il serait exprimé sous forme
soluble et pourrait se fixer aux microorganismes avant gu’ils ne péneétrent dans une cellule héte
{Terenius, 2007). Dans nofre étude, ce géne s’exprime de maniére relativement progressive jusqu'a

48 heures pour atteindre une expression relative de F'ordre de 2 dans e bac Témoin.

La laccase n'a pas encore é&té decrite chez d'autres bivalves que Crassosirea gigas. |l est rapporté
chez les insectes, les nématodes et les mollusques. Les laccases sont des enzymes oxydo-
réductrices contenant du cuivre capable de catalyser I'oxydation d'un électron pour un large éventail
de substrats polyphénol et aromatique (Claus, 2004). Les phénoloxidases ont un réle important dans
les défenses immunitaires des invertébrés. Récemment, un lien enire Fhemolin et le systéme
prophénoloxidase a &té démontré (Terenius, 2007) suggérant que fa MDM pourrait &tre chez F'huitre
creuse une protéine de reconnaissance capable de se fixer au virus OsHV-1. Les résultats obtenus
laisse imaginer que l'induction du géne de la laccase pourrait étre impliquée dans les phénoménes de

protection contre les infections 4 OsHV-1.
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5. Conclusion

La description de la transmission de la maladie a pu étre abordée soit par coinfection par des animaux
morts infectés soit par réplication du virus au sein d'animaux initialement porteur du virus. Les
animaux porteurs constituent des réservoirs de virus et ils peuvent largement contribuer aux

phénoménes de mortalité rencontrés en milieu ouvert.

Ces résultats s’'avérent intéressants pour I'étude du role du systéme immunitaire inné de C. gigas
dans la reponse a I'OsHV-1. Pour la premiére fois, I'expression des génes est décrite dans le cadre
d'une transmission horizontale de linfection virale. L'infection nécessitant prés de 2 jours pour
s'installer, il apparait intéressant de poursuivre cette étude en se focalisant sur des temps d'infection

plus long(30 heures et 48 heures voir au-dela).

Enfin, la recherche de nouveaux génes impliqués dans la défense immunitaire doit étre poursuivie.
S’appuyant sur ces travaux et ceux a venir, il est possible d'imaginer la sélection d'animaux
présentant de meilleures résistances aux agents infectieux tels que OsHV-1 (Sauvage, 2008). Cet
objectif est en cours d'exploration au laboratoire afin de tenter d'apporter des solutions aux mortalités

estivales massive que rencontre I'huitre creuse Crassostrea gigas.
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