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SIGLES&ET&ABREVIATIONS&
 

 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 
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EBV : Epstein Barr Virus 

EM: Eau de Mer 

EMS: Eau de Mer Strérilisée 

FAO: Food and Agriculture Organization 

GFP: Green Fluorenscent Protein 

IFI44: InterFeron-Induced protein 44 

IFN: InterFéroN 

Ifremer: Institut Francais de Recherché pour l’Exploitation de la Mer 
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’ostréiculture française repose essentiellement sur la production d’huître creuse, 

Crassostrea gigas. Ce mollusque bivalve, est l’espèce aquacole la plus 

commercialisée dans le monde. C. gigas est produite principalement en Chine, au 

Japon, en Corée et en France (FAO, 2010.). La France étant le premier producteur en Europe. 

Depuis l’introduction de l’huître creuse dans différents pays du monde, comme en France, des 

phénomènes de mortalités sont observés chez C. gigas, affectant jusqu’à 50 % de la 

population. Ces mortalités semblent être liées à des infections virales et/ou bactériennes. Le 

déclenchement de maladie infectieuse chez l’hôte résulte des interactions conduisant à un 

déséquilibre entre les différents acteurs de la triade hôte/agent pathogène/environnement 

(Figure 1, p8) (Snieszko, 1974). Ces causes de déséquilibre semblent donc être 

multifactorielles. 

 

 

Figure 1: Schéma de la triade épidémiologique d’après Snieszko (1974). 

 

 

Le virus ostreid herpèsvirus type 1 (OsHV-1) peut être considéré comme un de ces agents 

infectieux majeur affectant les élevages d’huîtres creuses, C. gigas, en France. Des épisodes 

de mortalité massive causés par ce virus sont régulièrement rapportés chez les jeunes animaux 

(naissains et juvéniles). Cependant, OsHV-1 a pu également être détecté chez des huîtres 

adultes en absence de mortalité (Arzul et al., 2002).  

Depuis 2008, ces épisodes ont affecté le naissain d’huître creuse dans l’ensemble des régions 

de production françaises et provoqué des pertes économiques considérables (EFSA, 2010). De 

L 
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plus, des différences de sensibilité à l’infection ont été observées au sein de l’espèce C. gigas. 

Des travaux antérieurs suggèrent une base génétique de la survie des animaux face à cette 

infection (Dégremont, 2011; Sauvage et al., 2009). Ifremer a mis en place un programme de 

sélection génétique réalisée à partir d’animaux présentant un meilleur taux de survie suite à 

des infections expérimentales. Le développement d’animaux « résistant » ou moins sensibles 

a ouvert des nouvelles perspectives d’études, liées notamment aux mécanismes cellulaires et 

moléculaires de défense. Un certain nombre de travaux a déjà été réalisé dans cet optique 

(Fleury et Huvet, 2012; Huvet et al., 2004; Normand et al., 2014; Renault et al., 2011; 

Sauvage et al., 2010). L’étude de ces mécanismes cellulaires a récemment été rendue plus 

accessible par le séquençage complet du génôme de l’huître creuse, C. gigas (Zhang et al., 

2012). 

En parallèle, bien que le génome d’OsHV-1 ait été séquencé depuis bientôt dix ans (Davison 

et al., 2005), et classé dans la famille Malacoherpesviridae, très peu d’études sont disponibles 

sur son cycle de réplication ou sur l’expression de ses gènes (Burge et Friedman, 2012; 

Renault et al., 2011). Ce manque d’information peut être expliqué notamment par 

l’éloignement phylogénique par rapport aux herpèsvirus de vertébrés et par l’absence de 

lignées cellulaires de mollusques marins. De plus, 65% des gènes viraux codent pour des 

protéines de fonction inconnue. Néanmoins, depuis 2008, une méthode d’infection 

expérimentale a été développée par l’Ifremer (Institut français de recherche pour 

l’exploitation de la mer) rendant possible le maintien d’une source virale infectieuse. Des 

outils de biologie moléculaire ont aussi été élaborés facilitant la détection du virus ou de 

certains de ses constituants.  

 

Dans ce contexte, la principale problématique du travail de thèse vise à mieux comprendre les 

interactions entre l’huître creuse et OsHV-1, et plus particulièrement durant une cinétique 

d’infection. Une connaissance plus fine du virus, et des bases moléculaires des interactions 

sont indispensables à la compréhension des mécanismes infectieux. Ainsi, l’apport de ces 

nouveaux éléments a pour perspectives de mieux connaître le cycle de réplication du virus et 

les réponses immunitaires de l’hôte. Dans le futur, ceci pourrait permettre de limiter les fortes 

mortalités, en adaptant les techniques d’élevage et, en développant des méthodes 

prophylactiques. 
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Le manuscrit est organisé en quatre chapitres et chaque chapitre répond à un ou plusieurs 

objectifs en particulier : 

 

1) L’objectif du chapitre 1 était de détecter et localiser des ARNm du virus OsHV-1 au 

cours de l’infection chez l’huître creuse, C. gigas. Ainsi, nous avons choisi l’approche 

par PCR en temps réel. Cette approche nous a permis de travailler en individuel et de 

suivre la cinétique d’infection du virus. Nous avons également choisi de suivre 39 

gènes parmi les 124 que code le génome viral. Le but étant de sélectionner le plus 

grand nombre de gènes d’intérêts sur la base des annotations du génome d’OsHV-1. 

La localisation des ARN viraux a quant à elle été abordée par hybridation in situ.  

 

2) Le chapitre 2 avait pour objectifs d’identifier et caractériser les différences 

transcriptomiques de gènes viraux et cellulaires chez des individus présentant des 

sensibilités contrastées à l’infection à OsHV-1. Pour se faire, des familles d’huîtres 

creuses génétiquement différentes ont été sélectionnées. Une comparaison du 

transcriptome du virus OsHV-1 a été réalisée aux stades naissain et larvaire, en 

utilisant des familles d’huîtres génétiquement différentes. 

 

3) Le troisième objectif était de moduler la sensibilité des huîtres et caractériser les 

différences transcriptomiques de gènes viraux et cellulaires ; nous avons modifié la 

sensibilité des huîtres à l’infection virale par une approche d’ARN interférant. Le but 

était d’étudier le gène cellulaire IkB2 potentiellement impliqué dans la « résistance » à 

l’infection virale, puis de comparer l’expression des gènes viraux et de certains gènes 

cellulaires chez les individus traités ou non par les ARNs double brin.  

 

 

4) Enfin, le dernier objectif était d’identifier des activités antivirales et étudier le 

transcriptome d’OsHV-1 et de l’huître creuse au cours d’une infection au stade adulte. 

L’intérêt d’étudier les interactions hôte/virus chez l’adulte réside dans l’absence de 

mortalité associée à la détection d’OsHV-1 rapportée sur le terrain, contrairement aux 

autres stades de développement. L’activité antivirale de l’hémolymphe d’huîtres 

creuses adultes a été testée vis-à-vis d’un herpèsvirus humain, HSV-1, en utilisant des 

cellules Véro. Nous avons choisi d’utiliser ce modèle hétérologue, en raison du 
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manque de lignées cellulaires de mollusques marins. De plus, des activités anti HSV-1 

ont été détectées plus particulièrement pendant l'été dans hémolymphe des mollusques 

marins vis-à-vis de différents virus (Dang et al., 2011; Olicard et al., 2005a, 2005b). 
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A. Classification de l’huître creuse du Pacifique 

Règne :  Animal, Invertébrés 
Embranchement :  Mollusques 
Classe :  Lamellibranches (Bivalvia) 
Ordre :   Filibranchia 
Sous-Ordre :  Anisomyaria 
Super-Famille : Ostreoidea 
Famille :  Ostreidae 
Genre :  Crassostrea  

Espèce :  Crassostrea gigas (Thunberg, 1793) 
 

 

B. Anatomie de l’huître Crassostrea gigas adulte mature et système circulatoire 

 

 

 

 

 

 

 

C. Cycle de vie de Crassostrea gigas  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Biologie générale de l’huître creuse, Crassostrea gigas    

(Cheng 1981) 

(modifié de Dégremont 2003) 
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 La star parmi les mollusques marins I.
 

I.1 Biologie de l’huître creuse, Crassostrea gigas 
 

  Classification  I.1.A.
 

Les huîtres de l’espèce C. gigas, originaires du Nord–Ouest du Pacifique, sont des 

métazoaires protostomiens classés parmi les mollusques bivalves. Crassostrea gigas 

appartient à la classe des Lamellibranches, à l’ordre des Filibranches, au sous-ordre des 

Anisomyaires, à la superfamille des Ostréoidés et à la famille des Ostréidés caractérisée par 

une coquille à valve gauche plus profonde que la droite (Figure 2.A, p14). Le genre 

Crassostrea comprend notamment les espèces C. gigas, C. angulata (huître portugaise) et C. 

virginica (huître américaine). Le nom usuel de C. gigas est l’huître japonaise ou huître creuse 

du Pacifique. Cependant la classification des mollusques est très complexe et sujette à 

controverses. Elle repose sur des critères anatomiques, auxquels s’ajoute la distribution 

géographique. La plasticité morphologique de ces animaux (forme et couleur de la coquille 

par exemple) complique également la classification. 

 

 Anatomie et système circulatoire I.1.B.
 

L’huître creuse, C.gigas, est constituée d’un corps mou, protégé par une coquille à deux 

valves asymétriques (Figure 2.B, p14). Les valves sont reliées par la charnière et par le 

muscle adducteur. La coquille est sécrétée par la face extérieure et le bord libre du manteau. 

Ce dernier joue également un rôle sensoriel. La coquille se compose de trois couches : i) la 

couche la plus externe ou periostracum, fine et cornée; ii) la couche intermédiaire constitué de 

nature protéique (conchyoline); iii) la couche nacrée constituée de cristaux d’aragonite. La 

masse céphalique est absente, elle est représentée par les palpes labiaux, assurant le tri des 

particules, et la bouche. L'huître possède une paire de branchies lamellaires qui s’étendent de 

l’anus à la bouche. Ces dernières assurent les fonctions de respiration, de nutrition et à 

l'excrétion de certains déchets. On observe également des vaisseaux afférents et efférents, des 

muscles et des faisceaux nerveux. L'huître ne possédant pas d'hémocyanine ou d'hémoglobine, 

l'oxygène est transporté, dissous dans l'hémolymphe, passe par le cœur et des branchies vers 
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les organes. Le cœur est composé d’un ventricule et de deux oreillettes. L'ensemble de 

l'organe est soutenu par une enveloppe de tissu conjonctif. Le ventricule propulse 

l’hémolymphe, le fluide incolore circulant, dans les vaisseaux, mais celui-ci peut également 

s’insinuer librement au sein de tous les tissus. Le système circulatoire de l’huître est ainsi 

qualifié de semi-ouvert (Cheng, 1981). Enfin, la gonade assure la reproduction. Elle se 

développe dans le tissu entourant la glande digestive. 

 

 Cycle de vie et reproduction I.1.A.
 

Chez l’huître creuse, l’hermaphrodisme successif est dit protandrique (mâle la première 

année, puis changement de sexe) (Buroker, 1983). La gamétogenèse débute au printemps 

lorsque les conditions environnementales sont favorables. La maturation et l’émission des 

gamètes sont atteintes durant l’été uniquement si un seuil de température dit « température 

critique de ponte » est dépassé. Les gamètes des deux sexes sont expulsés dans l’eau, la 

fécondation est donc externe. Un individu peut émettre plusieurs dizaines de millions de 

gamètes. Le développement passe par une phase larvaire planctonique. Après la fécondation, 

le développement embryonnaire a été largement étudié chez l’huître creuse (Gerard et al., 

1995). Les divisions cellulaires sont rapides et aboutissent à la formation d’un embryon de 

type morula, gastrula, puis trochophore pour donner 24 heures après fécondation une larve 

véligère en forme de D. Lorsque la larve atteint une taille d’environ 200µm, elle développe un 

pied participant à la recherche d’un substrat pour sa fixation et porte le nom de larve 

pédivéligère. Une fois fixée, la larve devient naissain et débute sa métamorphose liée à de 

nombreuses modifications notamment l’apparition du manteau et des branchies. A partir de 

12 mois, elle est considérée comme juvénile, et après 18 mois le terme d’adulte est utilisé 

(Figure 2.C, p14). Elle passera le reste de sa vie fixée au substrat sans autre modification 

qu’une augmentation de taille. Celle-ci atteint une taille commerciale dès 40 grammes. 
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A. Principaux pays producteurs de C. gigas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Production française de C. gigas et contexte 

 

(modifié d’après Bernard, 2011) 

 

Figure 3 : Production de l’huître creuse, Crassostrea gigas  

                               

 

(FAO, 2010) 
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  Cycle de vie et reproduction I.1.B.
 

Chez l’huître creuse, l’hermaphrodisme successif est dit protandrique (mâle la première 

année, puis changement de sexe) (Buroker, 1983). La gamétogenèse débute au printemps 

lorsque les conditions environnementales sont favorables. La maturation et l’émission des 

gamètes sont atteintes durant l’été uniquement si un seuil de température dit « température 

critique de ponte » est dépassé. Les gamètes des deux sexes sont expulsés dans l’eau, la 

fécondation est donc externe. Un individu peut émettre plusieurs dizaines de millions de 

gamètes. Le développement passe par une phase larvaire planctonique (Figure 2.C, p14). 

Après la fécondation, le développement embryonnaire a été largement étudié chez l’huître 

creuse (Gerard et al., 1995). Les divisions cellulaires sont rapides et aboutissent à la 

formation d’un embryon de type morula, gastrula, puis trochophore pour donner 24 heures 

après fécondation une larve véligère en forme de D. Lorsque la larve atteint une taille 

d’environ 200µm, elle développe un pied participant à la recherche d’un substrat pour sa 

fixation et porte le nom de larve pédivéligère. Une fois fixée, la larve devient naissain et 

débute sa métamorphose liée à de nombreuses modifications notamment l’apparition du 

manteau et des branchies. A partir de 12 mois, elle est considérée comme juvénile, et après 18 

mois le terme d’adulte est utilisé (Figure 2.C, p14). Elle passera le reste de sa vie fixée au 

substrat sans autre modification qu’une augmentation de taille. Celle-ci atteint une taille 

commerciale dès 40 grammes. 

 

I.2 Production et contexte historique 
 

La répartition géographique naturelle de C. gigas s’étend de l’Asie du Nord Est, à l’Europe 

depuis le Portugal à la Norvège et en Amérique du Nord jusqu’au Sud-Est de l’Alaska. Mais, 

elle est également présente en Afrique, dans la région Australo-Pacifique et en Amérique du 

Sud (Figure 3.A, p17) (FAO). En 2012, la production globale de cette espèce était estimée à 

608 688 de tonnes (Mt) pour une valeur marchande d’environ 1,3 milliards de dollars 

(donnéees FAO, ftp://ftp.fao.org/FI/STAT/summary/a-6.pdf). Cela représente la production la 

plus importante en tonnage devant celles des poissons ou des crustacés. L’huître creuse, C. 

gigas, a été introduite en France à la fin des années 60 et le début des années 70 (Grizel et 

Héral, 1991), consécutivement à la disparition de l’huître portugaise, C. angulata. Ces 

mortalités sont attribuées à des syndromes présumés d’origine virale (virus de type iridovirus) 
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plus connus sous le nom de maladie des branchies et maladie hémocytaire (Comps et al., 

1976) (Figure 3.B, p17). Depuis cette époque, l’huître du Pacifique est l’espèce dominante en 

France qui occupe aujourd’hui le quatrième rang mondial. Cependant, cette production est 

également affectée par des mortalités massives au stade naissain. 

 

 Mortalités massives chez l’huître creuse, II.
Crassostrea gigas 
 

II.1  Mortalités et stades de développement 
 

 Au stade larvaire II.1.A.
 

Au cours de l’été 1991, les mortalités massives associées avec la détection d'un virus de type 

herpès ont été signalées chez des larves d’écloserie française (Nicolas et al., 1992). A la 

même période, Hine et coll. (1992) ont décrit une infection de type herpétique associée à la 

mortalité de larves d’huîtres creuses dans des écloseries en Nouvelle-Zélande. Durant l’été 

1992 et 1993, des mortalités élevées (90-100%) ont été observées parmi les lots de larves C. 

gigas dans plusieurs écloseries françaises. La réduction de l'alimentation et de l’activité de 

nage ont été observées trois à quatre jours après la fécondation. Les premières mortalités 

signalées à partir du sixième jour atteignent 100% de mortalité huit à dix jours après 

fécondation dans la plupart des lots. La présence de particules virales de type herpèsvirus chez 

les larves atteintes a été montrée par microscope électronique à transmission (Renault et al., 

1994b). Des bactéries appartenant au genre Vibrio ont également été observées durant des 

épisodes de mortalités larvaires chez C. gigas au Japon (Vibrio splendidus), en France (V. 

corraliilyticus) et aux Etat-Unis et en Angleterre (V. tubiashii)  (EAFP 2014). 

 

 Aux stades naissain et juvénile II.1.B.
 

Des épisodes de mortalité massive (80 à 90%) ont été signalés sur la côte atlantique française 

au cours de l’été 1993, chez des huîtres âgées de trois à sept mois. Ces mortalités étaient 

associés à de fortes températures de l'eau et à la détection d’un virus de type herpès (Renault 

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



Etat de l’art 

 

20 
 

et al., 1994b). Des observations réalisées en microscopie électronique à transmission ont 

montré la présence de particules virales de type herpès dans les tissus conjonctifs notamment 

les branchies et le manteau d’huîtres moribondes (Renault et al., 1994b). Suite à cette 

première description, des mortalités ont été ensuite rapportées régulièrement en période 

estivale affectant des animaux de moins d’un an (naissain). Le virus détecté lors de ces 

mortalités a été identifié comme étant un herpèsvirus et appelé ostreid herpèsvirus 1 (OsHV-

1) (Davison et al., 2005; Le Deuff et Renault, 1999). Une corrélation a pu être démontrée 

entre la détection d’OsHV-1 par PCR et la mortalité chez le naissain d’huîtres creuses français 

et ce pour des lots analysés entre 1992 et 1997 (Renault et al., 2000b). Par la suite, ce lien de 

causalité (entre les épisodes de mortalité au stade naissain et la détection du virus OsHV-1) a 

également été prouvé au travers d’une surveillance épidémiologique de 1997 à 2006 dans le 

cadre du réseau français Repamo (Réseau de pathologie des mollusques marin : réseau 

national réalisant la surveillance de la santé des mollusques pour le compte du ministère 

chargé de l’agriculture) (Garcia et al., 2011; Renault, 2010; Renault, 2007). Ces mortalités 

affectent également d’autres pays. En Californie, OsHV-1 a été détecté par PCR chez le 

naissain pendant des épisodes de mortalités massives (Burge et al., 2007, 2006; Friedman et 

al., 2005). En 2002, l’île de Jersey comptait un taux élevé de mortalité (environ 90%) (EFSA, 

2010).  

A partir de 2008, le phénomène a pris une ampleur manifeste. L’importance des taux de 

mortalité, la rapidité et la quasi-simultanéité du phénomène sur les côtes françaises ont 

caractérisés ces mortalités. Les mortalités (entre 40 et 100 %), touchent tous les bassins de 

production y compris dans différents États Membres de l’Union Européenne (UE). Le 

naissain et les juvéniles semblent être les stades spécifiquement touchés par ces mortalités. 

L'huître creuse semble être la seule espèce de mollusques affectés par ces mortalités. Très 

vite, la piste infectieuse a été privilégiée, avec l’hypothèse de l’émergence d’une forme 

particulière du virus OsHV-1. Des échantillons provenant de différents États Membres ont été 

prélevés et testés afin de rechercher des agents pathogènes. Les résultats des tests de 

diagnostic en France et des autres États Membres ont indiqué (i) que des bactéries appartenant 

au genre Vibrio sp (V. aesturianus et V. harveyi) étaient également détectées dans les huîtres 

touchées, (ii) qu’il n'y avait pas d’agent pathogène à déclaration obligatoire en cause, (iii) 

qu’OsHV-1 était détecté dans la plupart des échantillons, particulièrement dans les huîtres 

moribondes, et (iv) que des particules virales de type herpèsvirus étaient observées par 

microscopie électronique à transmission dans les huîtres moribondes.  
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De plus, les épisodes de mortalité ont également été associés à la détection d'un génotype 

particulier du virus OsHV-1, appelé µVar (Segarra et al., 2010; Annexe 1, p257). Deux zones 

du génome du variant µVar (régions des ORF 4 et ORF 43) présentent des différences par 

rapport à la forme de référence du virus (n ° d'accession GenBank AY509523, virus purifié à 

partir de larves d’huître creuse collectées en France en 1995), notamment une délétion de 12 

paires de bases dans une zone microsatellite située en amont de l'ORF 4 (Segarra et al., 2010). 

En France, bien que ces deux génotypes (GenBank n ° AY509523 et µVar) aient été détectés 

de manière équivalente en 2008, le variant µVar a été majoritairement détectée les années 

suivantes. Ces résultats soulèvent des questions sur l'émergence et la virulence du génotype 

µVar. En 2010, la détection d'ADN viral du variant µVar a également été signalée en 

l'absence de mortalité, aux Pays-Bas et en Italie chez C. gigas (EFSA, 2010). 

 

 

 Au stade adulte II.1.C.
 

Le terme de « mortalités estivales » a été utilisé initialement pour décrire les mortalités des 

huîtres creuses adultes pendant les mois les plus chauds de l'année. Ces mortalités ont été 

observées dans différentes régions du globe. Elles sont décrites au Japon et aux Etats-Unis 

depuis 1950 et en France depuis le milieu des années 1980 (Beattie et al., 1980; Imai et al., 

1965; Maurer et al., 1986), affectant le Bassin d'Arcachon (Maurer et al., 1986), de Marennes-

Oléron (Bodoy et al., 1990), la Bretagne et la Normandie (Costil et al., 2005; Fleury et al., 

2001; Goulletquer et al., 1998). Ces dernières touchent plus de 30% de la production d’huître 

creuse, principalement les huîtres dont les gonades sont en maturation ou matures. 

L’augmentation de la température induit la prolifération et la sur-maturation des gonades. Le 

stress physiologique lié à cette maturation peut être associé à des événements de mortalité, 

mais d'autres facteurs sont probablement impliqués. Cependant, la cause de ces mortalités 

estivales chez C. gigas reste incertaine. En France, V. aesturianus et V. splendidus ont été 

rapportés au cours d’épisodes de mortalités chez l’adulte C. gigas (Garnier et al., 2007). Des 

études suggèrent une étiologie complexe (Dégremont et al., 2005; Samain et al., 2007; 

Soletchnik et al., 2007) et une cause multifactorielle. Le projet MOREST (Samain and 

McCombie, 2008), a conduit à l'élaboration d'un modèle d'interaction pour expliquer et 

identifier les facteurs de risque liés aux mortalités estivales. Les facteurs identifiés 

correspondaient à : (i) la température (au-dessus de 19 °C), (ii) au développement gonadique 
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(près de la ponte et le ratio gonadique/somatique élevé), (iii) la prédisposition génétique et 

(iv) au stress (incluant certains agents pathogènes tels que Vibrio spp, stress chimique ou 

thermique, changement de salinité).  

Contrairement aux autres stades de développement, aucune mortalité associée avec la 

détection du virus OsHV-1 n’a été rapportée sur le terrain au stade adulte. 

 

 

II.2 Facteurs de risque 
 

Concernant les épisodes de mortalité massive d’huîtres creuses, les facteurs de risque sont 

multiples : changements climatiques, variations de la température, de la salinité, de la quantité 

d’O2 dissous, de la turbidité, compétition pour l’espace, nourriture, base génétique, pratiques 

d’élevage en aquaculture (transport, manutention, surexploitation), perturbations de l’habitat, 

pollution ou encore maladies  infectieuses. 

 

 Les risques liées à l’environnement II.2.A.
 

Si les facteurs liés à l’environnement sont multiples, deux d’entre eux, la température et les 

apports d’eau douce, ont été choisi ici du fait de leur importance et de la littérature existante. 

Le projet RISCO (2010-2013) mené en partenariat entre secteur professionnel (CRC-Bretagne 

Sud, CER-France-56) et organismes de recherche (Ifremer, Université de Bretagne Sud, 

Université de Nantes), a permis d’étudier les risques conchylicoles en baie de Quiberon. Les 

objectifs étaient d’identifier les facteurs responsables de ces mortalités, d’analyser les 

mécanismes en jeu (rôle des facteurs naturels et anthropiques, processus, conditions 

favorisantes…), d’évaluer les conséquences socio-économiques (incluant les outils de 

couverture du risque) et de proposer des pratiques individuelles et des mesures collectives 

visant à mieux gérer et contrôler ces risques. 

 

 

 

 

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



Etat de l’art 

 

23 
 

II.2.A.a. Température 

 

L’huître creuse est une espèce connue pour son excellente tolérance vis-à-vis des variations 

thermiques. Cependant, il apparaît que le facteur température peut engendrer des 

modifications au niveau physiologique de cette espèce, notamment en termes de 

gamétogenèse (Chavez-Villalba et al., 2003). L’augmentation de la température favorise le 

développement des gonades, demandant à l’huître un besoin énergétique considérable et une 

consommation en oxygène plus importante. Or, la solubilité de ce gaz dans l’eau de mer 

diminue avec l’augmentation de la température, augmentant les risques d’hypoxie 

métabolique. L’un des résultats obtenu durant le projet RISCO montre que l’année 2006 se 

distinguait par des conditions météorologiques exceptionnelles (été et automne anormalement 

chauds et peu ventés). Les modèles hydrodynamiques (validés par des mesures physico-

chimiques) ont montré que ces conditions ont pu générer des stratifications thermiques 

importantes à l’origine d’hypoxie, notamment dans la partie profonde et envasée de la baie de 

Quiberon. 

De plus, des études ont rapporté que l’augmentation de température influence la 

multiplication des agents pathogènes (Johansson et al., 2002). L’élévation de la température 

favorise également les infections à OsHV-1 (Le Deuff et al., 1996), très souvent détectées lors 

des phénomènes de mortalité massive (Garcia et al., 2011; Renault et al., 1994b). 

 

II.2.A.b. Pluviométrie et substances toxiques 

 

Des études ont montrés que les taux de mortalité et de pluviométrie étaient fortement corrélés 

(Costil et al., 2005). En effet, l’intensité des précipitations sur le bassin versant, les débits de 

rivières et la salinité peuvent être des facteurs modifiant les écosystèmes des zones 

ostréicoles. De plus, ces apports d’eau douce, peuvent drainer des polluants, tels que les 

herbicides qui interfèrent sur la qualité de l’environnement nutritionnel, contribuant ainsi 

fragiliser l’équilibre physiologique de l’huître (Stachowski-Haberkorn, 2008). Une toxicité de 

l’eau de mer d’origine terrigène a par ailleurs été mise en évidence par les tests de mortalité 

embryo-larvaire au cours des années 2011 et 2012 (RISCO).  
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1µm 

A.  Lésions causées par le parasite Mikrocytos mackini au niveau du muscle adducteur de 
C. gigas 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. Lésions causées par la bactérie Nocardia crassostreae au niveau du muscle adducteur 
et du corps de C. gigas 

 

 

 

 

 

 

      Bower and McGladdery, 2003 

 

C. Cellules infectées contenant des particules virales de type iridovirus chez C. gigas 
(MET). 

 

 

 

 

 

 

      Renault, 2006 

 

Figure 4 : Exemple de trois agents pathogènes pour l’huître creuse, Crassostrea gigas 

  

Fisheries and Oceans Canada 
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 Rôle des agents infectieux II.2.B.
 

II.2.B.a. Parasites protozoaires 

 

Plusieurs parasites protozoaires ont été décrits chez les huîtres creuses.  

Mikrocytos mackini, responsable de la maladie de l’île de Denman a été signalée pour la 

première fois au Canada (Farley et al., 1988) (Figure 4.A, p24). La maladie caractérisée par 

des lésions focales sur le manteau peut induire des mortalités.  

Un autre parasite unicellulaire, Perkinsus marinus, a été signalé infectant l'huître creuse du 

Pacifique sur la côte Est des Etats-Unis. Perkinsus marinus est un agent pathogène classé par 

l'Organisation mondiale de la santé animale (OMSA) (OIE, 2013) et l'UE (Directive 

2006/88/CE). C. gigas est cependant moins touchée par les mortalités liées à ce parasite que 

cette C. virginica.  

Le parasite, Haplosporidium nelsoni, a d'abord été décrit chez C. gigas sur la côte Est des 

Etats-Unis (Haskin et Andrews, 1988) puis en France (Renault et al., 2000c), en Corée et au 

Japon (Kamaishi et Yoshinaga, 2002). Cependant, C. gigas apparaît moins sensible à H. 

nelsoni en comparaison à d’autres espèces subissant des mortalités massives notamment sur la 

côte Est des Etats-Unis.  

Le parasite Marteiloides chungmuensis infectant les ovocytes d’huîtres du Pacifique a été 

détecté dans différentes régions d'Asie (Comps et al., 1986; Itoh et al., 2003). Ce parasite 

n'est pas associé à des mortalités massives, mais peut être lié à des problèmes de recrutement. 

 

II.2.B.b. Bactéries 

 

Les maladies bactériennes ont été largement documentées pour les stades larvaires de 

différentes espèces de bivalves (Lauckner, 1983; Sindermann, 1990). Des bactéries 

appartenant au genre Vibrio ont été signalées en association avec de fort taux de mortalité 

chez les larves d'huîtres (Kaspar et Tamplin, 1993; Lambert et al., 1998; Paillard et al., 2004). 

Ces bactéries ont également été rapportées durant des épisodes de mortalité chez les huîtres 

adultes et juvéniles (Gay et al., 2004; Lacoste et al., 2001). Les vibrions sont omniprésents 
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dans les écosystèmes aquatiques. Il s’agit de bactéries thermo-dépendantes qui possèdent la 

capacité d’entrer en état de dormance. Bien que certaines espèces de Vibrio améliorent les 

taux de croissance des mollusques, d'autres espèces de Vibrio sont des agents pathogènes. 

Vibrio splendidus et V. aestuarianus ont été isolés à partir d’huîtres creuses pendant des 

épisodes de mortalités estivales en France (Garnier et al., 2008, 2007; Lacoste et al., 2001; Le 

Roux et al., 2002). En France, une étude réalisée sur quatre ans (2003-2007) chez C. gigas, a 

permis d’identifier les bactéries les plus abondantes isolées lors de 92 épisodes de mortalité. 

Ce travail a confirmé la forte présence de V. splendidus et V. aestuarianus, et a permis 

l'identification de souches de V. harveyi particulièrement en 2007 (Saulnier et al., 2009). 

Enfin, V. tubiashii a été rapporté en Angleterre et aux Etats-Unis lors d’épisodes de mortalité 

d'huîtres de moins d’un an (Elston et al., 2008; Jeffries, 1982). Plus récemment, V. tubiashii a 

été observé en France dans une écloserie (Travers et al., 2014). Des mortalités sans précèdent 

ont été décrites chez des huîtres adultes en 2012 et 2013 impliquant V. aestuarianus (Travers 

et al., comm. pers.). 

Nocardia crassostreae, actinomycète à Gram-positif, a été signalé depuis la fin des années 

1940 au Japon et la côte ouest de l'Amérique du Nord, en association avec des mortalités 

observées chez C. gigas dans le milieu naturel (Beattie et al., 1988; Bower et al., 2005; 

Friedman et al., 1991; Numachi et al., 1965) (Figure 4.B, p24).  

 

II.2.B.c. Virus  

 

L'absence de lignées cellulaires de mollusques marins rend impossible le diagnostic viral basé 

sur la recherche d’effets cyto-pathogènes in vitro. Différents virus ont été cependant signalés 

chez l'huître creuse, C. gigas. Un virus de type iridovirus a été décrit pour la première fois 

infectant les huîtres creuses françaises (Bonami, 1977; Comps et Bonami, 1977) (Figure 4.C, 

p24). À la fin des années 1970 et au début des années 1980, les mortalités élevées de larves 

d'huîtres creuses ont été signalées dans des écloseries commerciales de l’État de Washington 

aux États-Unis avec la détection d'un virus de type iridovirus (Elston, 1979; Elston et 

Wilkinson, 1985).  

Un virus morphologiquement semblable aux membres de la famille Herpesviridae a été décrit 

par Farley et coll. (1972) chez C. virginica. Par la suite, ce même type de virus a été décrit 
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chez des huîtres creuses, C. gigas, dans différents pays, en France (Arzul et al., 2001b; Le 

Deuff et al., 1994; Nicolas et al., 1992; Renault et al., 1994a, 1994b) en Nouvelle-Zélande 

(Hine et al., 1992), aux Etats-Unis (Friedman et al., 2005) et au Mexique (Vásquez-Yeomans 

et al., 2010). Ces virus de type herpèsvirus étaient généralement associés à de forts taux de 

mortalité chez cette espèce. Le virus infectant les larves d'huîtres a été classé en tant que 

membre de la famille Herpesviridae, sous le nom d’Ostreid herpèsvirus 1 (OsHV-1) 

(Davison, 2002; Davison et al., 2005; Minson et al., 2000). 

Des néoplasies touchant les cellules circulantes chez les bivalves sont encore aujourd'hui 

d'étiologie incertaine. Cependant, l'implication de rétrovirus dans le processus a été suspectée. 

Chez les coquillages, d'autres virus ont été décrits et interprétés comme appartenant aux 

Papovaviridae (Garcia et al., 2006), Togaviridae, Reoviridae, Birnaviridae et aux 

Picornaviridae  (Renault et Novoa, 2004). 

 

II.3 Moyens de lutte contre les maladies infectieuses 

 

Vivant en milieu ouvert, les huîtres sont directement exposées à un large panel d'agents 

pathogènes. Elles possèdent uniquement un système immunitaire inné pour lutter contre les 

maladies (Gestal et al., 2008; Roch, 1999). Ainsi, la vaccination au sens conventionnel du 

terme ne peut pas être utilisée pour les protéger contre les agents pathogènes. De plus, le 

comportement des huîtres malades/infectées est généralement très difficile à observer du fait 

de la présence de la coquille et de leur élevage sur estran limitant le contrôle quotidien de leur 

état de santé. Enfin, de nombreux transferts de différentes espèces de mollusques entre les 

zones de production sont réalisés (Anderson et al., 2004; Calvo et al., 2001; Goulletquer et 

Héral, 1997; Grizel et Héral, 1991). Or, les transferts d'animaux peuvent avoir un impact 

positif sur le développement du secteur de l'aquaculture des mollusques (Goulletquer et Héral, 

1997; Grizel et Héral, 1991), ils peuvent également être une menace majeure en termes de 

transferts d’agents pathogènes. Des efforts ont déjà été accomplis afin d’améliorer la gestion 

des maladies infectieuses, mais ils doivent être poursuivis.  

La variabilité génétique semble être un déterminant majeur de la sensibilité à un agent 

infectieux (Huvet et al., 2004). La sélection génétique basée sur la survie, a permis d'obtenir 

des familles plus ou moins impactées par les mortalités massives survenant sur l’estran 
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(Dégremont et al., 2010; Enriquez-Diaz et al., 2003; Farley et al., 1998; Nell et al., 2000; Nell 

et Perkins, 2006). Les écloseries conchylicoles (conditions de culture contrôlées) apparaissent 

comme les structures les plus adaptées pour fournir ces animaux. Elles peuvent contribuer au 

développement d’un commerce international de gamètes de bivalves et de larves, permettant 

la distribution de semences améliorées au travers de programmes de sélection. En outre, la 

disponibilité de tests efficaces pour la détection d’agents pathogènes peut faciliter le dépistage 

chez les animaux avant les transactions commerciales et constituer une garantie de qualité 

pour les ostréiculteurs.  

Différentes approches (UV, ozonation, chloration, …) existent afin de réduire la présence 

d’agents pathogènes dans l'eau. En particulier, en Europe, les écloseries de mollusques 

utilisent les UV pour traiter l'eau à l'entrée des installations.  

 

En raison de l’impossibilité d’utiliser la vaccination pour des animaux invertébrés 

essentiellement élevés dans le milieu extérieur, les moyens de lutte contre l’infection virale à 

OsHV-1 sont limités et reposent essentiellement sur (1) la surveillance des stocks et des 

transferts afin de limiter la propagation de l’agent infectieux, (2) sur l’amélioration génétique 

pour l’obtention d'animaux présentant de meilleurs taux de survie et une meilleure résistance 

à l’infection, (3) la mise en œuvre de techniques d’élevage adaptées, (4) une meilleure 

compréhension des interactions complexes entre animal, virus et environnement et (5) des 

approches novatrices permettant de stimuler les capacités de défense des huîtres. 
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Tableau I: Récapitulatif des différentes caractéristiques des herpèsvirus humains et de l'huître creuse 

 

 

 

Hôte Désignation Nom/usuel Genre Famille
Sous/famille/

ou/famille

Taille/du/

génome/

(kpb)

groupes/

génomiques

Durée/

du/cycle
Tropisme/cellulaire Siège/de/la/latence

G+C/

(%)

date/

decouvert

HHV#1
Herpes&&virus&simplex&1&

(HSV11)
Simplexvirus Alpha3(α) 152 E court

Cellules3cutanéo#

muqueuses,3neurones
Ganglion3de3Gasser 67 1919

HHV#2
Herpes&&virus&simplex&2&

(HSV12)
Simplexvirus Alpha3(α) 154 E court

Cellules3cutanéo#

muqueuses,3neurones
Ganglions3sacrés 69 1968

HHV#3
Virus&Varcella1Zoster&

(VZV)
Varicellovirus Alpha3(α) 125 D court

Cellules3cutanéo#

muqueuses,3neurones,3

cellules3sanguines

Ganglions3

rachidiens3

Ganglions3des3

paires3crâniennes

46 1953

HHV#4
Virus&d'Epstein&Barr&

(EBV)
Lymphocryptovirus Gamma3(γ) 172 C variable

Cellules3épithéliales,3

lymphocytes3B,3neurones
Lymphocytes3B 60 1964

HHV#5
Cytomégalovirus&

Humain&(HCMV)
Cytomégalovirus Bêta3(β) 229 E long

Cellules3épithéliales,3cellules3

CD34,3leucocytes,3cellules3

endothéliales

Cellules3

hematopoetiques
57 1956

HHV#63A Roséolovirus Roséolovirus Bêta3(β) 159 A long

Lymphocytes3T,3monocytes,3

cellules3épithéliales3et3

nerveuses

Monocytes 43 1986

HHV#63B Roséolovirus Roséolovirus Bêta3(β) 162 A long

Lymphocytes3T,3monocytes,3

cellules3épithéliales3et3

nerveuses

Monocytes 43 1988

HHV#7 Roséolovirus Bêta3(β) 145 A long
Lymphocytes3T4,3cellules3

épithéliales
CD4+ 40 1990

HHV#8
Virus3du3Sarcome&de&

Kaposi&(KSHV)
Rhadinovirus Gamma3(γ) 165 B variable

Cellules3épithéliales,3

lymphocytes3B,3neurones
Lymphocytes3B 54 1994

Huître OsHV#1
Virus3de3l'huître3creuse,3

Ostreid&herpesvirus&1
Malacoherpesviridae / 207 E ? ? ? 39 1972

Humain Herpesviridae
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Figure 5: Structure d’une particule de type herpèsvirus 

 

 

 

 

 

Figure 6: Reconstruction microscopique par cry-electron de la capside du virus OsHV-

1. (a) surface extérieure, (b) surface intérieure et (c) coupe centrale. Les flèches 
représentent les triplex reliant les sous-unités protéomiques. Barre, 50nm (Davison et al., 
2005).  
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 OsHV-1 : un membre de la grande famille des III.
herpèsvirus 
 

III.1 Structure 

 

Comme les herpèsvirus de vertébrés, OsHV-1 comporte un nucléoïde (ADN), une capside, un 

tégument et une enveloppe (Figure 5, p30). Chez les herpèsvirus, une capside virale mature 

comprend une couche externe formée de pentons, qui sont des sous-unités de la protéine 

majeure de la capside. La capside virale est également formée des hexons intégrant différentes 

protéines (par e 

xemple, VP5 et VP23 chez HSV-1 (Newcomb et al., 1996, 1993). Ces sous-unités sont reliées 

entre elles par un triplex formé par des protéines mineures de la capside. Chez HSV-1, deux 

gènes non structuraux (UL26 et UL26.5), codant chacun deux protéines, sont impliquées dans 

la formation de la capside. La formation complète de la capside ne nécessite aucune 

composante cellulaire et peut se réaliser in vitro en utilisant seulement les protéines virales 

requises (Newcomb et al., 1999).  

La capside d’OsHV-1 de symétrie icosaédrique est similaire à celle d’HSV-1, elle est 

constituée de 162 capsomères, 150 hexons et 12 pentons (Davison et al., 2005) (Figure 6, 

p30). Son treillis géométrique en surface est observé uniquement chez les herpèsvirus. Le 

diamètre de sa capside a été estimé inférieur à celle d’HSV-1, 116 nm contre 125 nm 

(Davison et al., 2005). Le tégument est souvent réparti de façon asymétrique autour de la 

capside et sa taille peut varier en fonction de la localisation du virus dans la cellule (Renault 

et al., 1994a). L’enveloppe entourant la capside et le tégument consiste en une membrane 

lipidique (Roizman et Batterson, 1985). Cette enveloppe d’origine cellulaire, comporte un 

nombre variable de protéine de structure allant de 15 à 35 selon les herpèsvirus (Strnad et 

Aurelian, 1976). Certaines de ces protéines sont glycosylées et impliquées dans l’attachement 

et la pénétration du virus dans la cellule hôte.  
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Figure 7: Organisation génomique des Herpesviridae par (Roizman et Pellett, 2001). 

Les régions uniques sont représentées par des lignes horizontales et les régions répétées par 
des rectangles. Les flèches montrent le sens des séquences. « a » indique des régions 
terminales répétées et « a’ » correspond à la région « a » inversée. 

 

 

III.2 Génome  

 

La présence des séquences répétées chez les herpèsvirus a conduit à la définition de six 

classes génomiques différentes, désignées par les lettres de « A à F » et indépendamment des 

sous familles virales (Roizman et Pellett, 2001) (Figure 7, p32). 

• Classe A : un seul groupe de séquences répétées dans la partie terminale de la 

molécule d’ADN, disposées dans la même orientation. Cette organisation est présente 

dans le génome du virus du poisson chat (Channel Catfish Virus). 

• Classe B : nombreuses répétitions d’un groupe de séquences présentes aux deux 

extrémités terminales orientées dans la même direction (herpèsvirus des singes 

saïmiris et atèles) 
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• Classe C : nombreuses répétitions du même groupe de séquences dans les deux 

extrémités orientées de la même manière avec une répétition en tandem des différentes 

séquences situées à l’intérieur du brin de la molécule d’ADN (virus d’Epstein Barr, 

EBV) 

• Classe D : un seul groupe de séquences terminales, répétitives à l’intérieur, encadrée 

d’un sous-groupe de séquences terminales répétitives aux deux extrémités et orienté 

de la même manière (virus de la varicelle, VZV) 

• Classe E : un seul groupe de séquences terminales aux deux extrémités, répétées et 

inversées à l’intérieur et un sous-groupe de séquences terminales répétées aux deux 

extrémités et orientées dans le même sens (herpèsvirus simplex 1 et 2 (HSV-1, HSV-

2) et cytomégalovirus (HCMV)) 

• Classe F : des itérations de séquences au sein des génomes de classe F n'ont pas été 

décrites. Cette classe est représentée par un membre des β-herpèsvirus, retrouvé chez 

le tupaïa (mammifère qui ressemble à des écureils) (THV) 

 

  

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



Etat de l’art 

 

34 
 

Figure 8: Structure du génome et distribution des gènes viraux d’OsHV-1. Les numéros 
représentent les ORFs et les flèches l’orientation des séquences. Les régions répétées et inversées sont 
représentées dans un format plus épais. Les crochets autour de certains ORFs indiquent ceux dont la 
région codante est fragmentée (modifié d’après Davison et al.., 2005). 
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Le virus OsHV-1 a été purifié à partir des larves de C. gigas infectées (Le Deuff et Renault, 

1999). Ainsi, le séquençage complet du virus a pu être réalisé (GenBank AY509253) 

(Davison et al., 2005). L’organisation du genome viral est très proche de la classe E. Le 

génome est constitué de deux régions uniques non répétées : une région longue (UL : unique 

long, 167 843 pb) et une région courte (US : unique short, 3 370 pb). Ces deux régions sont 

flanquées de séquences répétées inversées : TRL/IRL (7 584 pb) et TRS/IRS (9 774 pb). 

Enfin, la séquence nommé X (1 510 pb) est une région unique retrouvée entre les séquences 

IRL et IRS. Ainsi, le génome peut être représenté sous la forme suivant et: TRL–UL–IRL-X–

IRS–US–TRS (Figure 8, p34).  

 

Le génome des herpèsvirus présente une taille variable entre 125 et 245 kpb dont la 

composition en G+C est comprise entre 32 et 74 % (Honess, 1984). Le nombre de cadres de 

lecture ouverts (ORFs) est une caractéristique de chaque virus et varie d'environ 68 pour VZV 

à plus de 200 pour HCMV. La taille du génome d’OsHV-1 est relativement grande, 207 439 

pb (contre 152 kpb pour HSV-1) pour 124 ORFs (Figure 8, p34) (Davison et al., 2005). 

Cependant, 12 de ces séquences (cinq localisées dans la région TLR/IRL et sept dans la 

région IRS/TRS) sont répétées inversées, portant à 136 le nombre d’ORFs présent dans le 

génome (Figure 8, p34). Ce chiffre inclut huit gènes fragmentés et comptés une seule fois. 

Aucune indication d’épissage n’a été identifiée à partir de l’analyse du génome. Par ailleurs, 

des cadres de lecture chevauchant sont observés dans la région UL : les ORFs 28-29, ORFs 

37-38, ORFs 56-57, ORFs 71-72, ORFs 81-82, ORFs 92-93. 
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Figure 9: Représentation schématique de la répartition des 124 ORFs du virus OsHV-1 

selon 5 groupes 

 

D’après les données de séquençage (Davison et al., 2005), des groupes d’ORFs ont pu être 

identifiés en tenant compte de leur motif ou fonction prédite (Figure 9, p36):  

- 12 gènes codant pour des enzymes regroupant des ATPase (ORF109), hélicases 

(ORF7, ORF49, ORF67, ORF115), primase (ORF24), DNA polymérase (ORF100), 

DUTpases (ORF27, ORF34, ORF75), ribonucleotide réductase (ORF20, ORF51). 

- 18 gènes codant des protéines membranaires (ORF16, ORF25, ORF 32, ORF36, 

ORF41, ORF54, ORF57, ORF59, ORF63, ORF65, ORF68, ORF72, ORF77, ORF80, 

ORF84, ORF88, ORF103, ORF111) 

- Neuf gènes possédant des motifs RING-finger (ORF9, ORF38, ORF53, ORF96, 

ORF97, ORF117, ORF118, ORF121, ORF124). Les protéines possédant ces motifs à 

doigt de zinc sont impliquées dans la transcription. 

- Quatre gènes codant pour des inhibiteurs d’apoptose ayant le motif Baculovirus 

Inhibitor of apoptosis Repeat (BIR) (ORF42, ORF87, ORF99, ORF106) 

- 81 gènes codant pour des protéines de fonctions inconnues, ce qui représente 65,3 % 

du génome total. 
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III.3 Classification 

 

 
Figure 10: Dendrogramme concaténé à partir de la séquence d’ADN polymérase de 34 

herpèsvirus (modifié d’après Savin et al., 2010).  
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OsHV-1 fait partie de l’ordre Herpesvirales, mais n’appartient pas à la famille Herpesviridae. 

Cette famille a pu être organisée en trois sous familles dans lequel figurent les Alpha (α), Beta 

(β) Gammaherpesvirinae (γ).  

En effet, les protéines codées par OsHV-1 ne présentent que très peu d’homologies avec 

celles d’autres herpèsvirus de vertébrés à l’exception de l’ORF109 codant pour la sous unité 

ATPase de la terminase. La terminase intervient dans l’empaquetage de l’ADN viral dans la 

capside et est retrouvée chez tous les herpèsvirus connus (Davison, 2002; Davison et al., 

2005). La présence de ce gène laisse suspecter une origine commune entre OsHV-1 et les 

autres herpèsvirus. Cependant, l’hypothèse d’une évolution convergente peut être aussi 

avancée dans la mesure où un gène comparable a également été décrit chez les bactériophages 

T4 (Mitchell et al., 2002). 

 

Néanmoins, d’autres éléments laissent également penser qu’OsHV-1 est un membre de la 

grande famille des herpèsvirus. Comme décrit précédemment, sa structure icosaédrique et la 

structure de ses capsides, la présence d’une enveloppe, l’ADN double brin linéaire ou encore 

l’organisation de son génome supportent ce fait. 

OsHV-1 a donc été classé comme étant le premier membre de la nouvelle famille 

Malacoherpesviridae au sein de l’ordre Herpesvirales (Davison et al., 2009, 2005) (Figure 

10, p37). Plus récemment, un autre membre a été classé parmi les Malacoherpesviridae, le 

virus de l’ormeau (Abalone Herpesvirus 1, AbHV-1) dont les caractéristiques semblent 

proches de celles d’OsHV-1 (Savin et al., 2010). Savin et al. (2010) ont proposé la création 

d’un nouveau genre appelé Haliotivirus. Enfin, l’herpèsvirus du pétoncle chinois, Chlamys 

farreri, ou « Acute Viral Necrosis Virus » (AVNV) a été rattaché à l’ordre Herpesvirales. 

Deux études récentes suggèrent qu’AVNV serait un variant d’OsHV-1 (Renault et al., 2012; 

Ren et al., 2013). 

 

L’étude phylogénétique de Savin et al. (2010) souligne la nature unique du virus associé à 

amphioxus (Branchiostoma floridae), un invertébré marin (chordé) vermiforme. Ces auteurs 

propose d’appeler ce virus, Branchiostomid herpèsvirus 1 et de le classer parmi une nouvelle 

famille appelée Aspondyloherpesviridae.  
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III.4 Le virus et son hôte 
 

 Cycle de réplication III.4.A.
 

 

Figure 11: Cycle de réplication hypothétique d'OsHV-1 (Renault et Segarra in prép.). 

(1) adsorption du virus par cellule cible et (2) fusion avec la glycoprotéine membrane. (3) 
perte d'une grande partie du tégument. (4) nucléocapsides transportées  par les microtubules 
(MT) vers le pore nucléaire, (5) ADN viral libéré et transcrit dans le noyau (N) puis 
réplication de l'ADN viral. (6) Assemblage de la capside. (7) conditionnement de l'ADN 
viral et (8) entrée de l’ADN viral dans la capside. (9) la nucléocapside fusionne avec la 
membrane nucléaire interne. (10) la nucléocapside atteint ensuite la membrane nucléaire 
extérieure  puis (11) est libérée dans le cytoplasme. (12) la capside «nue» acquière son 
enveloppe finale au niveau du réseau trans-golgien (RTG) formant une vesicule. (13) les 
virions matures entrent dans la vésicule pour être transportés vers la membrane cellulaire 
qui sera ensuite (14) libérée par exocytose. 

 

 

L’absence de lignées cellulaires provenant de bivalves marins ainsi que l’impossibilité 

d’infecter des lignées cellulaires hétérologues avec OsHV-1, ne permettent pas actuellement 

d’étudier et d’observer le cycle de réplication du virus in vitro (Deniau, 2000; Deuff et al., 

1994). Cependant, la microscopie électronique à transmission (MET) a permis d’acquérir 

suffisamment de données en ultrastructure chez des animaux infectés pour proposer un 

schéma de réplication proche de celui des autres herpèsvirus (Figure 11, p39).  
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III.4.A.a. Entrée du virus dans la cellule 

 

L’attachement spécifique du virus sur des récepteurs cellulaires (étape de reconnaissance) est 

l’étape initiale de l’infection (Figure 11(1), p39). A ce jour, le mécanisme d’entrée d’OsHV-1 

reste inconnu. Le virus HCMV montre une affinité marquée au travers des molécules gM/gN 

et gB de son enveloppe vis à-vis de récepteurs cellulaires tels que le sulfate d’héparane 

(HSPG) (Figure 12, p41). De récents travaux suggèrent l’implication de protéines de type 

glypican (Renault et al., 2011; Segarra et al., 2014b) et intégrine (Jouaux et al., 2013) dans la 

reconnaissance d’OsHV-1 par les cellules d’huîtres creuses. 

Les glycoprotéines situées à la surface de l’enveloppe virale jouent un rôle déterminant dans 

la pénétration du virus. Onze glycoprotéines d’enveloppe ont été identifiées chez HSV-1. 

Pour l’attachement du virus HCMV, il n’existe pas de récepteur cellulaire spécifique. En 

effet, les glycoprotéines d’enveloppe interagissant avec de très nombreuses protéines 

cellulaires, il est difficile de définir un récepteur type. Cependant, le principal récepteur décrit 

est le récepteur de l’Epithélial Growth Factor (EGF-R).  

De manière générale, le tropisme de chaque virus (Tableau I, p29) est défini en fonction de la 

présence d’un ou plusieurs récepteurs cellulaires. L’adsorption du virus à la surface cellulaire 

est suivie par la fusion des membranes virale et cellulaire (Figure 11(2), p39).  
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Figure 12: Schéma d'entrée du HCMV dans une cellule (Compton, 2004) 

 

 

Cette étape est le fruit d’une série d’interactions entre le virus et la future cellule hôte, la 

fixation aux Toll Like Receptors (TLR) activerait ainsi la réponse immunitaire innée 

(Compton, 2004) (Figure 12, p41). Immédiatement après l’entrée du virus, les protéines 

structurales de la capside sont dégradées. Les nucléoïdes sont ainsi libérés dans le cytoplasme 

et acheminés jusqu’aux pores de la membrane nucléaire, via le cytosquelette (Figure 11(3), 

p39). Chez C. gigas, la tubuline pourrait être impliquée dans ce transport (Jouaux et al., 

2013). 
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III.4.A.b. Synthèses virales 

 

Figure 13: Expression des gènes très précoces (α), précoces (β), et tardifs (γ) chez le 

virus Herpès Simplex (d’apres Roizman et Knipe, 2001). 

 

Chez les herpèsvirus, la transcription des gènes viraux s’effectue en trois phases coordonnées: 

la phase précoce-immédiate (ou très précoce), la phase précoce et la phase tardive (Figure 13, 

p42) (Jenkins et Turner, 1996). Ces trois phases n’ont jamais été étudiées ou décrites chez 

OsHV-1. 

 

! Une phase très précoce IE (Immediate Early) 

Dans cette phase, les protéines α régulant les transcriptions virales ultérieures (gènes E) sont 

produites (Honess et Roizman, 1974). Dans le cas d’HSV-1, la synthèse de ces protéines 

atteint son maximum en deux à quatre heures après le début de l’infection, puis décroît. La 

transcription de ces gènes ne requiert pas de synthèses protéiques de novo.  
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! Une phase précoce E (Early)  

Cette phase va aboutir à la production de protéines β1 et β2 s’effectuant au maximum cinq à 

sept heures post infection chez HSV-1. Elles sont impliquées dans divers aspects de la 

synthèse de l'ADN (Jenkins et Turner, 1996). Par exemple, l’ADN polymérase virale, des 

hélicase, des ribonucléases réductases ou des kinases se trouvent parmi ces protéines β.  

Les Herpesviridae produisent des thymidine kinases et la ribonucléotide réductase afin de 

faciliter la réplication de leur propre ADN. La thymidine kinase et la ribonucléotide réductase 

permettent la production de désoxynucléotide tri-phosphate (dNTP), substrats pour la 

synthèse de l’ADN. Les protéines β sont impliquées dans la régulation de l'expression des 

gènes viraux. Elles diminuent l'expression des gènes α et elles sont nécessaires pour 

l'expression des gènes γ.  

 

! Une phase tardive L (Late) 

C’est au cours de cette phase impliquant des gènes γ1 et γ2 que le génome viral est dupliqué 

et les protéines structurales exprimées. En effet, les protéines γ sont pour la plupart, des 

protéines de structure. Ces gènes sont les derniers exprimés durant le cycle lytique du virus. 

L’expression des gènes γ1 est indépendante de l’ADN viral alors que celle des gènes γ2 est 

liée à une multiplication préalable de cet ADN. Les transcrits des gènes γ1 sont exprimés de 

manière fugace et suivant une régulation de transcription proche de gènes β2. La transcription 

des gènes γ2 est quant à elle totalement impossible en cas d’inhibition de la synthèse d’ADN 

viral. 

Les gènes α, β, et γ sont dispersés dans l’ensemble du génome viral, il n'y a donc pas 

d'organisation apparente du génome en blocs de transcription précoce ou tardive.  

 

III.4.A.c. Réplication de l’ADN viral et formation de nucléocapsides 

 

L’ADN viral, initialement de forme linéaire, se circularise dans le noyau de la cellule hôte 

grâce à la fusion des extrémités du génome (Figure 11(4 et 5), p39). La synthèse de l’ADN 

viral est alors initiée à partir d’un ou plusieurs points. La durée du cycle de réplication dépend 

de chaque herpèsvirus. Dans le cas d’une infection active, des particule virales du HCMV de 
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nouvelle génération sont généralement détectées 72 h post infection (Black et al., 1989). La 

synthèse de l’ADN viral est relativement précoce, puisque chez HSV-1, elle est détectable dès 

trois heures et se produit jusqu’à 12 heures post-infection (Leon et al., 1977). Cette 

réplication a lieu dans le noyau selon le mécanisme du cycle roulant (Ben-Porat et 

Tokazewski, 1977; Jacob et Roizman, 1977). Les capsides sont assemblées dans le noyau 

(Figure 11(6), p39) et l’ADN viral entrée dans la capside, formant une nouvelle 

nucléocapside (Figure 11(7 et 8), p39). Après attachement à la membrane interne du noyau, 

les nucléocapsides acquièrent le tégument (Figure 11(9 et 10), p39) (Rémillard-Labrosse, 

2010) et s’accumulent dans l’espace péri-nucléaire.  

Chez C. gigas, des L-particules (light particles) correspondant à des particules sphériques 

d’un diamètre compris entre 63 et 76 nm, ont également été observées par MET dans l’espace 

péri-nucléaire et dans les vésicules cytoplasmiques chez des huîtres infectées par le virus 

OsHV-1 (Schikorski et al., 2011b). Bien que de telles particules aient été décrites chez HSV-1 

et HSV-2 (Dargan and Subak-Sharpe, 1997), leur rôle exact reste encore incertain.  

 

III.4.A.d. Enveloppe virale et libération de la particule 

 

La nucléocapside est ensuite libérée dans le cytoplasme (Figure 11(11), p39) et acquière son 

enveloppe finale. L’enveloppement des particules virales est expliqué selon deux modèles. Le 

premier définit cette étape au niveau du noyau et le second au niveau du réseau trans-golgien 

(Figure 11(12 et 13), p39) (Stackpole, 1969). La nouvelle particule virale mature peut alors 

être libérée par exocytose (Figure 11(14), p39). 
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 Persistance/Latence et Réactivation III.4.B.
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Schéma du cycle viral des Herpesviridae (d'après Renault et al., 1997) 

 

La latence est une propriété commune à l’ensemble des herpèsvirus (Figure 14, p45). Elle 

leur permet de persister pendant toute la vie de l’hôte après infection primaire ou secondaire 

(Roizman et Baines, 1991). On définit la latence comme une persistance silencieuse du virus 

dans l'organisme (absence de cycle viral lytique et expression d’un nombre réduit de gènes 

viraux) et non décelable par les méthodes virologiques classiques. Le génome viral se 

retrouve alors soit sous forme circulaire dans le noyau des cellules, soit intégré dans le 

génome cellulaire (Garcia-Blanco et Cullen, 1991). Les mécanismes moléculaires de la 

latence sont complexes et dépendent du virus considéré. Le virus latent s’exprime 

partiellement dans la cellule : soit sous forme de protéines virales chez VZV, soit uniquement 

sous forme d’ARN de latence « LAT » (Latency Associated Transcripts) chez HSV, ou les 

deux associés comme chez EBV. De plus, l’infection latente est localisée dans un type 

cellulaire particulier, variable selon les virus (Tableau I, p29).  

La réactivation des herpèsvirus en latence peut être induite par différents stimuli (stress, 

facteur environnemental, état physiologique de l’hôte). Chez HSV-1, la réactivation 

résulterait d’un signal de transduction provenant de l’expression du gène codant la protéine 

ICP0. Ceci induirait la transcription des gènes α (Wilcox et al., 1997). Lorsque le virus est 

réactivé, on parle de cycle productif ou abortif. Dans le premier cas (cycle productif), il y a 

alors production intensive de particules virales filles infectieuses, induisant une cytolyse ou 
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un phénomène d’apoptose cellulaire (mort cellulaire programmée). Dans des conditions 

moins favorables, le cycle est abortif et produit des particules virales immatures et non 

infectieuses (particules virales non enveloppées ou capsides vides). 

Contrairement aux autres herpèsvirus, aucun gène associé à la latence n’a été décrit à ce jour 

chez OsHV-1. Ce phénomène de latence/persistance n’a pas encore été clairement démontré 

chez ce virus malgré la détection d’ADN et de protéines virales chez des huîtres adultes 

asymptomatiques (Arzul et al., 2002; Barbosa-Solomieu et al., 2004). 

 

 

 Transmission du virus III.4.C.
 

L’eau est la voie majeure de transmission d’OsHV-1 entre différents individus (Paul-Pont et 

al., 2013; Sauvage et al., 2009; Schikorski et al., 2011a). En effet, de l’ADN viral a été 

détecté par PCR en temps réel dans l’eau de mer située à proximité d’huîtres creuses infectées 

(Sauvage et al., 2009). De plus, des infections expérimentales horizontales par cohabitation 

entre des individus sains et infectés ont été réalisées suggérant une transmission de l’agent 

infectieux par l’eau de mer (Schikorski et al., 2011a). 

Une transmission verticale de géniteurs C. gigas à leur descendance a été suggéré mais ne 

semble pas systématique (Barbosa-Solomieu et al., 2004). 

La maladie peut également être transmisse expérimentalement (à 22°C) par injection directe 

dans le muscle adducteur du naissain d’une suspension virale, obtenue à partir d’animaux 

naturellement infectés (Schikorski et al., 2011b). 

Le virus OsHV-1 est capable d’infecter d’autres bivalves marins que l’huître creuse, C. gigas. 

Ainsi, la transmission inter-espèces au stade larvaire a été démontrée entre C. gigas et C. 

angulata, C. gigas et Ostrea edulis ou C. rivularis, Ruditapes philippinarum et C. gigas 

(Arzul et al., 2001b). De l’ADN viral a également été détecté par PCR classique chez la 

palourde européenne R. decussatus et la coquille Saint-Jacques Pecten maximus. 
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III.5  Diversité chez OsHV-1 
 

 

Les virus à ADN double brin sont moins sujets aux mutations que les virus à ARN. Les 

génomes des herpèsvirus demeurent relativement stables. Néanmoins, différents variants 

d’OsHV-1 ont été observés depuis ces vingt dernières années. A partir de 1997, un premier 

variant nommé OsHV-1 var a été mis en évidence chez C. gigas et R. philippinarum (Arzul et 

al., 2001c). Ce spécimen viral se caractérise par une délétion de 2.8 kpb au niveau de la 

région TRL. En 2000, ce même variant a été retrouvé dans des larves de P. maximus subissant 

une mortalité importante en écloserie (Arzul et al., 2001a). Depuis 2008, un autre variant, 

dénommé µVar, a été caractérisé dans des échantillons de C. gigas prélevés sur les côtes 

françaises (Segarra et al., 2010 ; Annexe 1, p257) . Ce variant apparaît comme jouant un rôle 

prépondérant dans les épisodes de mortalités. Il a également été observé chez différents 

mollusques, comme Donax trunculus, Mytilus edulis, et M. galloprovincialis (Guichard et al., 

2011). Des spécimens identiques ont été décrits en Europe et des formes très proches en Asie, 

Nouvelle-Zélande, Australie et Etats-Unis (Renault et al., 2012). Récemment, une délétion de 

605 pb a été mise en évidence chez le variant µVar, plus précisément au niveau des ORF 36 et 

ORF 37 (codant deux protéines membranaires) et une délétion partielle de l’ORF 38 (codant 

une protéine de type RING-finger) (Renault et al., 2012). D’autres spécimens proches du 

variant µVar ont été détectés avant 2008 chez des huîtres infectées en France, µVar Δ15 et 

µVar Δ9 (Martenot et al., 2011). Depuis 2008, le variant µVar ou des spécimens proches, sont 

détectés dans la majorité des échantillons C. gigas. 
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III.6  Répartition géographique 
 

 

 

 

Figure 15: Répartition mondiale d'OsHV-1 et ses variants d’après OIE, 2014 

 

Le virus OsHV-1 a été observé très largement dans différentes zone du monde (Figure 15, 

p48). OsHV-1 a été décrit en Europe (France, Irlande, Italie, Pays-Bas, Portugal, Espagne, 

Suède et Royaume-Uni), Australie, au Brésil, Chine, Corée, Japon, Maroc, Tunisie, Mexique, 

Nouvelle-Zélande et aux États-Unis. Le variant µVar a été rapporté chez l’huître creuse 

durant des mortalités massives en Europe et des formes proches en Australie et en Nouvelle-

Zélande.  
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 Mécanismes de défense chez l’huître creuse, IV.
Crassostrea gigas 
 

 

Chez les vertébrés, un ensemble de cellules lymphoïdes et non lymphoïdes communiquent 

entre elles par l’intermédiaire de molécules messagers pour créer un système immunitaire 

complexe. Les fonctions de ce système permettent d’une part des réponses rapides (défense 

innée ou non spécifique) et d’autre part des réponses spécifiques (défense acquise, adaptative 

ou spécifique) par le biais d’un mécanisme de mémorisation des rencontres précédentes avec 

des antigènes étrangers. Ce second type de réponse possède une efficacité accrue en ciblant un 

agent infectieux particulier (Feng, 1988). Le phénomène de mémoire immunitaire chez les 

vertébrés fait intervenir les lymphocytes. Ce mécanisme est possible du fait de la présence de 

récepteurs spécifiques portés à la surface de cette catégorie de cellules. Les réponses 

immunitaires innées chez les vertébrés sont réalisées par les cellules spécialisées (phagocytes 

mononucléaires, granulocytes, etc.), qui peuvent reconnaître le corps étranger et répondre par 

la phagocytose et l’inflammation, mais également stimuler les lymphocytes au travers de la 

présentation de fragments d’antigènes (après dégradation des agents pathogènes) à ces 

cellules. 

Le système immunitaire chez les invertébrés repose uniquement sur les défenses innées ou 

non spécifiques. Les bivalves marins ne produisent pas d’anticorps spécifiques. Les défenses 

innées sont manifestées par les traits inhérents anatomiques, physiologiques, biochimiques et 

comportementaux d’un individu qui le protègent contre les infections. Ce système permet 

cependant une reconnaissance du soi et du non-soi (Galloway et Depledge, 2001). Il est 

également caractérisé par une absence du phénomène de mémoire immunitaire portée par les 

lymphocytes mémoires (Cheng, 1981). Par ailleurs, des barrières physico-chimiques telles 

que la coquille, les couches de mucus et le manteau représentent des premières lignes de 

défense contre les agresseurs chez la majorité des invertébrés.  
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IV.1 La réponse immunitaire innée 
 

La réponse immunitaire innée repose sur des mécanismes de défense à médiation cellulaire et 

humorale.  

 

 La réponse immunitaire innée à médiation IV.1.A.
cellulaire 

 

Les mollusques bivalves possèdent un système circulatoire de type semi-ouvert où circule 

l’hémolymphe contenant les hémocytes (Cheng, 1981; Lorteau et al., 1995; Xue et Renault, 

2001). Les mécanismes de défense connus à ce jour chez les mollusques bivalves reposent 

essentiellement sur ces hémocytes. Ces derniers peuvent présenter différentes localisations, 

dans le compartiment circulatoire (vaisseaux et sinus), mais également dans les tissus 

(hémocytes fixés : glande digestive, manteau, branchies, gonades). Ces cellules assurent de 

très nombreuses fonctions (réparation des blessures, réparation de la coquille, excrétion, 

digestion et transports de nutriments, détoxication des polluants). 

La réponse immunitaire mise en place par les hémocytes repose essentiellement sur quatre 

mécanismes : 

• L’infiltration hémocytaire est la première réponse cellulaire suite à une infection, 

une blessure, ou un dommage causé par des substances toxiques. Dans les trois cas, 

une élévation de la densité hémocytaire (ou hémocytose) a lieu dans le système 

circulatoire. Les hémocytes sont alors véhiculés par l’hémolymphe vers le site affecté. 

Ces derniers s’agrègent entre eux pour limiter l’infection ou la lésion (Feng, 1988). 

• La phagocytose permet l’élimination d’éléments de petite taille tels que les bactéries, 

les parasites protozoaires et les virus. Ce processus composé de quatre étapes 

(reconnaissance, attachement, internalisation et dégradation) a été observé dans les 

hémocytes de plusieurs mollusques (Cheng, 1981). 

• L’encapsulation intervient lorsqu’une particule est trop volumineuse pour être 

phagocytée. L’agent pathogène est alors entouré d’une couche cellulaire. La formation 

de capsules d’origine hémocytaire a été observée chez plusieurs mollusques (Montes 

et al., 1995; Smolowitz et al., 1998). 
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Figure 16: Voie de signalisation cellulaire régulant l'apoptose 

 

 

Figure 17: Modulation de la voie apoptotique par le virus HSV-1 (modifié d'après Nguyen and 
Blaho, 2009) 
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• L’apoptose (MCP) est un mécanisme intervenant dans le but de réguler les 

populations cellulaires dans un contexte physiologique, mais aussi pathologique. Ce 

phénomène a été décrit chez plusieurs bivalves marins dont C. gigas (Renault et al., 

2000a). L’huître creuse, C. gigas, possède 48 gènes codant pour des inhibiteurs 

d’apoptoses contre 8 chez l’homme (Zhang et al., 2012). Cette dernière information 

suggère que l’apoptose est un mécanisme de défense fondamental chez C. gigas et est 

fortement régulé. Ce phénomène peut cependant toucher tous les types cellulaires et 

pas uniquement les hémocytes. L’apoptose peut être activée par la voie extrinsèque ou 

intrinsèque (Figure 16, p51). Dans le premier cas, c’est l’activation des récepteurs au 

TNF et au Fas-ligand qui permettent d’activer l’apoptose via des caspases. Cette 

activation est également rétro-contrôlée par la voie NF-kB. La voie intrinsèque fait 

quant à elle intervenir la mitochondrie. La libération du cytochrome C par la 

mitochondrie active l’apoptose. Cette libération est régulée par les gènes Bcl-2 et Bcl-

XL. Chez l’homme, les gènes Bcl-XI et Bcl-2 interagissent avec les protéines « 

reticulon » et contribuent alors à favoriser l’apoptose. Jouaux et al. (2013) ont observé 

que l’expression du gène reticulon est inhibée chez les animaux infectés, suggérant 

une inhibition de l’apoptose de l’hôte par le virus OsHV-1. De plus, certains virus tels 

que les herpèsvirus sont capables de moduler l’apoptose de l’hôte. Chez les 

herpèsvirus simplex, des gènes très précoces peuvent avoir un effet pro-apoptotique. A 

l’inverse, un certain nombre de gènes exprimés précocement et tardivement sont 

capables d’inhiber l’apoptose (ICP4, ICP22, ICP27, ICP10, Us3, gD, gJ) (Nguyen et 

Blaho, 2009) (Figure 17, p51). Les ARN viraux LATs transcrits pendant la phase de 

latence inhiberaient également l’apoptose des cellules neuronales, favorisant ainsi la 

survie des cellules infectées et par conséquent la persistance du virus dans son hôte 

(Perng et al., 2000). Le virus OsHV-1 code pour quatre protéines inhibitrices 

d’apoptose (IAP). Ceci laisse penser que ce virus serait capable de manipuler 

l’apoptose de l’hôte. 

 

• L’ARN interférence. Bien que la voie de l’ARN interférence n’ait jamais été décrite 

chez C. gigas, elle est probablement un élément naturel important de la réponse 

antivirale chez les invertébrés. Ce mécanisme de défense, gène spécifique, correspond 

à une extinction post!transcriptionnelle des ARN double brin (ARNdb). Il se déroule 
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en deux étapes : une étape d’initiation et une étape effectrice. Au cours de la phase 

d’initiation, l’enzyme Dicer, qui présente une forte affinité pour les ARNdb, clive les 

ARNdb en multiples de 21!23 nucléotides. Au cours de la phase effectrice, les 

homoduplex d’ARN sont incorporés et dégradés au sein du complexe RISC (RNA 

induced silencing complex). Ce phénomène de défense naturelle essentiellement dirigé 

contre les virus a été observé chez les plantes, les insectes et les mammifères. 

Très récemment, la découverte de miRNA (microRNA, Annexe 2, p273) chez C. 

gigas (Xu et al., 2014; Zhou et al., 2014) tend à supposer que les mécanismes d’ARN 

interfence sont utilisés chez ce mollusque. Cette découverte pourrait permettre de 

mieux comprendre la nature des interactions hôte-virus. Il existe chez les crevettes, un 

mécanisme immunitaire reposant sur la voie de l’ARN interférence (Robalino et al., 

2005). Ces auteurs tendent à démontrer l’intérêt de l’ARN interférence comme moyen 

de lutte contre des maladies virales chez la crevette. 

 

• L’autophagie à pour rôle principal le maintien de l’homéostasie en dégradant et 

recyclant continuellement des composants cytoplasmiques. Une autre fonction 

essentielle de l'autophagie chez les eucaryotes supérieurs est d'éliminer les protéines 

potentiellement nocives pour protéger les cellules. L’autophagie permettrait aux 

cellules de se défendre contre des agents pathogènes présents dans le cytoplasme. Très 

récemment, les travaux de Moreau et al. (soumis à Journal of Autophagy) démontrent 

la présence de gènes conservés chez C. gigas tels que le gène ATG impliqué dans la 

voie de l’autophagie. Ces mêmes auteurs montrent que l’autophagie est induite durant 

une infection par OsHV-1. 
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 La réponse immunitaire innée à médiation IV.1.B.
humorale 

 

La réponse immunitaire innée à médiation humorale fait égalemment intervenir des molécules 

dans le but de lutter contre des agents pathogènes, des contaminants ou encore des toxines. 

 

• Les enzymes hydrolytiques (phosphatases acide et alcaline, lysozyme, lipase, sérine 

protéase, amylase, β-glucuronidase) sont présentes à l’intérieur des cellules ou dans 

l’hémolymphe (plasma) sous forme libre. Elles sont impliquées dans la dégradation 

des organismes infectieux (Xue et Renault, 2000). 

• Les protéines de stress (ou HSP pour heat shock proteins en anglais) sont produites 

en réponse à un stress biotique ou abiotique (polluant, température ou salinité). Elles 

interviennent également lors de blessures, d’infections et d’expositions à des 

molécules toxiques. 

• Le système pro-phénoloxydase/phénoloxydase (proPO) correspond à la cascade 

biochimique responsable de l’activation des phénoloxydases (PO). En effet, chez les 

invertébrés, la PO est présente sous forme inactive, la proPO. La phénoloxydase 

activée catalyse la réaction de conversion de substances phénoliques en mélanine ; les 

composés intermédiaires de cette réaction sont bactéricides et interviennent dans les 

phénomènes de reconnaissance du non-soi (Söderhäll et Cerenius, 1998). Des travaux 

ont mis en évidence des activités PO présentes dans les hémocytes chez C. gigas 

(Hellio et al., 2007). Ces activités exercent un effet antibactérien sur les bactéries 

pathogènes de C. gigas (Luna Acosta, 2010). 

• Les inhibiteurs de protéases permettent d’éviter l’activation excessive de cascades 

protéolytiques endogènes (sérines) intervenant dans l’activation du système proPO. Ils 

peuvent inhiber des protéases qui permettent aux agents pathogènes de pénétrer et de 

se multiplier au sein de l’hôte. Chez C. gigas, des gènes codant pour des protéines de 

type α-2-macroglobuline, des serpines et des TIMP (Tissue inhibitor of 

metalloproteinase) ont été rapportées (Gueguen et al., 2003; Montagnani et al., 2001; 

Renault et al., 2011). 
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• L’oxyde nitrique synthétase (NO synthase) peut catalyser la production d’oxyde 

nitrique. Ce dernier intervient comme un agent antibactérien ou anti-tumoral. Ce 

processus de défense a été décrit chez C. gigas (Arumugan et al., 2000).  

• Les enzymes antioxydantes peuvent intervenir lorsqu’un agent pathogène est 

phagocyté via l’activation du métabolisme oxydatif des cellules phagocytaires. 

L’activation de l’enzyme membranaire NAPDH-oxydase conduit à l’augmentation de 

la production de radicaux libres. Ces radicaux sont impliqués dans la destruction 

microbienne par des effets toxiques (Babior, 1984). Chez C. gigas, un effet inhibiteur 

des capacités métaboliques oxydatives a été mis en évidence après incubation des 

hémocytes avec des produits extracellulaires de V. aesturianus, révélant un effet 

cytotoxique de ces bactéries (Labreuche et al., 2006). 

• Les molécules cytotoxiques, antivirales et les peptides antimicrobiens font 

également parties de la réponse immunitaire innée chez les bivalves marins. Chez les 

mollusques bivalves, plusieurs peptides antimicrobiens ont été caractérisés notamment 

chez les moules Mytilus galloprovincialis et M. edulis (Charlet et al., 1996; Mitta et 

al., 2000, 1999a, 1999b). Ces travaux ont permis de mettre en évidence quatre groupes 

de peptides cationiques riches en cystéine et présentant des ponts disulfures : les 

myticines, les mytilines, les mytimicines et les défensines. Chez C. gigas, la 

purification des peptides antimicrobiens conduite sur l’hémolymphe a permis 

l’identification d’un peptide dont la structure de type antibiotique (bloquant la 

croissance des bactéries) laisse présager une origine bactérienne (Defer, 2009). Un 

peptide antimicrobien de type défensine a également été identifié chez C. gigas 

(Gueguen et al., 2003). Des travaux rapportent une activité antivirale contre le virus de 

la mosaïque du tabac (VMT) dans des extraits de moule (M. edulis), de clam 

(Mercenaria mercenaria) et d’huître creuse (C. gigas) (Li et al., 1968, 1965; 

Limasset, 1961; Li et Traxler, 1972). (Olicard et al. (2005b) ont également démontré 

un effet antiviral de l’hémolymphe de C. gigas sur le virus HSV-1 et NPI (Necrose 

pancreatic infection). 

A ce jour, aucun interféron n’a été identifié chez C. gigas. Un gène présentant des 

homologies avec le gene IFI44 humain a été identifié chez C.gigas (Renault et al., 

2011). Des fragments de séquence obtenus à partir d’huîtres plates (O. edulis) (Morga 

et al., 2011), d'huîtres creuses (C. gigas) (Gavery et Roberts, 2012) et de moules (M. 
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edulis) (Philipp et al., 2012) semblent avoir une forte homologie avec le facteur de 

régulation de l’interferon (IRF). Le gène Mx, gène impliqué dans la cascade de 

l’interféron des vertébrés, a été signalé dans un gastéropode (Haliotis discus discus) 

(De Zoysa et al., 2007). 

 

 

IV.2  Réponse immunitaire adaptative chez Crassostrea 

gigas ? 
 

La réponse immunitaire spécifique, adaptative ou acquise a été évoquée chez les invertébrés. 

En effet, la présence de récepteurs spécifiques comme les PRP (pathogen recognition 

proteins) (Rowley and Powell, 2007) et l’identification du phénomène de sensibilisation 

(priming en anglais) suggèrent la présence d’une réponse spécifique et d’un phénomène de 

mémoire chez les invertébrés. La sensibilisation correspond à une augmentation de la réponse 

d’alerte suite à l’exposition répétée à une situation stimulante. Sire et coll. (1998) ont montré 

que des gastéropodes (Biomphalaria glabrata) infectés par un ver plat parasite (Schistosoma 

mansoni) ne pouvaient pas être réinfectés une seconde fois. Cependant, les bases de cette 

mémoire n’ont pas encore été élucidées. 
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 Organisation du manuscrit V.
 

Dans le contexte des épisodes de mortalité massive d’huîtres creuses observés dans 

différentes régions du monde et associés à la présence du virus OsHV-1, il apparaît 

indispensable de mieux connaître le cycle de réplication du virus et les mécanismes de 

défense mis en jeu par les animaux. D’une manière générale, peu de travaux sont consacrés à 

l’étude de l’immunité chez Crassostrea gigas et OsHV-1 (Fleury et Huvet, 2012; Jouaux et 

al., 2013; Normand et al., 2014; Renault et al., 2011). De même, seulement deux études ont 

été réalisées dans le but de suivre des gènes viraux (Burge et Friedman, 2012; Renault et al., 

2011). 

 

 

Le manuscrit est organisé en quatre chapitres : 

Le chapitre 1 est consacré à la recherche d’ARN messagers viraux chez C. gigas au cours 

d’infections expérimentales. Pour cela, 39 transcrits viraux ont été recherchés par PCR en 

temps réel chez du naissain d’huître creuse et des primo-cultures de cellules cardiaques. La 

localisation d’ARN a également été étudiée par hybridation in situ.  

 

Le chapitre 2 concerne l’étude des différences en matière de transcriptome pour des gènes 

viraux et cellulaires chez des familles d’huîtres creuses C. gigas présentant des sensibilités 

contrastées à l’infection à OsHV-1. 

 

Le chapitre 3 est consacré à la modulation de la sensibilité des huîtres creuses au stade 

naissain, suite à une infection virale par une approche d’ARN interférant. 

 

Le chapitre 4 concerne l’infection virale et les huîtres C. gigas au stade adulte. Des essais en  

pathologie expérimentale ont été réalisés chez des huîtres adultes et le suivi d’expression de 

gènes viraux et cellulaires a été réalisé. L’activité antivirale de l’hémolymphe d’huîtres 

creuses adultes a été testée vis-à-vis d’un herpèsvirus humain, HSV-1, en utilisant des cellules 

Véro. 
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D’ARNM!VIRAUX!:!DETECTION!ET!

LOCALISATION!
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e premier chapitre de cette thèse est consacré à la détection et la localisation 

d’ARNm viraux chez l’huître creuse, C. gigas, au cours d’une infection 

expérimentale par le virus OsHV-1.  

 

Dans un premier temps, deux approches ont été utilisées pour la détection d’ARNm viraux : 

une approche in vivo et une approche in vitro. Dans le cadre de l’approche in vivo, la 

démarche scientifique a consisté à rechercher des ARN viraux au cours d’une infection par 

OsHV-1 chez l’huître creuse au stade naissain après injection de matériel infectieux. En effet, 

des travaux ont permis de développer un système reproductible permettant d’induire la 

maladie en conditions expérimentales chez des individus de moins d’un an (Schikorski et al., 

2011b). Le mode d’infection par injection et non par cohabitation a été utilisé dans un souci 

de synchronisation de l’infection virale entre les individus (tous les individus reçoivent la 

même dose de virus à un instant t). Ces résultats sont présentés dans l’article 1 de la première 

partie de ce chapitre (page 64, Transcriptomic study of 39 ostreid herpesvirus 1 genes during 

an experimental infection, Journal of Invertebrate Pathology, 2014). Dans le cadre de 

l’approche in vitro, les ARNs viraux ont été recherchés, par PCR en temps réel, sur des 

primo-cultures de cellules cardiaques d’huîtres creuses après un contact avec une suspension 

virale. 

Un travail de recherche de localisation d’ARN et d’ADN viraux a été également réalisé chez 

l’huître creuse au stade naissain. Les résultats obtenus sont présentés dans l’article 2 de la 

seconde partie de ce chapitre (page 99, Detection and distribution of ostreid herpesvirus 1 in 

experimentally infected Pacific oyster spat, soumis à Virus Research, août 2014). 

Comme nous le soulignions dans l’état de l’art, ce travail a pu être effectué dans la mesure où 

le génome d’OsHV-1 a été entièrement séquencé et qu’il est disponible depuis 2005 

(accession number : AY509253.2). Le virus compte 124 ORFs et environ 65% des protéines 

virales ne présentent aucune homologie dans les banques de données. Dans un premier temps, 

il semblait indispensable de déterminer si de nouveaux domaines ou de nouvelles fonctions 

étaient identifiables depuis le travail d’annotation du génome en 2005. Ainsi, les 124 régions 

codantes du virus ont été analysées grâce à différents softwares (ExPASy protein, Signal P, 

Prosite Scan), permettant de prédire de nouveaux domaines et/ou nouvelles fonctions. Ce 

travail n’a pas permis d’identifier de nouvelles homologies entre OsHV-1 et d’autres modèles.  

L 
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 Est-il possible de détecter des ARNm viraux au I.
travers d’une approche de PCR en temps réel ? 
 

I.1 Recherche in vivo d’ARN viraux chez des huîtres 

creuses Crassostrea gigas, au stade juvénile  

 

La première démarche a été de sélectionner des gènes viraux dans le but de les suivre par PCR 

en temps réel. Pour cela, 39 gènes ont été retenus sur la base de leurs fonctions, de leurs 

domaines, ou de leur appartenance à un groupe décrit dans la littérature (Davison et al., 2005). 

L’ensemble de ces gènes peut être réparti en cinq groupes:  

(i) le groupe 1 est constitué de dix gènes viraux codant pour des enzymes ou des protéines 

ayant des domaines connus et impliqués principalement dans la réplication virale (ORF 7, 

ORF 20, ORF 24, ORF 27, ORF 34, ORF 49, ORF 67, ORF 75, ORF 100 and ORF 109),  

(ii) le groupe 2 regroupe quatre gènes viraux décrient comme étant des inhibiteurs 

d’apoptose (ORF 42, ORF 87, ORF 99, ORF 106),  

(iii) le groupe 3 correspond à huit gènes présentant un domaine RING finger protein (ORF 

9, ORF 38, ORF 53, ORF 96, ORF 97, ORF117, ORF 118, ORF 124),  

(iv) le groupe 4 est constitué de dix gènes codant pour des protéines membranaires 

putatives (ORF 16, ORF 25, ORF 41, ORF 54, ORF 68, ORF 72, ORF 77, ORF 84, ORF 

103 and ORF 111),  

(v) enfin, le dernier groupe comprend sept gènes codant pour des protéines de fonctions 

inconnues (ORF 4, ORF43, ORF47, ORF 57, ORF64, ORF81 and ORF 86).  

 

L’expression d’ARNm viraux ayant été peu étudiée chez OsHV-1 (Renault et al., 2011 ; 

Burge et Friedman, 2012), un travail préliminaire de choix des amorces ciblant les gènes 

viraux a été entrepris. La standardisation de ces couples d’amorces a également été une étape 

primordiale dans la mise au point d’une PCR en temps réel. 

 

La recherche de transcrits pour ces 39 gènes a été réalisée à 0 h, 2 h, 4 h, 18 h, 26 h and 42 h 

après infection par injection d’une suspension virale. 
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Pour la première fois, des transcrits viraux ont été suivi au cours d’une cinétique d’infection. 

L’analyse de ces gènes révèle la possibilité de détecter certains transcrits viraux au stade 

précoce de l’infection, dès 2 heures. Une variabilité interindividuelle a été observée durant 

cette étude. En effet, les gènes viraux ne semblent pas s’exprimer de la même façon dans les 

premiers stades d’infection et cela suivant les individus. Cependant, il est à noter que des 

transcrits sont détectables pour l’ensemble des gènes viraux suivis à partir de 18 h post 

infection. 

 

L’ensemble de ces travaux est présenté dans l’article 1 (Transcriptomic study of 39 ostreid 

herpèsvirus 1 genes during an experimental infection, Journal of Invertebrate Pathology, 

2014, 119, 5-11). 
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Article 1 
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I.2 Recherche in vitro d'ARN viraux dans des primo-

cultures de cellules cardiaques d’huître creuse, 

Crassostrea gigas 

 Introduction I.2.A.
 

Il n’existe pas de lignées cellulaires de mollusques marins disponibles actuellement, la seule 

voie pour tenter d’observer la présence d’ARN viraux en culture cellulaire est l’utilisation de 

primo-cultures. Le Deuff et coll. (1994) ont développé un protocole permettant d’obtenir des 

primo-cultures de cellules cardiaques d’huître creuse dans le but d’observer une réplication du 

virus. En effet, différentes approches (microscopie électronique à transmission et hybridation 

in situ) ont permis d’observer la présence du virus dans le cœur chez les huîtres infectées. Les 

cellules de type fibroblastique, mais également les cardiomyocytes sont apparus comme des 

sites de réplication d’OsHV-1. Nous avons donc choisi le modèle de primo-culture de cellules 

cardiaques afin de rechercher la présence d’ADN et d’ARN viraux.  

 

 Matériel et méthodes I.2.B.
 

I.2.B.a. Primo-cultures de cellules de ventricules cardiaques 

 

La primo-culture de cellules de ventricules cardiaques d'huître creuse, C. gigas, a été réalisée 

d’après les travaux de Le Deuff et coll. (1994). Brièvement, les huîtres adultes provenant 

d’une écloserie française ont été brossées sous l'eau courante, en prenant soin de nettoyer 

correctement la jointure des deux valves. Puis, les animaux ont été désinfectés pendant 30 

secondes dans un bain d'éthanol 70% et placés sous hotte à flux laminaire pour séchage. Pour 

chaque expérience, 30 individus adultes (agées de 2 ans) ont été sacrifiés de manière à obtenir 

un nombre suffisant de cœurs et de cellules. L'ouverture des huîtres a été réalisée à l'aide 

d'une lame désinfectée flambée. Après ouverture des valves, les animaux ont été rincés avec 

de l'eau de mer (EM) autoclavée contenant 0,1% de Tween (Tween 20, Sigma), puis avec de 

l'EM autoclavée. Le ventricule de couleur claire, se distingue des deux oreillettes de couleur 

brune. Les ventricules ont été prélevés à l'aide d’une pince et d'un scalpel stérilisés et 

regroupés dans un homogénéiseur de Dounce (type 76-152 µm, OSI) autoclavé. Lorsque tous 
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les animaux ont été prélevés, les ventricules ont été décontaminés dans une solution 

d’hypochlorite de sodium pendant 10 min, rincés avec un mélange L15 (milieu de Leibovitz) 

3X: EM (1:1), puis dissociés. La dissociation des tissus est double: enzymatique et 

mécanique. Elle permet d'obtenir une viabilité optimale des cellules. L'action enzymatique a 

été réalisée grâce à l'ajout d'une solution de trypsine-EDTA (2 g/L Trypsine, 0.4 g/L EDTA, 8 

g/L NaCl, 2.7g/L KCL et Na2HPO4 12H2O, 0.2g/L KH2PO4) diluée au huitième dans un 

mélange L15 3X : EM (1: 1). 800 µL à 1 mL de cette solution sont préconisés par ventricule 

pour une bonne dissociation. Les ventricules ont été simultanément dissociés au moyen de 

l'homogénéiseur de Dounce par des « allers-retours ». L'action de la trypsine est inhibée par 

ajout d'un volume de L15 3X : EM (1:1) supplémenté de 10% de SVF (Serum de Veau 

Fœtal). Les cellules ont été centrifugées (2500 rpm, 15 minutes, température ambiante) et re-

suspendues dans le milieu de culture (L15 3X : EM (1:1). Chaque flasque traitée recevait 9 

mL de suspension cellulaire, ce qui représente environ 5,4 ventricules par flasques de 9 cm2. 

L'incubation a été réalisée à 19°C. Le milieu de culture a été changé dans chaque flasque 

quotidiennement. Cette opération avait pour objectif d'écarter tout risque de contamination, de 

stimuler au mieux les cultures primaires et d'éliminer les cellules mortes. L'aspect des cultures 

a été contrôlé chaque jour sous microscope photonique. 

 

I.2.B.b. Contact des primo-cultures de cellules cardiaques avec une suspension virale 

 

Les cellules cardiaques d'huître ont été mises en contact avec une suspension virale 7 à 8 jours 

après le début de la mise en culture (lorsque la confluence du tapis cellulaire était supérieure à 

50%). Le milieu de culture a d’abord été éliminé des flasques. Trois flasques ont reçu 1 mL de 

suspension virale à 105 copies d’ADN viral/µL. Six flasques témoins ont été réalisées : trois 

flasques recevant de l’EM autoclavée et trois flasques contenant 1 mL de la suspension virale 

filtrée à 0.1µm (pour éliminer les particules virales et mettre les cellules en contact avec les 

autres composés contenu dans la suspension). Quatre essais ont été réalisés et les cellules ont 

éte infectées avec la même suspension virale (variant µVar). Après un temps de contact de 45 

minutes, 5,5 mL de milieu de culture a été ajouté dans chaque flasque. La température 

d'incubation post-contact était de 19°C. Le suivi des cultures était effectué quotidiennement 

sous microscope photonique inversé. Les tests ont été réalisés quatre fois, de manière à 

éprouver la reproductibilité des résultats. En fonction des essais, les cellules ont été 

récupérées entre 15 heures et 144 heures post infection (Tableau II, p94), puis centrifugées 
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(150 g, 5 minutes, TA) et mis dans des tubes Eppendorf (1 ,5 ml) contenant 500 µL de Trizol. 

Les cellules d’une flasque par temps et condition étaient prélevées pour en extraire les ARNs.  

 

I.2.B.c. Extraction des ARNs, synthèse d’ADN complémentaire et RT-PCR 

 

L'ARN total a été extrait en utilisant le réactif TRIZOL® ™ (Ambion) selon la 

recommandation du fabricant. L'ARN total a été traité avec la Turbo ™ DNAse (Ambion) 

pour éliminer l'ADN génomique. La qualité et la quantité de l'ARN ont été déterminées à 

l'aide d’un NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) et d’un Bioanalyser 2100 (Agilent). La 

synthèse d'ADNc a été réalisée en utilisant le système SuperScript III ® First-Strand 

Synthesis (Invitrogen) en utilisant 8000 ng d'ARN traité. Chaque traitement à la DNAse a été 

contrôlé par PCR en temps réel. 

La RT PCR a été utilisée pour étudier la détection des 39 gènes viraux en utilisant le protocole 

décrit par Segarra et al. (2014a, article 1) avec 5 µL d'ADNc dilution (1/30). 

 

 

 Résultats et discussion I.2.C.
 

Quatre essais d’infection in vitro ont été réalisés sur des primo-cultures de cellules cardiaques 

avec une suspension virale contenant le variant µVar dans le but d’induire une multiplication 

virale et de détecter des ADNc viraux. 

Des acquisitions d’image en microscopie photonique ont été réalisées avant et après infection 

pour l’ensemble des essais, temps et conditions. Cependant, aucune différence visible n’a été 

observée (Figure 18, p94 ; Tableau II, p94). 
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Figure 18: Primo-cultures de cellules cardiaques C. gigas à 24 hpi pour l’essai 1, par 

microscopie photonique. (a) Cellules cardiaques dans une flasque contrôle avec de l’eau de 
mer 24 hpi, (b) Cellules cardiaques dans une flasque contrôle avec le filtrat de la suspension 
virale 0.1 µm 24 hpi, (c) Cellules cardiaques dans une flasque contenant la suspension 24 
hpi. Barre : 50 µm, grossissement : 40x10 

 

 

Tableau II : Essais d’infections expérimentales in vitro sur des primo-cultures de 

cellules cardiaques 

 Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai 4 

Jours des 

primo-cultures 
au moment du 

contact avec la 
suspension 

virale 

J8 J8 J8 J7 

Prélèvements  

(hpi)  
15 24 72 144 24 48 72 24 48 72 

Observation 

d’effet 
cytopathogène 

(toutes 
conditions 

confondues) 

- - - - - - - - - - 
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En outre, des PCR en temps réel ont été réalisés à partir de cellules issues de l’essai 1 (pour 

chaque flasque, chaque condition et chaque temps). Le choix de l’essai (essai 1) a été fait en 

fonction des temps précoces de prélèvement comparé aux trois autres essais. L’hypothèse 

étant qu’un grand nombre de transcrits pouvait s’exprimer avant 24 hpi (Segarra et al., 2014a, 

article 1). Ainsi, les 39 couples d’amorces définis précédemment (cf. article 1, p62) ont été 

utilisés. 

 

Les témoins EM et filtrat à 0,1µm ne présentaient aucune détection d’ARN viral parmi les 39 

gènes suivis. Contrairement aux flasques témoins, les flasques ayant reçu la suspension virale, 

présentaient de faible quantité d’ARN viral aux différents temps post contact pour 24 ORFs 

sur 39 (Tableau III, p97). L’absence de détection ARN pour les flasques témoins démontre 

l’absence d’ARN viraux contaminants pouvant être présent dans la suspension virale. Ainsi, 

les ARN détectés dans les flasques infectés sont bien issus du virus OsHV-1. Néanmoins, les 

Cts (« Cycle Threshold » ou cycle seuil en français) obtenus par PCR en temps réel sont très 

élevés et hors limite de quantification (Tableau III, p97). Ceci laisse suggérer une réplication 

virale à bas bruit chez les primo-cultures de cellules cardiaques d’huîtres creuses et cela 

malgré l’absence d’effet cytopathogène. 

 

En l’état actuel, nos résultats ne permettent pas de conclure sur la réplication virale in vitro. 

Le stade adulte reste plus adéquate que le naissain dans la mesure où (i) le prélèvement du 

cœur est plus facile et (ii) plus volumineux facilitant ainsi le mise en culture cellulaire 

(nombre de cellules plus importante). Cependant, il serait intéressant de réaliser les infections 

in vitro sur des animaux plus jeunes. En effet, bien que la détection d’ADN viral ait déjà été 

décrite chez l’adulte (Arzul et al., 2002; Barbosa-Solomieu et al., 2004), ce stade de 

développement semble peu ou pas sensible à l’infection virale. 

 

L’état des cellules in vitro a également pu être modifié durant les mises en culture. Ceci 

pourrait expliquer que le virus ne serait plus capable de reconnaître les cellules empêchant 

ainsi toute infection virale. Il se peut également qu’un mélange de types cellulaires rende plus 

difficile la multiplication du virus dans les cellules maintenues in vitro. Cependant, Le Deuff 

et coll. (1994) décrivent un effet cytopathogène discret 48 heures après l’infection dans les 

flasques ayant reçu un inoculum de larves infectées. Cet effet disparaissait totalement cinq à 

six jours post-infection.  
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D’autres études devront être entreprises pour tenter de démontrer in vitro une réplication 

virale. Le suivi de l’ADN viral couplé avec de la microscopie électronique à transmission 

pourrait également être réalisé pour confirmer la présence éventuelle de particules virales ou 

de protéines virales par immunogold dans les cellules. 
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Tableau III: Détection d’ARN viral par PCR en temps réel dans des primo-cultures de 

cellules cardiaques à différents temps et conditions (exemple de l’essai 1). Les Cycles 
seuils (Cts) sont les données brutes obtenus par PCR en temps réel. 

 

Groupe ORFs

Limite de 
quantificaion (ct 
max) 15 hpi 24 hpi 15 hpi 24 hpi 15 hpi 24 hpi

ORF 4 33 * * * * 39 *

ORF 43 36 * * * * 36 37

ORF 47 34 * * * * * *

ORF 57 35 * * * * 37 *

ORF 64 33 * * * * * *

ORF 81 35 * * * * * *

ORF 86 35 * * * * * 37

ORF 7 33 * * * * 37 33

ORF 20 35 * * * * 36 35

ORF 24 32 * * * * * *

ORF 27 33 * * * * 33 35

ORF 34 32 * * * * * *

ORF 49 36 * * * * * 37

ORF 67 36 * * * * 37 *

ORF 75 32 * * * * 33 34

ORF 100 33 * * * * * *

ORF 109 35 * * * * * *

ORF 9 32 * * * * 37 37

ORF 38 33 * * * * * *

ORF 53 35 * * * * 37 *

ORF 96 33 * * * * * *

ORF 97 32 * * * * 35 *

ORF 117 34 * * * * * 34

ORF 118 32 * * * * * *

ORF 124 35 * * * * * *

ORF 16 36 * * * * 36 35

ORF 25 33 * * * * 34 37

ORF 41 34 * * * * * *

ORF 54 35 * * * * * *

ORF 68 33 * * * * 37 37

ORF 72 33 * * * * 38 36

ORF 77 33 * * * * * *

ORF 84 34 * * * * 38 34

ORF 103 32 * * * * * *

ORF 111 33 * * * * * 36

ORF 42 33 * * * * 36 *

ORF 87 32 * * * * 35 36

ORF 99 30 * * * * * 32

ORF 106 36 * * * * 36 *
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 Est-il possible de détecter et localiser des ARNm II.
viraux au travers d’une approche d’hybridation in situ 

chez le naissain d’huître creuse? 
 

 

Des travaux précédents rapportent une forte détection d’ADN viraux dans le manteau et les 

branchies (Lipart et Renault, 2002). L'objectif principal de cette étude était de définir s’il en 

est de même pour les ARN viraux.  

 

Une approche d’hybridation in situ a été entreprise chez du naissain d’huîtres creuses. Au 

cours d’une infection experimentale, nous avons recherche l’ADN et l’ARN du virus OsHV-1 

dans l’ensemble des organes et tissus (manteau, branchies, glande digestive, muscle 

adducteur, cœur ou encore gonades) sur coupes histologiques. Cette détection a également été 

appréhendée par l’utilisation de deux doses virales afin de comparer les résultats. Une dose 

faible et une dose élevée d'une suspension virale (µVar) ont été testées par injection dans le 

muscle adducteur. L’intérêt de l’utilisation d’une dose faible résidait dans l’absence de 

mortalité induite par cette dernière (contrairement à la dose forte) et permettait d’explorer la 

présence d’ARN viraux chez des animaux infectés ne démontrant pas de  mortalité. 

Dans cette étude, des transcrits viraux ont pu être détectés uniquement chez les huîtres 

infectées avec la forte dose. Les ADN et ARN viraux ont été localisés principalement dans le 

manteau, les branchies, mais également le cœur. Nous suggérons que le cœur pourrait être un 

site de multiplication virale et jouer un rôle essentiel dans la dissémination du virus au sein de 

l’organisme.  

 

L’ensemble des résultats de ces travaux est présenté dans l’article 2 (soumis en août 2014 à 

Virus Research). 
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 Conclusion du chapitre 1 III.
 

Les travaux rapportés dans ce chapitre visaient à répondre aux questions suivantes : 

 

Q1. Est-il possible de détecter des ADN viraux au travers d’une approche de PCR en 

temps réel ? 

 

In vivo: 

Oui, les résultats montrent une réplication virale lors d’une infection expérimentale chez le 

naissain. Certains gènes sont détectables dès 2 hpi et principalement des gènes codant pour 

des enzymes et des inhibiteurs d’apoptose. Il est également intéressant de souligner la 

détection des 39 gènes viraux chez tous les individus dès 42 hpi alors que tous ne sont pas 

morts à 90 hpi. Cette information suggère des réponses immunitaires différentes entre 

individus, mais également que la maladie ne se traduit pas systématiquement par la mort des 

animaux infectés. Cependant, chez les huîtres l’observation de symptômes reste très difficile 

et la mortalité est de ce fait le facteur le plus facile à suivre lors d’un processus infectieux. En 

conclusion, cette étude a permis de mettre en évidence la réplication d’OsHV-1 chez C. gigas 

en condition expérimentale. 

 

In vitro : 

Oui hypothétique, car les quantités d’ARN détectées dans les primo-culture de cellules 

cardiaques infectées sont très faibles et hors gamme de détection. Néanmoins, cette détection 

a été observée pour 61 % des ORFs suivis par PCR en temps réel alors qu’aucune détection 

n’a été rapportée dans les cellules contrôles. En conclusion, nos travaux suggèrent une 

potentielle réplication à bas bruit en conditions in vitro. L’absence de lignées cellulaires 

homologues reste certainement l’inconvénient majeur rencontré dans l’étude de ce virus. 

D’autres études seront nécessaires pour valider cette hypothèse. 
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Q2 Est-il possible de détecter et localiser des ARN viraux au travers d’une approche 

d’hybridation in situ chez le naissain d’huître creuse ? 

 

Oui, les ARN viraux ont été détectés dans plusieurs tissus sur la base d’une approche 

d’hybridation in situ. Ceci prouve que le virus est capable de se multiplier dans différents 

tissus de l’huître avec la transcription de certains de ses gènes et leur détection. En outre, 

l’intensité du signal (des ARN viraux) observée par HIS augmente graduellement au cours du 

temps après injection de la suspension virale. Le manteau, les branchies et le cœur se révèlent 

comme étant les premiers organes sièges d’une multiplication virale. Les premiers transcrits 

détectés  par HIS, étaient observés à 14 hpi. En fin d’expérimentation (26 hpi), l’ensemble des 

organes présentait une détection d’ARN viraux par HIS, excepté la gonade. En outre, 

l’intensité du signal pour la détection des ARN viraux était plus forte dans le cœur à 14 hpi. 

Cet organe pourrait jouer être un site de réplication précoce et contribuer à la dissémination 

du virus au sein de l’hôte.  

 

 

 

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



 

124 
 

!

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



   

125 
 

  

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



 

126 
 

!

CHAPITRE!2!!SENSIBILITES!

CONTRASTEES!A!L’INFECTION!PAR!

OSHV31!:!INTERACTIONS!IN#VIVO!

ENTRE!L’HUITRE!CREUSE,!

CRASSOSTREA#GIGAS,!ET!LE!VIRUS!

EN!CONDITIONS!

EXPERIMENTALES! !

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



  Chapitre 2  Sensibilités contrastées à l’infection par OsHV-1 : interactions in vivo entre 

l’huître creuse, Crassostrea gigas, et le virus en conditions expérimentales 

127 
 

e second chapitre de thèse est consacré à l’étude des interactions entre le virus et 

l’hôte lors d’infections expérimentales in vivo.  

 

 

Dans un premier temps, l’utilisation de familles d’huîtres creuses infectées en conditions 

expérimentales a permis d’explorer les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

résistance/sensibilité à l’infection à OsHV-1. La cinétique du niveau d’expression de gènes 

viraux a été mesurée par PCR en temps réel. Nous nous sommes également intéressés à la 

réponse de l’hôte en ciblant des gènes potentiellement impliqués dans la réponse immunitaire.  

Ce travail est présenté dans la première partie de chapitre 2, article 3 (page 131, Dual 

transcriptomics of virus-host interactions: comparing two Pacific oyster families presenting 

different levels of susceptibility to ostreid herpesvirus 1, BMC Genomics, 2014, two Pacific 

oyster families presenting different levels of susceptibility to ostreid herpesvirus 1, BMC 

Genomics, 15(580), 1-13.). Des travaux antérieurs (Sauvage et al., 2010, 2009) avaient en 

effet permis de montrer que des familles d’huîtres creuses élevées dans les mêmes bassins 

pouvaient présenter des niveaux de mortalité très différents. La présence de faibles quantités 

d’ADN viral avaient été révélées par PCR en temps réel chez les animaux présentant de 

faibles mortalités. A l’inverse, de fortes quantités d’ADN viral avaient été observées chez les 

individus présentant de fortes mortalités. Ces résultats laissaient suspecter une base génétique 

à la sensibilité des huîtres à l’infection virale.  

Ainsi, dans le cadre d’un projet financé par la Commission Européenne (Bivalife), il a été 

produit des familles « bi-parentales » (descendances issues du croissement d’une huître mâle 

et d’une huître femelle) dans les installations d’élevage de l’Ifremer (La Tremblade, France). 

Ces familles ont été testées en conditions expérimentales pour leur sensibilité à l’infection à 

OsHV-1. Cette approche a permis d’identifier des familles présentant des mortalités fortes, 

moyennes ou faibles cinq jours après l’injection de virus OsHV-1 dans le muscle adducteur et 

de disposer ainsi de matériel biologique contrasté vis à vis de la sensibilité à l’infection virale. 

Deux familles présentant des mortalités contrastées (faibles et fortes mortalités) à l’infection à 

OsHV-1 ont été sélectionnées. Ainsi, il était intéressant de comparer les différences de 

cinétique d’infection virale, de réplication virale et les capacités de réponses immunitaires des 

deux familles. 

L 

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



  Chapitre 2  Sensibilités contrastées à l’infection par OsHV-1 : interactions in vivo entre 

l’huître creuse, Crassostrea gigas, et le virus en conditions expérimentales 

128 
 

 

La seconde partie de ce chapitre intègre également des résultats complémentaires 

concernant la détection d’ADN viral dans l’eau de mer suite à une injection expérimentale 

chez des animaux appartenant à deux familles d’huîtres creuses au stade naissain.  

 

Enfin, des larves de seconde génération issues de ces deux familles ont été produites afin 

d’appréhender la réplication virale à un stade de développement plus précoce que le naissain. 

L’utilisation de ces larves a également permis d’explorer certains mécanismes moléculaires 

pouvant être impliqués dans la résistance/sensibilité à l’infection à OsHV-1. Ce travail est 

présenté dans la troisième partie de ce chapitre, article 4 (page 152, Viral infection and 

OsHV-1 RNA detection in larval Pacific oysters, Crassostrea gigas, soumis à Journal of 

Invertebrate Pathology, juillet 2014). 
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 Est-il possible de mettre en évidence des I.
différences transcriptomiques de gènes viraux et 
cellulaires chez des familles d’huîtres creuses au stade 
naissain?  
 

 

Afin de préciser les interactions entre l’huître creuse et OsHV-1 au sein de familles d’huîtres 

creuses plus ou moins sensibles à l’infection virale, un travail préliminaire a été effectué dans 

le but de déterminer la sensibilité de 16 familles : chaque famille a été testée trois fois. Sur la 

base de ces premiers résultats, les deux familles présentant les comportements les plus 

contrastées (mortalités cumulées cinq jours après injection d’une suspension virale dans le 

muscle adducteur des animaux) ont été sélectionnées dans le but d’établir des différences en 

termes de réponses moléculaires virales et cellulaires. Ces interactions ont pu être 

caractérisées par suivi en PCR en temps réel de l’expression de gènes viraux et cellulaires. 

 

Le suivi de l’expression de gènes viraux et cellulaires a été réalisé à 0, 4, 8, 12 et 26 hpi chez 

les deux familles (A et P) et également à 72 et 144 hpi chez les individus survivants de la 

famille la moins sensible (famille P). 

 

Cette étude a permis de mettre en évidence une diminution des quantités d’ADN viral détectés 

au cours du temps chez les animaux survivants de la famille la moins sensible (famille P) 

alors que cette quantité était en constante augmentation chez les animaux de la famille la plus 

sensible (famille A présentant 100% de mortalité en fin d’expérience). Le suivi de gènes 

viraux a montré une différence en termes de niveau d’expression entre ces deux familles. En 

effet, la totalité des gènes viraux était plus fortement exprimée chez la famille la plus sensible 

à 26 hpi en comparaison à la famille la moins sensible. Pour la première fois, l’étude des 

gènes viraux a permis de regrouper des gènes viraux en fonction de leur niveau d’expression 

(3 classes : gènes faiblement, moyennement et fortement exprimés). Il est à noter que 82% des 

gènes viraux ont été retrouvés dans les mêmes groupes pour les deux familles. 
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L’étude de l’expression de gènes cellulaires a également permis d’observer des différences 

entre les individus appartenant à deux familles suggérant des processus pouvant expliquer la 

capacité de certaines huîtres à mieux résister à l’infection virale. 

Ces résultats contribuent à une meilleure compréhension concernant d’une part, la sensibilité 

de l’hôte à l’infection virale, notamment en termes de réponse cellulaire et d’autre part, le 

cycle de multiplication du virus chez différents individus et différentes familles.  

Ces travaux sont rapportés dans l’article 3 (Dual transcriptomics of virus-host interactions: 

comparing two Pacific oyster families presenting contrasted susceptibility to ostreid 

herpesvirus 1 ; BMC Genomics, 2014, 15(580), 1-13). 
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Article 3 
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 Est-il possible de détecter une excrétion II.
différentielle d’ADN viral lors d’une infection 
expérimentale chez des aniamux appartenant à deux 
familles d’huîtres creuses (résultats complémentaires)? 
 

 

Nous avons pu montrer qu’il existait des différences de niveaux d’expression des gènes viraux 

suivant le fond génétique de la famille étudiée (article 3, p131). Au vu de l’ensemble de ces 

résultats, nous avons souhaité étudier s’il existait des différences en matière d’excrétion virale 

pour des animaux présentant des niveaux contrastés de sensibilité à la maladie. En effet, des 

huîtres infectées ne presentant pas de mortalité pourraient jouer le rôle de vecteur et de 

réservoir du virus, permettant ainsi la transmission de ce dernier à des individus sains. 

Sauvage et coll. (2009) ont montré par PCR en temps réel, la présence d’ADN OsHV-1 (de 

l’ordre de 102 copies/L) dans l’eau de mer lors d’épisodes de mortalité massive d’huîtres 

creuses.  

 

Ainsi, l’objectif de ce travail était de déterminer les quantités de virus excrétées (au travers de 

la quantification de l’ADN viral) après infection expérimentale par injection chez des 

individus appartenant aux familles A et P (article 3, p131). Des animaux, âgés de sept mois, 

issus d’une seconde génération (G2) ont été utilisés. Le protocole d’infection a été le même 

que celui décrit dans l’article 3 (p131). Ainsi, 100 µL d’une suspension virale contenant 103 

copies d’ADN viral/µL ou d’eau de mer (contrôle), ont été injectés dans le muscle adducteur 

de chaque huître (n=10 individus par famille). Chaque huître a été placée individuellement 

dans un bécher avec bulleur contenant 500 mL d’eau de mer traitée aux UV. La quantité 

d’ADN viral dans l’eau a été recherchée par PCR en temps réel à différents temps (4, 8, 12, 

26, 32, 48, 58, 72, 96, 120 hpi pour aniamux appartenant aux deux familles et 144 hpi pour la 

famille P). Les huîtres mortes ont été laissées dans le bécher jusqu'à la fin de l’expérience. 
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Figure 19: Mortalité cumulée et quantité d’ADN viral détectée dans l’eau de mer pour 

les familles A et P. Les aires représentent la mortalité cumulée en pourcentage pour les 
familles A (bleue) et P (orange). Les courbes représentent la quantité d’ADN viral détectée 
dans l’eau de mer pour la famille A (bleu) et la famille P (orange). N=10/temps et famille. 
Les barres d’erreurs représentent l’écart type standard. 

 

Dans un premier temps, le suivi de mortalité a confirmé une différence significative (test de 

Kruskal-Wallis, p<0.05) de sensibilité à l’infection entre les individus des deux familles A et 

P (Figure 19, p145). La famille A a présenté un taux de mortalité de 100 % à 48 hpi alors que 

celui de la famille P n’a pas dépassé 30% 120 hpi. Ces résultats sont en accord avec ceux 

obtenus pour la première génération (Segarra et al., 2014, article 3).  

 

La quantité d’ADN viral présente dans l’eau de mer est corrélée positivement avec les 

mortalités observées pour chacune des familles (test de Spearman Rs= 0.6 et Rs= 0.7, pour les 

familles A et P respectivement, p<0.05). Les résultats ont révélé une quantité d’ADN viral 

significativement supérieure (x10) dans l’eau de mer pour les individus de la famille A que 

dans celle contenant les individus de la famille P (test de Kruskal-Wallis, Z=7.54, p<0.05) 

(Figure 19, p145). Cette différence suggère que les animaux appartenant à la famille la moins 

sensible, la famille P, excrèteraient moins de virus que ceux de la famille la plus sensible. 

Ainsi, le fond génétique pourrait avoir un impact quant à la transmission du virus. 
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L’utilisation d’un plus grand nombre de familles contrastées est nécessaire pour confirmer 

cette hypothèse. En effet, dans le cas présent, seules deux familles ont été suivies. Il est donc 

difficile d’écarter le biais d’un éventuel effet famille. Néanmoins, (Dégremont et al., 2013) 

ont montré que la transmission horizontale de l’infection par OsHV-1 entre les huîtres peut 

être liée à leur fond génétique. Les résultats obtenus soulignent également que des individus 

infectés, mais ne présentant aucune mortalité, peuvent être excréteurs de virus. Ces animaux 

peuvent être considérés soit comme des porteurs asymptomatiques soit comme des individus 

malades sans qu’il soit possible d’observer des symptômes particuliers du fait de la présence 

de la coquille et du manque de marqueurs de santé chez les mollusques marins.  

 

Dans cette étude, la détection d’ADN viral dans l’eau est synchrone avec l’observation des 

premières mortalités pour la famille A. En revanche, celle-ci est précédée des premières 

mortalités pour les animaux de la famille P (Figure 19, p145). Néanmoins, des similitudes 

apparaissent entre les cinétiques de détection d’ADN viral pour les individus des deux 

familles. Pour les deux groupes, l’ADN viral a été détecté dans l’eau à partir de 26 hpi suivi 

d’un pic compris entre 32 et 48 hpi. Une diminution des quantités d’ADN détectées est 

ensuite visible entre 48 et 72 hpi pour les individus de la famille A et entre 48 et 96 hpi pour 

les individus de la famille P. La durée d’excrétion du virus est relativement comparable entre 

les deux familles (46 h). Après cette période, un nouveau pic de détection de l’ADN viral est 

observé dans l’eau de mer pour les individus des deux familles. L’interprétation du second pic 

de détection à 72 hpi chez la famille A reste complexe dans la mesure où tous les individus 

sont morts à 48 hpi. L’hypothèse la plus probable est la décomposition des huîtres induisant 

une libération importante d’ADN et/ou de particules virales présentes dans les tissus. En effet, 

les animaux morts ont été laissés dans les béchers durant la durée des expériences. Chez la 

famille P, ce second pic de détection, est très certainement dû à la mort d’un individu à 48 hpi. 
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Figure 20: Quantité d’ADN viral détectée dans l’eau de mer pour la famille P. Les 
courbes représentent la quantité d’ADN viral détecté dans l’eau de mer pour les individus 
présentant de la mortalité (courbe orange) et les individus survivants à l’infection (courbe 
grise). N=3 et N=7 respectivement par temps et par groupe. Les barres d’erreurs 
représentent l’écart type standard.      

 

Dans le but de déterminer si, l’excrétion était identique entre des individus présentant des 

mortalités et des individus survivants au sein de la famille P, nous avons analysés séparément 

la quantité d’ADN virale détectée dans l’eau de mer pour les individus survivants (n=3) 

versus les individus morts (n=7). Les résultats montrent une différence significative entre les 

deux groupes d’individus de la famille P (Test de Mann-Whitney, p<0.05) (Figure 20, p147). 

Le groupe d’individus survivants ne présente qu’un seul pic d’excrétion virale entre 32 et 72 

hpi et aucune détection d’ADN viral n’a été observée dans l’eau de mer après 72 hpi. Ce 

résultat soulève la question du devenir du virus chez les individus survivants et de la 

persistance du pouvoir infectieux d’OsHV-1 dans l’eau de mer. Shimizu et coll. (2006) 

rapportent que le pouvoir infectieux du CyHV-3 (Cyprinid herpesvirus-3) est capable de 

persister au moins 24 h dans l’eau, mais qu’en l’absence d’hôtes, le virus est rapidement 

inactivé. 
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La détection de l’ADN viral ne permet pas d’explorer la production de particules intègres 

enveloppées et infectieuses. En effet, l’ADN détecté peut être libre ou bien contenu dans une 

particule virale intègre ou dégradée. Seules les particules intègres possédant leur enveloppe 

sont capables de pénétrer dans les cellules hôtes et de s’y répliquer. L’exposition d’animaux 

au virus apparaît comme une solution de choix pour explorer la conservation du pouvoir 

infectieux du virus. Schikorski et coll. (2011a) rapportent des mortalités chez les individus 

sains dès un jour après la mise en contact avec des individus infectés, suggérant une excrétion 

de particules virales infectieuses entre 48 et 72 hpi (les animaux infectés ont été injectés 48 

heures avant d’être mis en contact des huîtres saines). Par ailleurs, une technique basée sur 

l’utilisation du monoazide de propidium (PMA), un intercalant de l’ADN, a été récemment 

développée à l’Ifremer (LGPMM, La Tremblade) afin de mesurer les quantités de capsides 

intègres. En effet, le PMA pénètre uniquement à l’intérieur des virus dont la capside est 

endommagée et se lie à l’ADN viral de manière covalente suite à une exposition à une source 

lumineuse. Seul l’ADN des virus ayant une capside intégre est alors amplifié par PCR en 

temps réel. Cependant, cette technique, d’intérêt majeur pour le suivi des capsides intègres 

dans l’eau de mer ou/et dans l’hôte, ne renseigne pas sur l’état de l’enveloppe virale.  

 

En fin d’expérience (144 hpi), les animaux survivants de la famille P ont été mis en contact 

dans un même bac avec des animaux sains de la famille A. L’objectif était d’explorer la 

capacité des animaux survivants à excréter des particules virales infectieuses pouvant 

engendrer de la mortalité. Après 15 jours de cohabitation, aucune mortalité n’a été observée, 

suggérant que les huîtres survivantes n’excrétaient plus de virus intègre 144 hpi. Néanmoins, 

nos résultats montrent également que ces mêmes individus libèrent de l’ADN viral entre 32 et 

72 hpi, suggérant que des huîtres ne présentant pas de mortalités peuvent être considérées 

comme une source du virus. Chez les vertébrés, El-Matbouli et Soliman (2011) décrivent une  

transmission horizontale entre différentes espèces de poisson sensibles ou non à l’herpèsvirus 

CyHV-3. Ainsi, des poissons ne présentant aucune mortalité à CyHV-1 sont capables de 

transmettre l’infection à d’autres poissons. 

 

Nos résultats soulèvent plusieurs questions, (i) le système immunitaire des huîtres survivantes 

permet-il d’éliminer totalement le virus, ou bien (ii) le virus est-il capable d’entrer en 
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latence/persistance chez ces huîtres, et dans ce cas, est-il possible d’observer un nouveau 

cycle actif du virus au sein de ces individus ?  

*Dans notre étude, les huîtres survivantes n’ont pas été placées en conditions de stress. Or, 

chez les vertébrés, des travaux montrent qu’une variation de la température de l'eau peut agir 

comme un facteur de stress affectant le système immunitaire des poissons rouges (porteurs 

sains du virus CyHV-3) et ainsi favoriser la réplication du virus CyHV-3 et sa transmission 

par cohabitation à des carpes saines (El-Matbouli et Soliman, 2011). De plus, il a été montré 

précédemment que la mortalité des huîtres creuses due au virus OsHV-1 dépend de la 

variation de la température de l’eau de mer (Dégremont, 2013; Garcia et al., 2011; Le Deuff 

et al., 1996; Renault et al., 2014). Dans le cas d’une persistance du virus chez les huîtres 

survivantes, ces dernières pourraient jouer un rôle majeur dans la transmission virale en 

milieu naturel. 

 

Des études complémentaires basées sur une variation de paramètres environnementaux 

(température, oxygène, salinité) seront nécessaires pour préciser la persistance du virus dans 

l’hôte et les conditions de sa possible réactivation. 
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  Existe-il des différences de sensibilité à III.
l’infection OsHV-1 au stade larvaire ? 
 

La recherche d’ARNm viraux a également été entreprise chez des larves de seconde 

génération des familles A et P, A-G2 et P-G2. Ces deux familles ont été sélectionnées car 

elles présentaient des sensibilités contrastés face à l’infection à OsHV-1 (article 3, p131), la 

famille A étant la famille présentant le plus de mortalité durant l’infection à OsHV-1. 

 

L’étude des transcrits viraux d’OsHV-1 durant une infection expérimentale chez les larves 

semble d’intérêt, car contrairement à une infection chez le naissain, la réplication virale chez 

les larves pourrait être considérée comme plus synchrone. En effet, le nombre de cellules chez 

les larves est limité et la présence de virus dans la grande majorité des cellules à ce stade de 

développement a pu être montrée. Chez le naissain, l’infection virale apparaît plus se 

développer sous forme de foyers dans différents organes cibles. De plus, ce modèle 

permettrait de réaliser des infections expérimentales plus représentatives des conditions 

naturelles de l’infection en utilisant une contamination par balnéation. Une vingtaine d’essais 

de production de larves axéniques à partir des géniteurs de la famille A ou P ont été réalisés. 

Seuls deux ont pu être menés jusqu’à l’infection expérimentale. La production de larves 

axéniques reste délicate à mettre en oeuvre et différents paramètres doivent être pris en 

compte comme le niveau de maturation des géniteurs ou encore la qualité de l’eau de mer. 

Lorsque les larves ont atteint six jours après fécondation, deux conditions ont été testées : la 

condition contrôle avec des larves non infectées par la suspension virale versus des larves 

mises en contact avec la suspension virale. Les temps de prélèvements des larves ont été 12h 

et 26h post infection. Les ADN et les ARN de pools de larves ont été extraits et testés par 

PCR en temps réel. Nous avons sélectionnés trois gènes viraux suite à l’étude ciblant 39 gènes 

viraux chez le naissain : ORF 7 (hélicase), ORF 25 (protéine membranaire putative), et l’ORF 

87 (IAP). 

 

Des mortalités ont été observées dès 12 hpi pour les larves de  la famille A-G2. Au contraire, 

aucune mortalité n’a été détectée 48 hpi pour les animaux de la famille P-G2. Les résultats 

obtenus en PCR en temps réel pour la détection de l’ADN viral ont mis en évidence que la 
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réplication virale était effective chez les larves des deux familles. L’expression des gènes 

viraux était plus élevée chez les individus de la famille P-G2 que chez ceux de la famille A-

G2. Ce résultat pourrait être expliqué par le fait que les larves de la famille A-G2 ont présenté 

des mortalités dès 12 hpi. Les ARN viraux auraient pu être dégradés rapidement chez ces 

larves, alors que l’ADN viral plus stable serait plus aisément détectable. Ainsi, nous avons pu 

montrer que la réplication virale était observée chez des larves sensibles (présentant des 

mortalités 12 hpi) et moins sensibles (ne présentant aucune mortalité). De plus, le 

comportement observé pour les animaux de la première génération (individus de la famille A 

étaient plus sensibles à l’infection virale en conditions expérimentales que les individus de la 

famille P) semble le même au stade larvaire pour les individus de la seconde génération. 

 

Ce travail est présenté dans l’article 4 (Viral infection and OsHV-1 RNA detection in larval 

Pacific oysters, Crassostrea gigas, soumis à Journal of Invertebrate Pathology, en juillet 

2014) 
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 Conclusion du chapitre 2 IV.

 

Cette partie a été consacrée à la réalisation d’essais d’infection expérimentale in vivo au 

travers de matériel présentant différentes sensibilités à l’infection à OsHV-1 (sur la base des 

mortalités observées après inoculation d’une suspension virale). L’ensemble de ce travail 

permet d’obtenir de nouvelles informations sur les interactions entre l’hôte C. gigas au stade 

naissain ou larvaire, et son agent infectieux OsHV-1.  

Ainsi, ce chapitre visait à répondre aux questions suivantes : 

 

Q3. Est-il possible de mettre en évidence des différences transcriptomiques de gènes 

viraux et cellulaires chez des familles d’huîtres creuses au stade naissain?  

 

Oui, le suivi de gènes viraux et cellulaires au sein des familles d’huîtres creuses a mis en 

évidence des différences en termes de multiplication virale et de réponse immunitaire. Bien 

que nos résultats aient montré que le niveau d’expression des gènes viraux était 

significativement différent entre les deux familles, le cycle de réplication d’OsHV-1 semble 

être identique entre ces familles. Ainsi, les 39 gènes sont exprimés chez les deux familles au 

cours de l’infection. Les individus moins sensibles ne sont pas réfractaires à l’infection. Les 

temps de prélèvements pour les individus de la famille la moins sensible peuvent également 

être discutés. En effet, entre 26 et 72 hpi, le niveau d’expression des gènes viraux chez cette 

famille est peut être identique à celui de la famille la plus sensible. Cependant, l’absence de 

transcrits viraux en fin d’expérience suggère que le virus ne se réplique plus ou que cette 

réplication n’est plus détectable chez les individus survivants (famille P). Les individus 

survivants à l’infection et porteurs du virus pourraient alors être un réservoir pour OsHV-1 

dans l’environnement. Néanmoins, l’hypothèse d’individus éliminant totalement le virus ne 

peut pas être exclu. Cependant, dans les deux cas (persistance ou élimination du virus), 

l’huître apparaît capable de mettre en place un système de défense immunitaire efficace contre 

l’infection virale.  

La multiplication virale était corrélée avec le niveau d’expression des gènes IFI44 et de IAP 

pour les deux familles, mais également avec le gène MyD88 et IkB2 chez la famille la plus 

sensible à l’infection à OsHV-1. Enfin, 26 hpi, l’expression des gènes cellulaires suivie est 
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différente entre les individus appartenant aux deux familles : sous-expression pour les 

individus de la famille la plus sensible et surexpression pour ceux de la famille la moins 

sensible (Figure 21, p166). La régulation de ces gènes cellulaires pourrait notamment 

expliquer la différence de sensibilité à l’infection entre les animaux des deux familles. 

 

Figure 21: Schéma simplifié de l’expression des gènes cellulaires étudiés chez la famille 

sensible et moins sensible à 26 hpi. Gly : Glypican, MyD88 : Myeloid factor 
differentiation 88, IkB2 : , IAP : Apoptosis inhibitor. En bleu sont représentés les gènes 
sous exprimés et en rouge les gènes sur-exprimés d’une famille par rapport à l’autre. 

 

 

Q4. Est-il possible de détecter une excrétion différentielle d’ADN viral au cours d’une 

infection expérimentale chez ces familles d’huîtres creuses (résultats complémentaires) ? 

 

Oui, les résultats complémentaires mettent en évidence l’excrétion d’ADN viral pour les deux 

familles. Ils suggèrent que tous les individus (les plus sensibles et les moins sensibles) soient 

capables de produire des virus, de les excréter et ainsi de transmettre l’infection. L’absence 

d’ADN viral détecté dans l’eau de mer pour les huîtres survivantes appuie l’hypothèse que la 

réplication virale est ralentie ou stoppée chez ces individus. Le devenir du virus reste une 

question en suspens. Cette observation pourrait s’expliquer par l’entrée en latence/persistance 

du virus OsHV-1.  
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Q5. Existe-il des différences de sensibilités à l’infection OsHV-1 au stade larvaire ? 

 

Oui hypothétique. Alors que des études suggèrent que les larves et les jeunes stades 

possèdent un système immunitaire rudimentaire et immature (Jenkins et al., 2013), nos 

résultats montrent que les larves issus d’une famille peu sensible à l’infection virale sont 

capables de survivre à l’infection par OsHV-1. Néanmoins, de l’ADN viral et des ARN viraux 

ont également été détectés chez ces individus. Ce résultat laisse suspecter une infection à bas 

bruit et sans mortalité chez ces animaux.  

Ainsi, nous suggérons que la sensibilité des huîtres à OsHV-1 n’est pas uniquement liée au 

stade de développement de l’huître, mais surtout à son patrimoine génétique. 
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 Est-il possible de moduler la sensibilité chez des I.
huîtres creuses, Crassostrea gigas, face au virus 
OsHV-1 ? 
 

 

I.1 Introduction 

 

Dans le but d’explorer les bases moléculaires de la survie de l’huître creuse, Fleury et coll. 

(2009) ont sélectionnés 9058 gènes pour produire une puce à ADNc spécifique de C. gigas. 

Cette puce a servi à la comparaison transcriptomique de familles d’huîtres présentant des taux 

de mortalité contrastée en période estivale. Parmi ces gènes, 34 étaient exprimés de manière 

différenciée entre les familles au cours de la période précédant les mortalités. Sur la base de 

leur annotation, ces 34 gènes ont pu être répartis en quatre catégories fonctionnelles (GO): la 

reproduction, le métabolisme énergétique, le stress oxydatif et l’immunité. Il est apparu que 

les dix gènes impliqués dans l’immunité étaient surreprésentés chez les huîtres les moins 

sensibles (versus les plus sensibles) au syndrome de mortalité estivale. Cette observation à été 

faite juste avant le pic de mortalité observé sur l’estran. Parmi ces gènes, le gène IkB codant 

pour un inhibiteur de la voie NF-kB était sous-exprimé chez les huîtres peu sensibles 

comparées à celles les plus sensibles au syndrome de mortalité estivale. En 2008, Montagnani 

et coll. ont caractérisé un gène comme appartenant à la famille des IκB chez l’huître creuse et 

présentant des homologies avec des séquences rapportées chez d’autres espèces. Le gène IκB 

a été également caractérisé chez d’autres mollusques comme le pétoncle, Argopecten 

irradians (Mu et al., 2010) ou l’huître perlière, Pinctada fucata (Zhang et al., 2009). Zhang et 

coll. (2011) ont rapporté l’existence chez C. gigas de deux gènes homologues, Cg-IκB1 et 

Cg-IκB2, possédant les domaines caractéristiques des membres de cette famille. Le gène Cg-

IκB2 qui a été retrouvé exprimé de manière différenciée entre des huîtres présentant des 

mortalités contrastées sur estran en période estivale (Fleury et Huvet, 2012). 

Afin d’étudier le rôle de ce gène, le Laboratoire de Physiologie des Invertébrés (LPI, Ifremer, 

Brest), a mis en œuvre des expériences d’inhibition de l’expression de ce gène par ARN 

interférence (par injection d’ARN double brin spécifique : ARNdb, Annexe 2, p273). Le LPI 

a développé cette technique chez C. gigas depuis 2009 (Fabioux et al., 2009). L’inhibition 

d’un gène par ARNi est réversible et réalisée au moment souhaité. En effet, le gène est 
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toujours présent, sa transcription peut s’effectuer, mais les ARNm produit sont dégradés 

spécifiquement conduisant à l’absence ou la réduction quantitative de la protéine 

correspondante suite à l’injection d’ARNdb.  

 

Dans le cadre de mon travail de thèse, après injection ARNdb spécifique du gène Cg-IκB2, 

une infection expérimentale (injection d’une suspension virale) a été réalisée 24 h après dans 

le but d’observer le comportement des huîtres vis à vis de l’infection à OsHV-1. Nous avons 

suivi chez les individus infectés par le virus, l’expression de gènes viraux et cellulaires après 

injection ou non d’ARNdb. 

 

Cette approche d’ARNi visant à inhiber un inhibiteur de la voie NF-kB, Cg-IkB2, a permis 

d’obtenir du matériel biologique contrasté en termes de sensibilité à l’infection virale. Cette 

étude a été réalisée en collaboration avec le Laboratoire Physiologie des Invertébrés (LPI, 

Ifremer, Brest). Ce travail fera prochainement l’objet d’une publication en complément des 

résultats obtenus par le LPI. 

 

 

I.2 Matériel et méthodes 

 

 Animaux  I.2.A.
 

En mai 2012, des huîtres creuses, C. gigas, ont été produites à l’écloserie Ifremer d’Argenton 

(Finistère, France) comme décrit par Petton et coll. (2013), puis élevées à la station Ifremer de 

Bouin (Poitou-Charentes, France). En novembre 2012, 400 huîtres (âgées de six mois et 

pesant environ 4 g) ont été transférées dans les infrastructures d’élevage du centre Ifremer 

(Plouzané) et acclimatées pendant quatre jours (augmentation d’un degré par jour pour 

atteindre 20°C, eau de mer filtrée à 1 µm) avant d’être utilisées pour les essais.  
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 Synthèse d’ARN double brin I.2.B.
 

Le protocole utilisé a été celui décrit précédemment par Fabioux et coll. (2009). Un pool 

d’ARN total extrait à partir d’un broyage de l’ensemble des tissus de dix huîtres collectées 

dans le bassin de Marennes-Oléron a été utilisé comme matrice et amplifié par RT-PCR afin 

d’obtenir de l’ADN complémentaire (ADNc). Un fragment de 312 pb de la séquence codante 

du gène Cg-IkB2 (Genbank n° HQ650768) de l’huître creuse a pu ensuite être amplifié à 

partir de cet ADNc, par PCR avec le couple d’amorces IPK : sens: 5' -

GGATTTGAACGACCTGGAAG- 3', anti-sens : 5' -GCAGACGACTCGTTTTCATC- 3' 

(Huvet et al., communication personnelle). La taille du fragment obtenu a été analysée sur gel 

d’agarose. Ce fragment a été sous-cloné dans le vecteur pCR4 -TOPO (Invitrogen), puis 

séquencé pour vérification. Les plasmides recombinants ont été purifiés en utilisant le kit de 

purification d'ADN plasmidique NucleoBond ® Xtra Midi (Macherey-Nagel) et dosés au 

spectrophotomètre (Nanodrop 1000 ND, Thermo Fisher Scientific). Ces plasmides ont été 

linéarisés avec les enzymes NotI ou Spel (Promega), puis extraits au phénol-chloroforme, 

précipités en l'éthanol et remis en suspension dans l'eau sans RNase. Les produits de 

linéarisation ont été vérifiés par électrophorèse sur gel d’agarose 1%. Les deux brins du 

plasmide purifié ont été transcrits in vitro en utilisant le kit T7 et T3 MEGAscript (Ambion) 

pour produire les ARN simple brin (ARNsb) sens et anti-sens du gène Cg-IkB2. Ces ARNsb 

ont été extraits par  phénol/chloroforme, précipités à l'éthanol et remis en suspension dans de 

l’eau sans RNase. Après quantification par spectrophotométrie (Nanodrop 1000 ND ; Thermo 

Fisher Scientific), des quantités équimolaires d’ARNsb sens et anti-sens ont été chauffées 

dans un bain marie à 100°C pendant 1 min et laissées à refroidir pendant 10 h jusqu’à 

atteindre la température ambiante. L’ARNdb obtenu a été analysé par électrophorèse sur gel 

d'agarose à 1 % afin de s'assurer qu'il n’existait qu’une seule bande de taille attendue (312 pb) 

et a été dosé au spectrophotomètre (ARN double brin à la concentration de 2 µg/µL).  
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 Plan expérimental  I.2.C.
 

 

 

 

Figure 22: Plan expérimental d’injection des ARNdb et de l’infection par OsHV-1 chez 

du naissain de Crassostrea gigas 

 

L’expérience a été menée sur du naissain d’huître creuse (Figure 22, p174). Afin d’être 

« anesthésiées », 372 huîtres ont été plongées durant 4 h dans une solution contenant du 

chlorure de magnésium (MgCl2, 50 g/L), de l’eau de mer stérile (1 vol) et de l’eau douce (4 

vol) (Schikorski et al., 2011b). Cent quatre-vingt-six huitres « anesthésiées » ont été injectées 

soit avec 100 µl d’ARNdb (1 µg/g de poids total d’huître) dilué dans du Tris-NaCl, soit avec 

100 µL de solution saline Tris-NaCl servant de contrôle. La moitié du volume des 100 µL 

ARNdb ou Tris-NaCl a été injectée dans la gonade (50 µL) et l’autre moitié (50 µL) dans le 

muscle adducteur. Ensuite, les huîtres ont été placées à 20±1°C dans des bacs de 30 L 

contenant de l’eau de mer filtré (1 µm) (Figure 22, p174).  

Vingt-quatre heures après injection des ARNdb ou du Tris-NaCl seul, 100 µL d’une 

suspension d’OsHV-1 ajustée à 104 copies d’ADN viral/µL ont été injectés dans le muscle 

adducteur de chaque individu à l’aide du seringue 1 mL. Les huîtres ont ensuite été placées à 

20±1°C dans trois bacs (52 huîtres par bac et par condition) contenant 30 L d’eau de mer filtré 

(1 µm). Des témoins injectés avec de l’eau de mer (100 µL) ont été réalisés pour les 

conditions ARNdb et Tris-NaCl, puis placés pour chacune des conditions dans un autre bac 

1. Injection ARNdb 
ou Tris-NaCl 

2. Injection OsHV-1 ou 
Eau De Mer Stérile 1er$échan*llonnage:$

24$hpi$

2ème$et$3ème$

échan*llonnages:$

24$et$48$h$post$

infec*on$

ARNdb Tris-NaCl ARNdb + 
OsHV-1 

Tris-NaCl + 
OsHV-1 

ARNdb + EDMs Tris-NaCl + 
EDMs 

N=52/bac 

N=30 

N=52/bac 

N=30 

3. Suivi de 
mortalité 

N=30 

N=186 

24$h$post$injec*on$$

N=186 
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(30 huîtres par conditions afin d’être à la même densité pour le suivi de mortalité post-

prélèvement) (Figure 22, p174). 

Des prélèvements de cinq huîtres par bac (soit 15 par condition) ont été réalisés pour les 

animaux injectés ARNdb et Tris-NaCl seul (avant l’infection d’OsHV-1 ou d’eau de mer), 

puis 24 et 48 h post-infection pour les conditions « ARNdb + OsHV-1 » et « Tris-NaCl seul + 

OsHV-1 » (Figure 22, p174). 

Pour chaque prélèvement, un fragment de branchie a été collecté et conservé dans de l’azote 

liquide pour une extraction ultérieure d'ARN totaux et un fragment de manteau a été placé 

dans de l’éthanol afin de quantifier l’ADN viral par PCR en temps réel, 24 h et 48 h post-

injection de la suspension virale. Un suivi de la mortalité a été réalisé sur la durée de 

l’expérience, soit 12 jours. 

L'ADN total a été extrait tel que décrit précédemment (Schikorski et al., 2011b). La détection 

et la quantification de l'ADN viral a été réalisée en triplicats par PCR en temps réel d’après le 

protocole établi par Pepin et coll. (2008).  

 

 Extraction d’ARN et synthèse d’ADN I.2.D.
complémentaire 

 

Chaque prélèvement a été broyé (broyeur de type DANGOUMAU) en azote liquide  (-

196°C), puis 30 mg de la poudre obtenue ont été utilisés pour extraire les ARN totaux dans 

1,5 mL de solution d’extraction (Extract-All solution, Eurobio). Les ARN totaux ont été 

traités avec le kit DNAse RTS (BIO - MO) selon les instructions du fabricant. Des réactions 

de PCR en temps réel ont été réalisées après traitement à la DNAse (ARN dilué au 1/10) en 

utilisant les amorces ciblant le facteur d'élongation 1 (Fabioux et al., 2004) dans le but de 

vérifier l'absence d'ADN contaminant. Tous les ARN totaux ont ensuite été analysés au 

spectrophotomètre (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific) à 260 nm pour être 

quantifiés, puis au bioanalyser afin de vérifier la qualité de chaque échantillon d’ARN extrait 

(Agilent ARN 6000 Nano Reagents, Agilent). La transcription inverse a été ensuite réalisée 

avec l’enzyme M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus, Sigma) en présence d'oligo-

dT suivant le protocole décrit par Fabioux et al. (2004).  
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 PCR en temps réel et expression de gènes I.2.E.
viraux et cellulaires 

 

La PCR en temps réel a été réalisée en utilisant l’appareil Mx3000 Thermocycleur (Agilent). 

Le volume final de chaque réaction était de 20 µL. Chaque puit contenait 5 µL d’ADNc de 

dilution (1/20), 10 µL de Brillant III Ultra-Fast SYBR ® Green Master Mix (Agilent), 2 µL 

de chaque amorce (3 uM) et 1 µL d'eau distillée. Les conditions de cycle ont été les suivantes: 

3 minutes à 95°C, 40 cycles d'amplification à 95°C pendant 5 s, 60°C pendant 20 s. Des 

courbes de dissociation ont été également tracées (55-95°C), afin de vérifier l’amplification 

spécifique pour chaque couple d'amorces. Les contrôles négatifs (avec de l’eau stérile) ont été 

également inclus pour rechercher d’éventuelles contaminations. 

Le suivi de l’expression de gènes viraux a été réalisé en utilisant les 39 couples d’amorces 

préalablement dessinés et standardisés par (Segarra et al., 2014a). Le niveau d’expression des 

gènes a été calculé pour chaque individu avec la formule : F = log10[(E+1)40-Ct/N] adapté de 

De Decker et coll. (2013) où E est l'efficacité pour chaque ORF, Ct correspond au nombre de 

cycles de PCR, N est le nombre maximal de copies d'ADN viral / µL d'ADN total détecté 

moins le nombre de copies d'ADN viral /µL d'ADN total détecté pour chaque individu. Ct = 

40 a été arbitrairement considérée comme correspondant à « aucune détection » obtenu par 

PCR en temps réel. 

La PCR en temps réel a également été utilisée pour suivre l’expression de cinq gènes d’interêt 

de C. gigas incluant (i) le myeloid differentiation factor 88 (MyD88), (ii) le NF kappa-B 

inhibitor cactus (IkB2), (iii) l’interferon-induced protein 44 (IFI44), (iv) le Glypican (Gly) et 

(v) la Baculoviral apoptosis inhibitor repeat-containing protein 2 (IAP) (Segarra et al., 2014b), 

article 3). L’efficacité de chaque couple d’amorces a été déterminée par PCR en temps réel 

(Segarra et al., 2014a, article 1). Le niveau d’expression relative (R) a été calculé selon la 

méthode décrite par Pfafll, 2001 R= [(Etarget)
ΔCT target(control-sample)]/ [(EEFα-1)

ΔCT EFα-1 (control-sample)]. 

Le gène de référence sélectionné pour la normalisation est le facteur d'élongation I (EF) (CV 

= 4.6%, Kruskal-Wallis test Z = 0.8, p > 0.05) et le calibrateur pour l'expérience est un pool 

d’ADNc prélevé au cours du premier échantillonnage, soit 24 hpi ARNdb ou Tris-NaCl seul 

(avant injection de la suspension virale). 
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 Analyses statistiques I.2.F.
 

Les courbes de survie (Kaplan-Meier) et le test de Wilcoxon ont été utilisés pour comparer les 

différentes conditions. Une carte type « heatmap » a été générée grâce au logiciel R afin de 

représenter l'expression des gènes viraux pour les deux conditions. Le regroupement des 

gènes viraux a été réalisé en utilisant la méthode euclidienne. Les résultats pour l'expression 

relative de gènes cellulaires ont été exprimés en boite à moustache et un test de Mann-

Whitney a été utilisé pour analyser l'expression de ces gènes. Les corrélations entre la quantité 

d’ADN viral et l'expression de chaque gène cellulaire ont été testées en utilisant le test non 

paramétrique rho de Spearman. Tous les calculs statistiques ont été effectués avec le logiciel 

XLSTAT (version 2013), et les résultats ont été considérés comme statistiquement 

significatifs lorsque P <0,05.  
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 L’huître creuse, est-elle résistante à l’infection au I.
stade adulte ? 
 

Bien que la détection d’OsHV-1 chez l’huître creuse concerne essentiellement les stades 

larvaire et naissain, des auteurs ont mis en évidence la présence de ce virus chez des huîtres 

adultes (Arzul et al., 2002; Barbosa-Solomieu et al., 2004). D’autres bivalves aux stades 

adultes tel que C. virginica (Farley et al., 1972) et O. angasi (Hine et Thorne, 1997) ont 

également été décrits comme porteurs asymptomatiques d’un virus de type herpès. Ainsi, les 

bivalves adultes semblent moins sensibles aux infections à herpèsvirus que les plus jeunes. Ce 

constat a pu également être montré chez le poisson chat infecté par l’herpèsvirus CCV 

(channel catfish virus) et chez le saumon du Japon adultes infectés par le virus Oncorhynchus 

masou (Kimura et al., 1981; Plumb, 1973; Wise et al., 1988). 

De plus, les herpèsvirus sont connus pour persister de façon latente chez l’hôte en ne 

présentant aucun signe clinique visible.  

 

Dans ce contexte, cette partie de thèse concerne la réplication d’OsHV-1 chez les huîtres 

creuses adultes lors d’une infection expérimentale in vivo. Notre étude a consisté à inoculer 

une suspension virale chez deux groupes d’huîtres creuses adultes, A1 et A2, âgées 

respectivement de 19 mois et deux ans. La mortalité et la quantité d’ADN viral ont été suivies 

chez ces deux groupes. Enfin, le suivi de l’expression de gènes viraux et cellulaires a été 

réalisé chez le groupe A1 à 0.5, 10, 26, 72, et 144 heures après injection de la suspension 

virale. 

 

Pour la première fois, cette approche a permis de mettre en évidence des mortalités au stade 

adulte suite à une infection expérimentale par OsHV-1. L’analyse des individus révèle 

également que ces individus étaient initialement porteurs d’ADN viral. L’injection virale 

réalisée au cours de cette étude a probablement provoqué une surinfection par OsHV-1 chez 

ces huîtres adultes. 

 

Néanmoins, la quantité d’ADN viral a diminué à partir de 10 et 26 hpi respectivement chez 

ces deux groupes. Pour le groupe A1, cette quantité a même atteint un seuil comparable à 
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celui observé chez les adultes contrôles (eau de mer) à 72 et 144 hpi. Nous avons donc 

sélectionné ce groupe pour étudier l’expression des gènes viraux et cellulaires. Ces travaux 

soulignent un faible taux de transcrits viraux et donc une faible réplication d’OsHV-1 10 et 26 

hpi, suivie de l’absence de détection d’ADN viral à partir de 72 et 144 hpi. L’étude de 

l’expression de gènes cellulaires impliqués dans l’immunité révèle notamment une très forte 

surexpression du gène IAP chez les huîtres expérimentalement infectées versus les huîtres 

contrôles. A contrario, l’expression du gène IFI44 est plus importante chez les huîtres 

contrôles que les huîtres expérimentalement infectées (Article 5).  

 

Le second objectif de ce travail était de mettre en évidence des activités antivirales chez les 

huîtres creuses adultes suite à une stimulation par une injection d’une suspension virale. En 

raison du manque de lignées cellulaires de mollusques marins, l’activité antivirale de 

l’hémolymphe d’huîtres creuses adultes a été testée vis-à-vis d’un herpèsvirus humain, HSV-

1, en utilisant des cellules Véro (cellules de type fibroblastique). Le choix de ce modèle 

hétérologue s’explique d’une part par le fait que des particules virales d’OsHV-1 ont été 

observées dans des cellules de type fibroblastique chez C. gigas (Renault et al., 1994b). Le 

virus HSV-1 possède quant à lui, des homologies avec OsHV-1 dans l’organisation de son 

génome (Davison et al., 2005). De plus, ce modèle hétérologue a été préalablement utilisé 

avec succès pour rechercher des activités antivirales chez les mollusques marins, l’huître 

creuse et l’ormeau (Green et al., 2014; Olicard et al., 2005a, 2005b; Zeng et al., 2008). La 

présence dans l’hémolymphe des mollusques marins d'activités antivirales vis-à-vis de 

différents virus a ainsi été montrée, et des activités anti HSV-1 plus élevée ont été détectées 

pendant l'été (Dang et al., 2011; Olicard et al., 2005b).  

 

L’hémolymphe d’huîtres creuses des groupes A1 et A2 a été prélevé 0, 0.5, 10, 26, 72 et 144 

heures post infection, puis centrifugée séparément et mis en contact avec des cellules Véro 

pendant 42, 72 et 96 h afin de rechercher des activités antivirales induites spécifiquement au 

cours d’une infection expérimentale. De l’hémolymphe d’huîtres n’ayant pas reçu d’injection 

de suspension virale constituait un contrôle négatif pour l’ensemble des mesures réalisées. 

L’activité antivirale a été suivie et analysée par densité optique utilisant la méthode de 

coloration au rouge neutre. Les expériences de mise en contact ont été réalisées en triplicat 

pour les deux groupes d’huîtres adultes. Nos résultats n'ont pas mis en évidence des 
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différences significatives d’activités antivirales entre les huîtres contrôles et 

expérimentalement infectées (Article 5 : Ostreid herpesvirus type 1 replication and host 

response in adult Pacific oysters, Crassostrea gigas, Veterinary Research). 

 

Ces travaux sont rapportés dans l’article 5 accepté dans Veterinary Research, septembre 

2014. 
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Abstract 

Since 2008, massive mortality outbreaks associated with OsHV-1 detection have been 
reported in Crassostrea gigas spat and juveniles in several countries. Nevertheless, adult 
oysters do not demonstrate mortality in the field related to OsHV-1 detection and were thus 
assumed to be more resistant to viral infection. Determining how virus and adult oyster 
interact is a major goal in understanding why mortality events are not reported among adult 
Pacific oysters. Dual transcriptomics of virus-host interactions were explored by real-time 
PCR in adult oysters after a virus injection. Thirty-nine viral genes and five host genes 
including MyD88, IFI44, IkB2, IAP and Gly were measured at 0.5, 10, 26, 72 and 144 hours 
post infection (hpi). No viral RNA among the 39 genes was detected at 144 hpi suggested the 
adult oysters are able to inhibit viral replication. Moreover, IAP gene (oyster gene) showed 
significant up-regulation in infected adults compared to control adults. This result suggests 
that over-expression of IAP could be a reaction to OsHV-1 infection, which may induced the 
apoptotic process. Apoptosis could be a main mechanism involved in disease resistance in 
adults. Antiviral activity of haemolymph against herpes simplex virus (HSV-1) was not 
significantly different between infected adults versus control. 

Introduction 

In 1972, virus particles morphologically similar to herpesviruses were first reported in an 
invertebrate, the Eastern oyster, Crassostrea virginica, from the USA [1]. Since then, the new 
family Malacoherpesviridae in the order Herpesvirales has been created in order to include a 
virus named ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1) infecting different bivalve species [2-4]. 
OsHV-1 is reported in mass mortality outbreaks observed among Pacific oysters less than one 
year old [5-8]. Considering the economic importance of shellfish culture, tools have been 
previously developed for rapid virus detection [5,9-12] and OsHV-1 genome has been fully 
sequenced from purified virus particles [3]. 

Since 2008, mass mortality outbreaks (with rates of up to 80%) have been reported in C. gigas 
spat and juveniles in Europe, New Zealand and Australia [13-15] and have been associated 
with virus variants [16-18]. OsHV-1 role in these mortalities has been underlined by 
experimental infection of C. gigas spat with viral suspension [19,20]. These abnormal 
mortalities have not occurred among C. gigas adults in France. Nevertheless, virus DNA and 
proteins can be detected in adult oysters in the absence of mortality [21,22]. Similar 
observations were reported in vertebrate herpesviruses such as channel catfish virus (CCV) in 
channel catfish adults [23], or Oncorhynchus masou virus in salmonid adults [24]. In 
vertebrates, the strategies that herpesviruses use to infect cells during lytic or latent infection 
have been studied intensively [25]. However, Information on these aspects of infection by 
OsHV-1 is rudimentary.  

Oyster have an efficient defence mechanism based on innate immunity. Studies have 
demonstrated that the immune system of C. gigas is capable of recognizing of virus infection 
with resulting variations in expression of genes involved in virus recognition, signaling and 
immunity i.e. Myeloid Differentiation factor 88, IkB2, Interferon-induced protein 44, 
Glypican and apoptosis inhibitor [26-29]. Due to the lack of molluscan cell lines for culturing 
OsHV-1, antiviral activities of molluscs are often tested against another virus, using a plaque 
assay [28,30-32]. Crassostrea gigas heamolymph contains a compound(s) that inhibits herpes 
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simplex virus type 1 (HSV-1) replication in Vero cell [28,30,31]. To date, investigations into 
in vitro antiviral responses of C. gigas after an OsHV-1 infection have not been undertaken.  

Although experimental protocols have been developed recently to reproduce the viral 
infection in laboratory conditions [19,20] the dynamic processes of infection have not been 
studied in experimental conditions at the adult stage. 

In this context, adult oysters appear as animals of interest to study interactions host and 
OsHV-1. Based on previous observations adult oysters are assumed to be more resistant to 
viral infection.  

In this study, we have explored what happens in adult oysters after a virus injection through 
monitoring mortality, antiviral activities and viral and oyster gene expression. 

Material and methods 

Animals and experimental infection design 

Two families of Pacific oyster, Crassostrea gigas, with different genetic backgrounds were 
used in this study. Two families, A1 and A2, were produced using different genitors (one 
male and one female for each family) in the Ifremer facilities located in La Tremblade 
(Charente Maritime, France) in 2010. They were characterized by high survival rates during 
their first year of life when spat were reared in the field [33]. Experimental infections were 
carried out using oysters from both families (two years old, 6 cm in length for A1 and 19 
months old, 4 cm in length for A2). For each family, 240 oysters were “anaesthetized” during 
4 h in a solution containing magnesium chloride (MgCl2, 50 g/L) in seawater (1 v)/ distilled 
water (4 v) [34]. One hundred µL of an OsHV-1 (µVar [16]) suspension at 1.106 copies of 
viral DNA/µL were injected into the adductor muscle of 120 oysters per family [19,20]. 
Similarly, 120 adults from each family were injected with 100 µL of sterile artificial seawater 
as controls. Pacific oysters were then placed in four tanks (30 oysters per tank/condition) 
containing 5 L of filtered seawater (1 µm) at 22 °C. One tank per condition was dedicated to 
survival record and the three other were dedicated to sample collection. The absence of 
bacterial contamination of the viral suspension was tested before each challenge. The viral 
suspension was spread onto Petri dish which contained marine agar and no bacteria were 
observed.  

Twenty oyster spat (7 months old, 3 cm in length) were simultaneously injected in order to 
confirm that the virus suspension was infectious and mortality was monitored without sample 
collection. Spat were produced at the Ifremer facilities (La Tremblade, Charente Maritime, 
France) from wild oysters which were collected from the Marennes-Oléron Bay in January 
2011. 

Mortality was monitored during a period of 144 h and cumulative mortality was defined daily 
for each condition (oysters infected with OsHV-1 or injected with sterile artificial seawater). 
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Plasma and tissue sample collection  

For both families (A1 and A2), haemolymph was collected from six live oysters with a sterile 
syringe (1 ml, Terumo) from the pericardial cavity and pooled for each tank, condition and 
family. These samples were collected at 0.5, 10, 26, 72 and 144 hours post-infection (hpi). 
Haemolymph pools were centrifuged at 300 rpm during 10 min at 4 °C then filtered at 
0.22 µm in order to study antiviral activity. All plasma samples (without haemocytes) were 
stored at –80 °C. 

Two pieces of mantle were sampled from two live individuals per tank (6 individuals per 
time/condition) from both families. A piece of mantle (50 to 100mg) was disposed in a tube 
containing 1 mL of TRIZOL® Reagent™ (Ambion®) and frozen at –80 °C for further RNA 
extraction. The second piece of mantle was directly frozen at –20 °C for DNA extraction. 

DNA and RNA extraction and cDNA synthesis  

DNA extraction was performed using a QiAamp tissue mini kit® (QIAgen) according to the 
manufacturer’s protocol. Elution was performed in 100 µL of AE buffer provided in the kit.  

Total RNA was extracted using TRIZOL® Reagent™ (Ambion®) according to the 
manufacturer’s recommendation. Total RNA was treated with Turbo™ DNAse (Ambion®) to 
remove genomic DNA. The RNA quality and quantity were determined using NanoDrop 
2000 (Thermo Scientific) and Bioanalyser 2100 (Agilent). First-strand cDNA synthesis was 
carried out using the SuperScript ® III First-Strand Synthesis System (Invitrogen) using 8000 
ng of treated RNA. Reactions lacking RT were performed after each DNAse treatment using 
real-time PCR in order to control absence of oyster and/or virus genomic DNA.  

OsHV-1 DNA quantification  

Viral DNA quantification was carried out by real-time PCR in duplicate using a Mx3000 
Thermocycler (Agilent) according to previously described protocols [11,35]. Amplification 
reactions were performed in a total volume of 20 µL to study oyster gene or viral gene 
expression. Each well contained 5 µL of DNA, 10 µL of Brillant III Ultra-Fast SYBR® Green 
PCR Master Mix (Agilent), 2 µL of each primer (3 µM) and 1 µL of distilled water. Real time 
PCR cycling conditions were as follow: 3 min at 95 °C, followed by 40 cycles of 
amplification at 95 °C for 5 s, 60 °C for 20 s. Melting curves were plotted (55-95 °C) in order 
to ensure that a single PCR product was amplified for each set of primers. Negative controls 
(without DNA) were included to rule out DNA contamination. 

Gene expression analysis 

Real-time RT PCR was used to follow 39 viral genes [35] and five host genes. In both cases, 
the protocol was the same that previously described with 5 µL of cDNA dilution (1/30) 
instead of genomic DNA. 

Viral gene expression 

Viral RNA detection was performed only for family A2. Normalized relative viral gene 
expression levels were calculated for each individual by using the formula: F = log10[(E+1)40-

Ct/N] adapted from de Decker et al. [36], where E is efficiency of each primer couple [35], Ct 
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(threshold cycle) corresponds to the PCR cycle number, N is the maximal number of viral 
DNA copies/µL of total DNA detected minus number of viral DNA copies/µL of total DNA 
determinate by absolute real time PCR for each individual and Ct = 40 is arbitrarily 
considered to correspond to “no Ct” obtained by real-time PCR. 

Host gene expression 

Expression of five oyster immune related genes was monitored only from family A2 by real-
time PCR: myeloid differentiation factor 88 (MyD88), NF kappa-B inhibitor cactus (IKB2), 
interferon-induced protein 44 (IFI44), glypican (Gly) and Baculoviral apoptosis inhibitor 
repeat-containing protein 2 (IAP) genes [29]. The relative quantification value (ratio R) was 
calculated as described in Segarra et al. [29] using the method described by Pfaffl [37]. 

Host gene expression was normalized to that of elongation factor I (EF), as no significant 
differences of Ct values were observed for this housekeeping gene between several conditions 
during the course time (CV = 2.2%, Kruskal-Wallis test Z = 0.10, p > 0.9). The calibrator 
used for the experiment was individuals sampling at time 0.5 hpi for family A2. 

Cytotoxicity and antiviral activity of haemolymph against HSV-1 

Cytotoxicity and antiviral activity of oyster haemolymph were monitored in vitro on Vero 
cells as previously described [30,38]. HSV-1 titration was performed by the limiting dilution 
method [39]. The HSV-1 stock had a titer of 2.107,4 ID50/mL and MOI was 0.001 ID50/cell. 
One hundred µL of African green monkey kidney cell suspension (3.5 × 105 Vero ATCC 
CCL-81 cells/mL) diluted with MEM 8% FCS were distributed into the wells of a 96 wells 
plate. Cell suspensions were incubated with 50 µL of oyster haemolymph and/or 50 µL of 
HSV-1 cell suspension (48, 72, and 90 h, 37 °C, 5% CO2) in Eagle’s MEM containing 8% 
FCS. Triplicates of haemolymph suspension were tested. This model is currently used for the 
screening of antiviral molecules from marine organisms [40]. After 48, 72 and 96 h of 
incubation, antiviral activity was evaluated by the neutral red dye method [41]. After shaking, 
optical density (OD) was measured at 540 nm using a spectrophotometer (SpectraCountTM; 
Packard). Cell and HSV-1 controls were run simultaneously. The antiherpetic compound 
acyclovir [9-(2-hydroxyethoxymethyl) guanine] (Merck), 25 mg/mL was used as a reference 
for HSV-1 inhibition.  

The percentage of cytotoxicity was calculated as [(OD)C−(OD)Oyster/(OD)C] × 100 where 
(OD)C and (OD)Oyster were the OD values of the control cells (without haemolymph or 
HSV-1) and treated cells with haemolymph, respectively [42]. The antiviral activity was 
calculated by: [((OD)OysterHSV-1−(OD)HSV-1)/((OD)Oyster−(OD)HSV-1)]×100 where, 
(OD)OysterHSV-1 was the OD of the test haemolymph with HSV-1, (OD)HSV-1 was OD of 
HSV-1 infected control cells, (OD)Oyster was the OD of the test haemolymph. 

Data analysis 
Kaplan-Meier survival curves and the Wilcoxon test were used to characterize and compare 
survival between adult oyster families A1 and A2, and spat.  

CTs were calculated with the Stratagene Mxpro software 4.0. A heatmap was generated in 
order to represent the viral gene expression using the “heatmap” package in R. Clustering of 
viral genes was performed using the euclidean method. Results for relative expression of 
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oyster genes were expressed as mean ± standard error. A Mann-Whitney test was used to 
analyze oyster gene expression. 

Correlations between viral DNA amounts and antiviral activity of haemolymph were tested 
with the Spearman’s nonparametric rho using the XLSTAT software (version 2013), and 
results were declared statistically significant at the two-sided 5% (i.e., P < 0.05). 
 
 

Results 

Mortality and virus DNA detection for A1 and A2 families  

The respective mean survival rates of families A1 and A2 were 70% and 75% at 144 hpi 
(Kaplan-Meier, Figure 1). The mean survival rates for oyster spat injected with the same viral 
suspension was 0% at 144 hpi (Figure 1). Mortality rates of infected adults (A1 and A2) were 
significantly different of controls and infected spat (Wilcoxon test, p < 0.05).  

Although no mortality was observed in control adult oysters (oysters injected with sterile 
seawater), viral DNA was detected by real-time PCR in animals from both families (A1 and 
A2) (Figure 2). For control adults, the mean OsHV-1 DNA amounts were 1.5 × 101 viral 
DNA copies/ng of total DNA at 0.5 hpi from both families. Viral amounts increased and 
peaked at 10 hpi (1.0 × 102 viral DNA copies/ng of total DNA) and 26 hpi (9.1 × 102 viral 
DNA copies/ng of total DNA) in control adults from families A1 and A2, respectively (Figure 
2) and decreased after these times. At later time points, the mean viral DNA amount observed 
was estimated at less than 10 viral DNA copies/ng of total DNA in A1 and A2 controls 
(Figure 2).  

Concerning adults injected with the OsHV-1 suspension, viral DNA amounts increased to 
reach 7.1 × 104 viral DNA copies/ng of total DNA at 10 hpi and 8.9 × 105 viral DNA 
copies/ng of total DNA at 26 hpi in A2 and A1, respectively (Figure 2). At the end of the 
challenge, the viral DNA amounts were significantly different (p < 0.005) between both 
families. The viral amounts decreased during the challenge to reach < 10 and 8.8 × 103 viral 
DNA copies/ng of total DNA at 144 hpi in A2 and A1, respectively (Figure 2). 

Dual transcriptomics of OsHV-1 and oyster genes in the family A2  

Family A2 was selected in view of few viral DNA amounts detected at the end of the 
challenge. The expression levels of 39 OsHV-1 genes were studied by real-time PCR in 
mantle. The 39 selected genes were selected in previous studies based on the literature and/or 
their predicted functions [3,35]. The fold change of -7 (blue) consisted of no viral transcript 
detection, while -3 (yellow) consisted of highly expressed genes. No viral RNA was detected 
before the experimental infection (data not shown) and the first viral RNA was observed at 
0.5, 10, 26 and 72 hpi (Figure 3).  
Differences in terms of gene expression levels were observed between individuals collected at 
the same time. Although few transcripts were detected at 0.5 and 72 hpi, we observed clearly 
an up regulation of almost all virus genes in three individuals at 10 hpi (Fold change = -3) 
(Figure 3). About half of the viral genes were expressed at 26 hpi in all individuals. Finally, 
no transcripts were detected in all individuals at 144 hpi (Figure 3). Virus transcripts were 
grouped by the euclidean method to produce a dendrogram comparing the expression levels of 
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the 39 ORFs. Three clusters were observed: one group of highly expressed genes (C1), one 
group of moderately expressed genes (C2) and one group of low expressed genes (C3) (Figure 
4). No significant difference was observed between C1 and C2 clusters. Nevertheless, genes 
included in C3 cluster were significant up-regulated compared to other genes (Mann-Whitney, 
p < 0.05) (Figure 4). 

Concerning the five selected oyster genes, only three showed significantly different 
expressions between control adults and oysters injected with OsHV-1: IFI44 at 26, 72 and 144 
hpi, Glypican at 144 hpi, and IAP at 10, 26, 72 and 144 hpi (Figure 5). Among these three 
genes, only IFI44 gene expression was down regulated at 26, 72 and 144 hpi in infected 
oysters compared to controls (p < 0.05). The two other genes were over-expressed. The IAP 
expression level decreased during the experimental infection but remained up regulated in 
infected oysters compared to controls (Figure 5). 

Antiviral activity of haemolymph against HSV-1 

Acyclovir (5 and 1 µg/mL) conferred high protection (95%) against HSV-1 with a low cell 
destruction (10%) (data not shown). For both families, antiviral activity of haemolymph with 
or without OsHV-1 stimuli was not significantly different at 48, 72 or 90 h incubation of Vero 
cells (Figures 6a and 6a). Moreover, the average of cytotoxicity activity ranged from 20 to 
35% for both families (data not shown). The lowest cytotoxicity rate was observed for a cell 
incubation period of 48 h in family A2. Positive correlation between viral DNA amounts and 
antiviral activity was observed only for control and infected oysters with OsHV-1 in family 
A2 after 90 h of Vero cells incubation (rho= 0.7, p < 0.05) (Figure 6b).  

Discussion 

Adult oysters do not demonstrate mortality in the field related to OsHV-1 detection. They 
were thus assumed to be more resistant than juveniles to viral infection [21,43]. However as 
Pacific oysters do not show macroscopic symptoms before dying during the course of OsHV-
1 infection, it remains difficult in absence of mortality reports to know whether adults are 
susceptible to infection. Searching for viral DNA, RNA and proteins is one way to explore 
this question. Although Arzul et al. [21] demonstrated that viral DNA and proteins could be 
detected in apparently healthy adult oysters collected in the field, the development of the viral 
infection has never been studied in experimental conditions in the adult stage. An 
experimental protocol has been recently developed to reproduce the viral infection in oyster 
spat [19]. This protocol was used in the present study to explore what happened in adult 
oysters. Adults appear as a development stage of interest to inform (i) if the host is less 
susceptible at the adult stage than at younger stages, (ii) how adult oysters are able to manage 
the viral infection or (iii) what type of infection occurs in adults (i.e. acute versus persistent 
infection).  

Recently, a study was performed to follow OsHV-1 gene expression in oyster spat [35]. 
Authors showed that viral transcripts were less expressed after 72 hpi in less susceptible 
oysters compared to highly susceptible ones [29]. Here, similar results were observed in 
adults after injection of a virus suspension with a prior increase of OsHV-1 DNA amounts and 
viral RNA expression followed by decreases at 72 hpi and 144 hpi. These results suggested 
that the virus was able to replicate in adult oysters. However, adult oysters demonstrated also 
a strong ability to control the viral infection in tested conditions. In the present study, we 
report a potentially reproducible experimental model of OsHV-1 infection in adult Pacific 
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oysters. This experimental model described shows that, during the acute phase of OsHV-1 
infection, multiple viral genes were abundantly expressed resulting in large amounts of viral 
DNA and associated mortality in infected oysters. However after the acute phase, viral DNA 
was present but with undetectable viral gene expression. Moreover, the amounts of viral DNA 
detected were much lower than those detected in the acute phase and no mortality was 
recorded. These results suggests that OsHV-1 DNA could be maintained at low copy number 
during the phase following the acute phase of infection. This has previously been reported for 
persistent (and latent) infections in other herpesviruses [44]. 

Moreover, adult oysters used in the present study were positive for OsHV-1 DNA detection 
before the virus challenge. It consolidates the idea that adults may play the role of reservoirs 
for OsHV-1 as previously hypothesized [21,45]. 

Questions were thus opened about the status of the virus in adult oysters: (i) low level of virus 
replication related to an effective immunity or (ii) true latency involving the expression of a 
small number of viral genes.  

Three hypothesis could be proposed to explain the lack of detection of viral transcripts in 
adults before the virus challenge and at 144 hpi. Firstly, the single tissue selected in the 
present study (mantle) to detect OsHV-1 RNAs may not be the best one to search for viral 
RNAs in case of chronic infection related to low virus replication or true latency. Although 
the mantle has been previously demonstrated as a site of high replication in naturally and 
experimentally infected spat [10,19,20], few data are available for adult oysters. Vertebrate 
herpesviruses are able to maintain more than one type of persistent infection at the same time 
and in different cell types. For example, chronic infection by Epstein-Barr virus (EBV) has 
been observed in pharyngeal epithelial cells whereas in the same individual it latently infected 
B lymphocytes [46,47] and herpes simplex virus (HSV) can undergo a lytic or latent infection 
in different cell types [48]. Therefore, in one individual, persistent infection with a single 
virus may involve multiple types of persistence. 

Secondly, 39 viral genes were selected among the 124 from the virus genome and we could 
have missed those mainly involved in true latency. Finally, viral multiplication or latency 
could be related to levels of virus gene expression below the threshold of detection by real-
time PCR. In HIV infection, antiviral treatment can reduce plasma and lymph node RNA 
levels below the level of detection of sensitive assays for nucleic acid [49]. 

Studies have demonstrated that the immune system of C. gigas spat is capable of recognizing 
of virus infection with resulting variations in expression of genes involved in virus 
recognition, signaling and immunity such as Myeloid Differentiation factor 88, IkB2, 
Interferon-induced protein 44, Glypican and apoptosis inhibitor [26-29]. In the current study, 
only three of the five selected oyster genes showed significant differences between 
experimentally infected oysters and control ones: IFI44, Glypican and IAP. Previous research 
has demonstrated that IFI44, a member of the IFN inducible gene family, was strongly up-
regulated in heamolymph of infected juvenile oysters at 24 and 48 hpi [26], and in mantle of 
infected spat oysters at 4, 12, 26, 72 and 144 hpi [31]. Here, IFI44 was significantly down-
regulated in adults after virus injection at 26, 72 and 144 hpi compared to control adults. 
Differences may be related to the operation of different defense mechanisms depending the 
development stage, spat versus adults. Moreover, Pacific oysters studied in the present study 
were identified as infected (viral DNA detection) before experimental infection and it is 
possible that the immune responses to OsHV-1 infection differ in primary infection and 
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reinfection. Results reported concerning MyD88 expression were in accordance with results 
previously reported in experimentally infected spat [29]. In vertebrates, this gene was 
described as an essential adaptor protein in the Toll/IL-1 receptor family signaling pathways 
[50]. Although MyD88 gene was demonstrated to be up-regulated during OsHV-1 infection 
before mortality occurred [26,51], Segarra et al. [29] showed no significant difference 
concerning MyD88 expression level between surviving spat after virus injection and controls 
oysters at 72 and 144 hpi. These results suggested that up-regulation of MyD88 gene is more 
a marker of infection that a marker of effective immunity.  

Our data also showed that Glypican was up-regulated in infected oysters versus controls only 
at 144 hpi. Segarra et al. [29] previously reported that Glypican expression was also up-
regulated in surviving oyster spat at 144 hpi compared to controls. Glypicans belongs to a 
family of heparan sulfate proteoglycans that are linked to the cell surface by a 
glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor. Glypicans play important roles in cellular growth, 
development [52], proteolysis and apoptosis [53,54]. 

In agreement with previous studies [29], our results also showed that IAP gene was up-
regulated during viral infection compared to controls. Over-expression of IAP could be a 
reaction to the apoptotic process induced by OsHV-1 infection. The capacity of adult oysters 
to inhibit and control the apoptotic process could be essential for survival. Indeed, it has been 
proposed that high mortality rates affecting shrimp during viral infections could be related to 
a non-regulated apoptosis process [55]. 

Future research based on protein expression is now needed to confirm these results. Another 
experiment is currently in progress in the laboratory to analyse expression and tissue 
distribution of viral and host proteins using specific antibodies. In the current study, we 
measured antiviral activity of the haemolymph in adults after OsHV-1 injection in order to 
stimulate the antiviral response and the production of antiviral molecules. We can presume 
that adult oysters are able to maintain an effective immunity through antiviral activities. As no 
marine bivalve cell lines are available, studies have evaluated antiviral activity in aquatic 
invertebrates using heterologous cell lines including Vero cells [30,32,56-58]. Other studies 
[28,30,31,59,60] reported the presence of antiviral activities against different viruses in 
haemolymph of marine molluscs including the Pacific oyster, C. gigas, and showed higher 
anti-HSV-1 activity during summer [30,61]. Here, we have observed a positive correlation 
between viral DNA amounts and antiviral activity levels at 90 h of incubation from both 
conditions for family A2. Viral activities observed in control animals could be explain by 
OsHV-1 infection before challenge.  

We can assume that the heterologous model needs to be improved in order to a suitable 
models for screening oysters for potential antiviral activities against OsHV-1. For the first 
time, mortality was reported in adults in experimental conditions. We showed that OsHV-1 
was able to replicate at this stage of development. The decrease of viral transcript levels 
during the course of the assay suggested that adult oysters were able to manage the viral 
infection and control its replication. 
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Figures legends 

 

Figure 1 Survival of Crassostrea gigas adult oysters, A1 and A2 families, versus spat 

oysters during an experimental infection with OsHV-1. n = 30 oysters/condition. Controls 
were injected with artificial seawater. 

  

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



 Chapitre 4: Infection virale en conditions expérimentales et l’huître creuse, Crassostrea 

gigas, au stade adulte 

209 
 

 

Figure 2 Virus DNA detection curves by real time quantitative PCR in adult oyster 
families A1 and A2. Average n = 6. Error bars represent ± standard deviation. 
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Figure 3 Heatmap illustrating the viral expression levels of 39 genes of OsHV-1 at 
different post infection time points in family A2. C1, C2 and C3 correspond at clusters of 
viral genes. Colors represent the fold change, blue and yellow denote low and high expression 
respectively. Rows are 39 viral genes and each column represents an individual (n = 6 per 
time). The full list of genes is available in Segarra et al. (Segarra et al., 2014b). 
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Figure 4 Means of viral gene expression for each cluster. Different lowercase letters 
indicate significant differences (Mann-Whitney test, p < 0.05) between clusters. Error bars 
represent ± standard deviation. 
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Figure 5 Relative expression for family A2 by real time PCR of five selected oyster genes 
(MyD88: myeloid differentiation factor 88, IkB2: Inhibitor of nuclear factor kappaB kinase 
beta, IFI44: Interferon induced protein 44, Gly: Glypican and IAP: Inhibitor of apoptosis) at 
10, 26, 72 and 144 hpi. White boxplots: non-infected oysters; grey boxplots: infected oysters. 
Expression levels were normalized to EF (mean ± SD, n = 6). Controls are arbitrarily assigned 
to a value of 1. * Significant difference of gene expression compared to controls by Mann-
Whitney test. 

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



 Chapitre 4: Infection virale en conditions expérimentales et l’huître creuse, Crassostrea 

gigas, au stade adulte 

213 
 

 

Figure 6 Antiviral activity kinetic of adult oyster haemolymph stimulated or no 
stimulated with OsHV-1 for family A1 (a) and family A2 (b) at different times in 

relation to HSV-1 infection of Vero cells. Blue bars, 48 h of Vero cells incubation with 
heamolymph and HSV-1 virus; Grey bars, 72 h of Vero cells incubation with heamolymph 
and HSV-1 virus and orange bars, 90 h of Vero cells incubation with heamolymph and HSV-1 
virus. The viral DNA quantification is presented by black curves. 

 

 

 

!
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 Conclusion du chapitre 4 II.
 

Ce chapitre a été consacrée à l’étude de l’infection virale au stade adulte chez l’huître creuse 

et visait à répondre à la question suivante : 

 

Q7. L’huître creuse, est-elle résistante à l’infection au stade adulte ? 

 

Non, ce chapitre démontre que les adultes peuvent présenter des mortalités suite à une 

infection en condition expérimentale. Néanmoins, ce taux reste relativement faible (environ 

10%), ce résultat est également retrouvé chez du naissan d’huître décrit comme peu sensible à 

l’infection par OsHV-1. Jusqu'à présent, l’ensemble de la littérature s’accordait pour décrire 

les huîtres creuses adultes comme non touchées par les épisodes de mortalité causés par 

OsHV-1 en milieu naturel. De plus, l’augmentation de la quantité d’ADN et d’ARN viraux 

prouve que le virus peut se répliquer chez les huîtres au stade adulte. Seul un ORF sur les 39 

recherchés n’a pas été détecté durant cette expérience, l’ORF 41 codant pour une protéine 

inconnue. Cette observation pourrait être due à une limite de détection de la PCR en temps 

réel. Néanmoins, l’implication de ce gène dans la multiplication virale d’OsHV-1 ou la 

virulence reste à élucider. Il est important aussi de rappeler que l’infection virale a pu être 

induite par injection de matériel infectieux et que cette voie reste éloignée des conditions 

natuelles d’infection.  

A la fin de l’expérience, les ARN viraux ne sont plus détectés chez les huîtres survivantes. 

Les hypothèses de la persistance du virus ou d’une rémission/guérison peuvent être 

envisagées. Il est important de rappeler qu’une très faible quantité d’ADN viral a été observée 

avant l’infection, chez les individus alors qu’aucun transcrit n’était détecté. La notion de 

« priming » prend ici toute son importance. La détection du virus avant l’injection de la 

suspension virale et les mortalités limitées observées après cette injection suggèrent la 

possibilité d’une protection contre la réinfection par OsHV-1 et l’existence potentielle d’un 

phénomène de priming chez C. gigas. La présence du virus pourrait aussi être à l’origine 

d’une stimulation constante du système immunitaire permettant ainsi aux animaux porteurs de 

mieux se déféndre vis-à-vis d’une ré-infectiuon. De plus, l’étude de l’expression des gènes 
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cellulaires révèle une forte expression du gène IAP (inhibiteur de l’apoptose) chez C. gigas 

dès 10 hpi. Ceci laisse penser une augmentation de l’apoptose dans les premiers stades de 

l’infection par OsHV-1, permettant ainsi à l’huître de se défendre contre ce virus. Cependant, 

un phénomène d’apoptose non régulé pourrait être en partie à l’origine des mortalités 

observées chez les huîtres. Cela a pu être rapporté chez les crevettes pénéides infectées par 

des virus (Khanobdee et al., 2002). Une capacité accrue à limiter ce phénomène pourrait 

permettre aux animaux de réduire le nombre de cellules apoptotiques.  

 

Concernant les activités antivirales, une stimulation suite à une injection d’une suspension 

virale ne semble pas induire une augmentation des activités anti-HSV-1. La question peut 

donc se poser de savoir si le suivi de ces activités antivirales (anti-HSV-1) informe sur les 

capacités de défense vis-à-vis du virus OsHV-1. Cependant, très récement, il a été rapporté 

qu’une glycoprotéine de l’hémolymphe de C. gigas, la cavortine pourrait inhiber la réplication 

d’HSV-1 en contact avec des cellules vero (Green et al., 2014). Cette proteine avait déjà ete 

identifié comme une proteine majeur de l’hémolymphe chez l’huître creuse (Scotti et al., 

2007) 

L’utilisation d’un modèle homologue serait plus adaptée. Cependant, aucune lignée cellulaire 

de mollusques marins n’est actuellement disponible, rendant les études in vitro difficiles. 

D’autres études in vivo pourraient néanmoins être envisagées afin d’étudier les activités 

antivirales chez l’huître adulte. De l’hémolymphe d’huîtres adultes pourraient être ponctionné 

à différent temps post infection, mélangé à une suspension virale et finalement injecté à 

d’autres huîtres saines. En l’absence de mortalités, une activité antivirale pourrait alors être 

montrée. 

 

La réalisation de ces travaux ouvre de nouvelles perspectives quant à la sensibilité virale chez 

l’huître creuse adulte, mais également sur la notion de surinfection virale. Des travaux 

pourraient être  envisagés dans le but de documenter la capacité de l’huître adulte à éliminer 

le virus ou si ce dernier entre en persistance. Comme suggéré dans le chapitre 2, le virus 

pourrait être réactivé par un choc thermique ou stress prouvant ainsi sa persistance au sein de 

l’hôte 
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 Détection et localisation d’ARNm d’OsHV-1 chez I.
C. gigas 
 

L’expression séquentielle des gènes viraux (très précoces α, précoces β et tardifs γ) est 

classique et bien documentée chez les herpèsvirus infectant les vertébrés (Honess et Roizman, 

1974). Il semblait donc pertinent d’appréhender la notion d’expression séquentielle des gènes 

d’OsHV-1 couramment décrite chez les autres herpèsvirus. Comme précisé dans l’état de 

l’art, le génome complet d’OsHV-1 est disponible depuis 2005 (AY509253.2). Or, environ 

65% des protéines virales codées par ce génome ne présentent aucune homologie dans les 

banques de données. Un travail d’alignement de séquences codantes d’OsHV-1 (non décrit 

dans ce manuscrit) a été entrepris dans le but de déterminer si de nouveaux domaines ou de 

nouvelles fonctions étaient identifiables depuis le premier travail d’annotation du génome. 

Aucun nouveau domaine ou nouvelle fonction n’ont été identifiés parmi les 124 régions 

codantes du virus. Nous avons donc décidé de sélectionner un certain nombre de gènes (39 

gènes) dont la fonction ou un motif protéique présentait des homologies avec des protéines 

connues. A la vue du grand nombre d’échantillons à analyser, la PCR en temps réel a été 

l’approche choisie. Le premier objectif étant d’étudier in vitro et in vivo la cinétique 

d’expression de gènes viraux, le choix de travailler en individuel s’est imposé à nous. 

 

Notre étude montre pour la première fois, qu’il était possible de suivre in vivo l’expression de 

39 gènes viraux au cours d’une d’infection expérimentale au sein de l’huître creuse, C. gigas. 

Certains transcrits viraux ont ainsi été détecté in vivo dès 2 à 4 hpi chez quelques individus. 

L’une des hypothèses envisagées est que cette expression (précoce) ne soit pas suffisante pour 

être détectable dans tous les individus analysés. Au contraire, lorsque l’expression des gènes 

viraux atteint un certain niveau, la multiplication virale est telle que plusieurs cycles viraux se 

chevauchant, rendent difficile la classification des gènes. Malgré l’injection d’une suspension 

virale permettant d’administrer la même quantité d’agents infectieux de manière simultanée, 

une variabilité interindividuelle a été observée en termes de cinétique de détection d’ADN et 

d’ARN viraux. Cette variabilité entre individus peut en partie être expliquée par un processus 

différent de propagation du virus de cellule à cellule : en d’autres termes, l’infection virale 

peut ne pas être synchrone entre les différentes huîtres expérimentalement infectées. De plus, 

dans un même prélèvement, il est très certainement possible d’avoir des cellules infectées à 
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différents temps du cycle viral et il reste de ce fait difficile de pouvoir définir une cinétique 

d’expression pour un gène viral donné.  

 

Afin de disposer d’un système pouvant permettre d’observer une infection synchrone dans 

différentes cellules, nous avons tenté d’infecter des primo-cultures de cellules cardiaques. En 

effet, le moyen couramment utilisé pour étudier la cinétique d’expression de gènes viraux 

reste la culture cellulaire. Dans notre étude, les travaux in vitro suggèrent également une 

réplication virale à bas bruit dans les cellules cardiaques, mais les résultats obtenus 

demandent à être répétés et validés. Le suivi de l’expression des gènes par une approche in 

vitro serait plus simple et pourrait être confirmé par l’utilisation d’anticorps ciblant des 

protéines d’intérêt au cours du temps.  

 

De plus, nos travaux mettent en évidence la présence d’ARN viraux dans différents tissus sur 

la base d’une approche d’hybridation in situ. Ceci prouve que le virus est capable de se 

multiplier dans différents tissus de l’huître. Néanmoins, le manteau et les branchies ont 

montré une plus grande détection de transcrits viraux. Ces tissus semblent être des cibles du 

virus et ces résultats confirment ceux obtenus par microscopie électronique à transmission 

(Schikorski et al., 2011b) et recherche d’ADN par hybridation in situ. En outre, le cœur 

apparaît également comme étant un organe cible du virus. Nous suggérons ainsi que ce 

muscle pourrait être à l’origine de la dissémination du virus dans les autres tissus notamment 

par le biais de l’hémolymphe. 
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 Interactions entre OsHV-1 et l’huître creuse, à II.
différents stades et présentant différentes sensibilités à 
l’infection virale 
 

L’identification et la caractérisation de différences transcriptomiques de gènes viraux et 

cellulaires chez des individus présentant des sensibilités contrastées à l’infection à OsHV-1, 

nous a permis de mettre en évidence : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

! une réplication plus précoce chez les individus appartenant à la famille sensible (à 

l’infection) en comparaison aux animaux appartenant à la famille la moins sensible ; 

! un niveau d’expression des gènes viraux plus élevé chez les huîtres sensibles comparé aux 

moins sensibles; 

! un niveau d’expression de certains gènes cellulaires plus élevé également chez les animaux 

les plus sensibles; 

! que les deux familles testées excrétaient le virus, mais de façon plus importante chez les 

individus appartenant à la famille la plus sensible ; 

! des réponses physiologiques contrastées : (i) mort de l’ensemble des individus appartenant à 

la famille la plus sensible et (ii) mortalité réduite pour les individus appartenant à la famille 

la moins sensible, avec absence de détection d’ADN et d’ARN viraux chez les animaux 

survivants en fin d’expérience ; 

! une excrétion d’ADN viral chez les deux familles, mais également chez des animaux 

survivant à l’infection ; 
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L’étude de la modulation de la sensibilité des huîtres et la caractérisation de différences 

transcriptomiques de gènes viraux et cellulaires nous a permis de montrer : 

 

 

 

 

 

 

 

Enfin, en cherchant à identifier des activités antivirales et étudier le transcriptome d’OsHV-1 

au cours d’une infection au stade adulte chez l’huître creuse, nous avons pu mettre en 

évidence : 

 

 

 

 

 

 

 

 

! que l’ARN interférence permettait de  moduler la sensibilité des huîtres creuses à l’infection 

virale de manière non spécifique ; 

! que le niveau de réplication était plus important chez les individus « non-traités » (sans 

ARNdb) ; 

! un niveau d’expression de certains gènes cellulaires sélectionnés plus élevé chez les 

animaux « non-traités » par rapport aux individus « traités ». 

! que les huîtres creuses adultes étaient moins sensibles que le naissain ; 

! une réplication virale faible chez les huîtres adultes ; 

! l’absence de détection d’ADN et d’ARN viraux en fin d’expérience; 

! l’expression du gène IFI44 plus importante chez les animaux contrôles ; 

! l’expression du gène IAP plus importante chez les huîtres infectées que chez les individus 

contrôles. 

Néanmoins, aucune augmentation d’activité antivirale vis-à-vis du virus HSV-1 n’a pu être montrée 

chez les huîtres adultes expérimentalement infectées en comparaison aux animaux contrôles au 

cours de cette étude. 
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Ainsi, différentes hypothèses peuvent être émises : 

 

II.1 Une réplication virale coûte que coûte ? 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31: Bilan du niveau d’expression des gènes viraux en fonction du matériel 

biologique 

 

Tout d’abord, les résultats obtenus suggèrent que la réplication virale peut avoir lieu quelque 

soit la sensibilité, le stade de développement et dans différents tissus de l’hôte. Néanmoins, 

des différences dans les niveaux d’expression de gènes viraux au cours d’une infection virale 

chez C. gigas sont observées en fonction de l’origine génétique. Le niveau d’expression est 

nettement supérieur chez les animaux issus d’une famille très sensible à l’infection virale 

comparé à celui observé pour une famille peu sensible (Figure 31, p227). Une analyse 

globale des différents matériels biologiques reste périlleuse sur la base du niveau 

d’expression.  

Néanmoins, le point fort de cette thèse réside dans l’utilisation de matériel biologique 

contrasté. Ainsi, il était primordial de pouvoir comparer l’ensemble du jeu de données et de 

discuter les résultats obtenus de manière intégrée. Dans cette optique et pour chaque 

expérience, nous avons volontairement choisi d’utiliser le nombre d’individu (%) positif pour 

chaque ORF viral à un temps donné. Ce temps correspond au moment où la quantité d’ADN 

virale est la plus élevée et a donc été sélectionné en fonction du matériel biologique (par 
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exemple 26 hpi pour la famille A et 72 hpi pour la famille P). L’ensemble de ces données est 

résumé dans le Tableau IV, p228.  

Tableau IV: Bilan des individus détectés positifs pour les 39 ORFs viraux en fonction 

du matériel biologique (%). Pour chaque matériel biologique, le pourcentage a été 

obtenu à partir du temps (hpi) pour lequel la quantité d’ADN viral était la plus élevée.  

 

 

Matériel biologique Article 1 Famille A Tris-NaCl Famille P dsRNA A2

Stade Naissain Naissain Naissain Naissain Naissain Adulte

Tissu Manteau Manteau Branchie Manteau Branchie Manteau

Survie (%) 0 0 0 90 92 80

ADN viral (quantité) 1,E+05 1,E+06 1,E+05 1,E+03 1,E+04 1,E+05

ORF 4 89 92 100 33 63 17

ORF 43 100 92 100 50 100 33

ORF 47 89 92 100 33 38 50

ORF 57 89 92 100 50 88 83

ORF 81 89 92 100 25 88 50

ORF 86 89 92 100 33 75 50

ORF 64 100 92 100 33 88 50

ORF 7 89 92 100 50 50 50

ORF 20 89 92 100 42 88 83

ORF24 89 92 100 25 75 67

ORF 27 100 92 100 67 88 50

ORF 34 89 92 100 33 25 50

ORF 49 89 92 88 67 100 50

ORF 67 89 92 100 42 50 50

ORF 75 89 92 100 33 75 50

ORF 100 89 92 100 25 50 33

ORF 109 89 92 100 42 88 50

ORF 9 89 92 100 42 50 33

ORF 38 89 92 100 17 25 33

ORF 53 89 92 100 42 100 50

ORF 96 89 92 100 33 50 33

ORF 97 89 92 100 33 50 50

ORF 117 100 92 100 50 100 83

ORF 118 89 92 100 42 38 67

ORF 124 89 92 100 58 100 100

ORF 16 100 92 100 50 100 100

ORF 25 89 92 100 50 100 67

ORF 41 89 92 100 16 13 0

ORF 54 89 92 100 50 75 83

ORF 68 89 92 100 16 63 83

ORF 72 89 92 100 58 100 83

ORF 77 89 92 100 16 50 33

ORF 84 100 100 100 67 75 67

ORF 103 89 92 100 25 25 33

ORF 111 89 92 100 67 100 33

ORF42 100 92 100 67 100 50

ORF 87 100 92 100 50 100 100

ORF 99 89 92 100 58 100 83

ORF 106 100 92 100 58 100 83
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La comparaison de l’ensemble des expériences réalisées au cours de cette thèse révèle un 

pourcentage d’individus exprimant des ORFs nettement différent entre les animaux survivants 

et les animaux morts (peu sensibles et fortement sensibles). En effet, les matériels biologiques 

considérés comme très sensibles (0 % de survie pour le matériel issu : de l’article 1, de la 

famille A et des animaux injectés Tris-NaCl) révèlent que 88 et 100% des individus sont 

positifs pour les 39 ORFs. Au contraire, les résultats sont plus disparates, entre 0 et 100% des 

individus positifs pour les transcrits viraux au sein des animaux peu sensibles (Famille P, 

dsRNA et 2). Le choix du tissu (manteau versus branchie) pourrait expliquer ces différences.  

 

Parmi les 39 ORFs étudiés, ceux codant pour les inhibiteurs d’apoptose (ORF 42, ORF 87, 

ORF 99 et ORF 106) sont largement exprimés chez les individus sensibles et moins sensibles. 

Auncun IAP n’a été rapporté chez les autres herpèsvirus à l’exception du KSHV (Kaposi's 

sarcoma-associated herpesvirus). Pour ce virus, le gène K7 a été décrit comme un IAP (Wang 

et al., 2002). Ce gène code pour une glycoprotéine possédant les domaines BH2et BIR. Wang 

et coll. 2002, montrent que ces domaines sont capables de se lier respectivement à Bcl-2 et à 

la caspase 3, inhibant ainsi l’activité de cette dernière. K7 serait donc une protéine adaptatrice 

anti-apoptotique. En outre, l'existence de transcrits K7 à différents temps indique une 

régulation différentielle de la transcription de ce gène (Wang et al., 2002). Ainsi, chez OsHV-

1, les IAPs pourraient être exprimés dans le but d’inhiber l’activité des caspases afin d'éviter 

la mort cellulaire chez l'hôte (sensibles ou moins sensibles) et de poursuivre la réplication 

virale. 

 

L’ORF 41, codant pour une protéine membranaire est remarquable car faiblement ou pas 

détecté chez les individus peu sensibles. Ce gène pourrait coder pour une protéine de structure 

exprimée uniquement sur les virons matures et ne serait donc exprimé que lors d’infection 

productive. Il pourrait être aussi un gène très précoce, sa détection serait donc difficile chez 

des animaux pour lesquels la production virale reste plus limitée. Il serait intéressant, 

notamment dans le cas de la première hypothèse de tester ce gène par une approche de RNAi. 

 

Les ORF 124, 16 et 87 semblent également d’intérêt car ils sont retrouvés chez 100% des 

individus adultes et des animaux traités avec de l’ARN db, alors que les autres gènes viraux 
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ne sont pas systématiquement retrouvés chez l’ensemble des individus analysés. Ces gènes 

pourraient être des marqueurs potentiels d’infection chez des animaux asymptomatiques et la 

recherche de leurs transcrits pourrait être d’intérêt pour identifier le statut des animaux en 

particulier en absence de mortalité. 

 

L’ensemble de nos résultats de thèse converge dans le même sens, et renforce l’hypothèse 

d’une réplication virale moins importante chez les animaux selectionnés génétiquement. 

Néanmoins, ces travaux demanderaient à être complétés et validés par des approches de 

protéomiques (Western-blot, gel 3D, immunohistochimie). L’étude de protéines virales 

permettrait notamment de valider l’hypothèse d’une expression séquentielle chez OsHV-1, 

largement décrite chez les autres herpesvirus. 

 

Enfin, le développement de la culture cellulaire permettrait, entre autre, des études 

fonctionnelles des gènes viraux et une meilleure compréhension du cycle virale.  

 

II.2 Le rôle de la réponse immunitaire ? 

 

Nous avons exploré la réponse immunitaire de l’huître creuse au travers du suivi de 

l’expression de certains gènes cellulaires à différents stades de développement (naissain et 

adultes) et par l’approche d’ARN interférence.  

 

Nos travaux mettent en évidence la sur-expression de plusieurs gènes de la voie NF-kB 

(MyD88 et IkB2) chez les individus appartenant à la famille la plus sensible comparée aux 

huîtres de la famille la moins sensible. Ce résultat est en accord avec les travaux de Fleury et 

Huvet (2012). Normand et coll. (2014) ont montré que l’expression du gène IkB2 augmentait 

avec la quantité d’ADN viral. Une sur-expression des gènes de cette voie pourrait être 

considérée plus comme un traceur de l’infection et non pas comme un marqueur d’une 

réponse immunitaire efficace.  
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L’inhibition du gène IkB2 par l’approche d’ARN interférence a été utilisée dans le but 

d’étudier son implication dans la sensibilité à l’infection. Cependant, le pourcentage de survie 

des huîtres creuses est similaire entre la condition « ARNdb-IkB2 » et « ARNdb-GFP ». Ces 

résultats renforcent l’hypothèse d’une protection antivirale liée à l’injection de matériel 

génétique de type ARN double brin, sans que la nature de l’ARN joue un rôle (Green et 

Montagnani 2013). L’implication du gène IkB2 dans la survie de l’huître au virus n’a pu être 

élucidée par ARNi. Ces résultats peuvent en particulier être expliqués par les quantités 

importantes d’ARNdb utilisées. 

 

Pour le gène IFI44, sa sur-expression chez les animaux appartenant à la famille la moins 

sensible laisse suspecter une intervention de la protéine dans un mécanisme de défense anti-

viral. Chez l’homme, IFI44 est activé par le virus de l’hépatite C et induit un état anti-

prolifératif dans les cultures cellulaires (Hallen et al., 2007). Cependant, sa fonction reste 

inconnue. Green et coll. (2009) ont rapporté un gène homologue chez l’huître de Sydney, S. 

glomerata dont l’expression était significativement sur-régulée chez les animaux présentant 

une néoplasie. Fait intéressant, ces auteurs ont suggéré que l'agent étiologique de la néoplasie 

chez S. glomerata pourrait être un virus (Green et al., 2009). De plus, les travaux de Renault 

et coll. (2011) montrent également une sur-expresssion de ce gène chez Crassostrea gigas en 

présence du virus OsHV-1. Enfin, Krasnov et coll. (2013) décrivent le gène IFI44 comme un 

gène antiviral fortement exprimé chez la morue (Gadus morhua L) en contact avec le virus de 

la nécrose nerveuse.  

 

Le Glypican 6 appartenant à la famille des protéoglycanes de type sulfate d’héparane, pourrait 

avoir un rôle dans la liaison du virus à la surface des cellules cibles. Or, le niveau de ce gène a 

été rapporté comme étant sous exprimé chez les individus peu sensible comparé aux animaux 

appartenant à la famille la plus sensible. Nous spéculons alors que les huîtres peu sensibles 

pourraient être  capables de réguler le niveau d’expression de ce gène. En particulier, en début 

d’infection virale, la réduction de l’expression de ce gène pourrait induire une présence 

moindre de la protéine à la surface des cellules et rendre la reconnaissance, la fixation et 

l’entrée du virus plus aléatoire. Il est alors possible de suspecter que le nombre de cellules 

infectées serait alors réduit laissant aux animaux le temps de développer une réponse 

immunitaire efficace. Cependant, cette sous-expression n’est pas observée chez les huîtres 
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adultes alors que ces derniers sont considérés comme peu sensibles à l’infection 

virale.Cependant, il est important de rappeler que dans nos travaux, les animaux adultes 

utilisés ont été détectés comme positifs pour la présence d’ADN viral et que de ce fait, les 

réponses observées peuvent être différentes par rapport à des animaux subissant une primo-

infection. Une stimulation continue des activités de défense chez les huîtres adultes pourrait 

en particulier être liée à un contact préalable avec le virus et une persistance/latence au sein 

des animaux. 

De plus, une forte expression du gène IAP (inhibiteur de l’apoptose) a été observée dès 10 hpi 

chez les huîtres adultes infectées. Ceci laisse suggérer une augmentation de l’apoptose dans 

les premiers stades de l’infection par OsHV-1, permettant ainsi à l’huître de limiter 

précocement la réplication et la dispersion du virus dans l’organisme. Cependant, un 

phénomène d’apoptose non régulé pourrait être en partie à l’origine des mortalités observées 

chez les huîtres comme cela a pu être rapporté chez les crevettes pénéides infectées par des 

virus (Flegel, 2007). Une capacité accrue à limiter ce phénomène au travers d’une forte 

production d’IAP pourrait permettre aux animaux de réduire le nombre de cellules 

apoptotiques et de limiter les lésions tissulaires liées à ce phénomène. 

 

 

II.3 Une certaine mémoire pour mieux se défendre?  

 

Les travaux entrepris chez les huîtres adultes, ont permis de mettre en évidence une détection 

d’ADN viral avant même l’injection d’OsHV-1. Or, les huîtres au stade adulte ne présentaient 

pas de mortalité avant le début des expérimentations. Lors d’infection expérimentale, les 

animaux ont été « surinfectés » au travers d’une injection d’une suspension virale et ont 

présenté un faible taux de mortalité après cette injection. Ainsi, l’hypothèse d’une forme de 

mémoire immunitaire chez l’huître creuse peut être formulée. Ce phénomène a été décrit chez 

un papillon (Plodia interpunctella). Exposé à une faible dose de virus, ce dernier est  moins 

sensible lors d’une seconde infection expérimentale (Tidbury et al., 2011). Chez C. gigas, 

Zhang et coll. (2014) ont récemment montré qu’une première stimulation avec V. splendidus 

conduisait à l’amorçage immunitaire chez l’huître avec une amélioration de la phagocytose et 

une augmentation des hémocytes circulants lors d’une seconde stimulation par la même 
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bactérie. Enfin, (Barbosa-Solomieu et al. (2005) ont suggéré une transmission trans-

générationnelle d’une résistance à l’infection chez C. gigas face à OsHV-1.  

 

La validation du priming serait une étape clé dans la compréhension de la réponse 

immunitaire chez C. gigas. Des infections à faible dose (afin d’obtenir un nombre important 

de survivants) pourraient être envisagées, suivi de ré-infections successives (à plusieurs mois 

d’intervalles) chez les animaux survivants.  

 

II.4 Des animaux réservoirs du virus : 

latence/persistance du virus ? 

 

Par ailleurs, l’ensemble des résultats obtenus  durant cette thèse nous conduit à poser la 

question de la persistance/latence chez OsHV-1. Chez les herpèsvirus infectant les vertébrés, 

le phénomène de latence est bien décrit (Preston, 2000). Cependant, chez OsHV-1, cette 

question reste en suspens. Néanmoins, nous avons montré que chez les individus appartenant 

à une famille peu sensible à l’infection virale au stade naissain et chez les huîtres adultes, 

l’infection virale était suivie d’une phase au cours de laquelle il y avait absence de détection 

d’ARN viraux. Ceci suggérant que (i) soit le virus est capable d’entrer en persistance/latence, 

(ii) soit certaines huîtres sont capables de guérir et de se débarrasser du virus. Si la première 

hypothèse est considérée, cela suppose qu’après avoir été infectés et avoir survécu à cette 

infection, les individus les moins sensibles pourraient être un réservoir potentiel pour le virus 

d’OsHV-1. Des individus présentant une faible sensibilité à l’infection virale ont été rapportés 

à différents stades de développement (larves, naissain et adultes). Ces résultats laissent penser 

qu’à ces différents stades de développement certains individus sont capables après infection 

d’une rémission et pourraient être des porteurs du virus sans exprimer de symptômes 

facilement observables. De plus, il a pu être montré que des naissains ne présentant pas de 

mortalités ou de faibles mortalités pouvaient excréter le virus. Nous pourrions également nous 

demander si le réservoir permanent d’OsHV-1 ne se situe pas chez une autre espèce ne 

présentant aucun signe de mortalité.  
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Dans ce contexte, il est pertinent de garder à l’esprit que des animaux ne manifestant pas de 

symptômes peuvent être des sources du virus, notamment dans une approche de sélection 

d’animaux plus résistants à l’infection virale. L’absence de mortalité n’est pas synonyme 

d’absence d’infection et d’absence de risque de transmission. Des travaux récents ont montré 

que dans le milieu extérieur une augmentation du pourcentage d’individus positifs pour la 

détection d’ADN viral pouvait être observée en absence de mortalité laissant suspecter la 

circulation du virus dans les populations d’huîtres creuses de manière « silencieuse » (absence 

de mortalité) (Renault et al., 2014). 

Des expérimentations en conditions de stress (choc thermique par exemple) demanderaient à 

être réalisées chez les individus survivants, le virus pourrait alors « sortir » de latence (Petton 

et al., 2013). Une approche de RNAseq permettrait une meilleure visibilité de l’ensemble des 

129 ORFs exprimés ou non au cours de l’infection. Cette approche pourrait être utilisée chez 

des animaux survivants dans le but de caractériser le(s) gène(s) ou d’autres transcrits 

impliqué(s) dans la latence (si elle existe).  

Enfin, pour compléter ces travaux, le mode d’infection telle que la cohabitation devrait 

également être testé dans un premier temps car il est plus représentatif du milieu naturel. Par 

la suite, les facteurs de risques environnementaux (favorisant l’infection) pourront être 

envisagés (localisation géographique, infections multiples, transferts d’animaux..). 

 

Pour finir, ce travail de thèse a permis de proposer un cycle d’infection hypothétique (Figure 

32, p235). Les principaux axes de recherche et perspectives de cette thèse sont ainsi présentés 

sous la forme d’un bilan synthétique (Tableau IV, p228). 
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Figure 32: Schéma hypothétique des différentes étapes d’infection d’OsHV-1 en milieu nature 

«"persistance/latence"»"

Primo&infec+on&

Mul+plica+on&virale&
Principalement"dans"le"manteau"et"les"branchies"

Réponse&

immunitaire&

&

Mort""

huître"sensible"

26"à"72"hpi"

Absence&de&détec+on&virale&
Mul+plica+on&et&&

Ré9excré+on&virale&?&

Sans"symptôme?"

ContaminaAon"

d’autres"individus"

2"à"26"hpi"

Stress&

environnemental&?&

"72"à"144"hpi"

Excré+on&virale&
ContaminaAon"d’autres"huîtres"

26"à"72"hpi"

Guérison"(éliminaAon"du"virus)?"

Etude des interactions hôte/virus chez l’huître creuse Crassostrea gigas et son virus Ostreid herpesvirus 1 Amélie Segarra 2015



Conclusion générale et perspectives 

 

236 
 

 

 

Figure 33: Bilan de la thèse : principaux résultats et perspectives 
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ANNEXE 1 :   DETECTION AND DESCRIPTION OF A PARTICULAR OSTREID HERPESVIRUS 1  GENOTYPE ASSOCIATED 

WITH MASSIVE MORTALITY OUTBREAKS OF PACIFIC OYSTERS,  CRASSOSTREA GIGAS,  IN FRANCE IN 2008. 
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ANNEXE 2:  LES DIFFERENTES VOIES D'ARN  INTERFERENCE 
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Etude des interactions entre l’huître creuse, Crassostrea gigas, et le virus 
Ostreid herpesvirus type 1 

Résumé 

Le virus ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1), peut être considéré comme un des agents 
infectieux majeurs affectant les élevages d’huîtres creuses, Crassostrea gigas, en France et 
dans le monde. Des différences de mortalités ont été observées au sein de cette espèce lors de 
l’infection virale laissant suspecter une base génétique de la sensibilité à la maladie. Dans ce 
contexte, l’objectif principal du travail de thèse était de mieux comprendre les interactions 
entre l’huître creuse et OsHV-1, et plus particulièrement, les bases moléculaires du cycle 
viral. Les résultats obtenus montrent que le virus est capable de se répliquer chez l’hôte quel 
que soit son stade de développement et sa sensibilité à l’infection. Cependant, la cinétique de 
multiplication est plus rapide chez des individus les plus sensibles comparés aux animaux 
moins sensibles. Il apparaît également que chez les individus survivants suite à l’infection, le 
virus n’est plus détectable après une phase de réplication active. Cette observation laisse 
suspecter (i) une rémission avec une élimination du virus ou (ii) une persistance du virus sans 
symptômes détectables. Ces résultats mettent en lumière la possibilité du virus de circuler au 
sein des individus ne présentant pas de signes particuliers de maladie. Ces individus peuvent 
excréter des particules virales et intervenir ainsi dans le processus d’infection en milieu 
naturel. Les travaux réalisés ont également permis d’identifier des gènes d’intérêt chez 
l’huître creuse, pouvant intervenir dans les mécanismes de défense anti-viraux (IFI44, IAP, 
glypican, …). L’ensemble de ces résultats représente une contribution à la compréhension du 
cycle d’OsHV-1 et des réponses de l’hôte, plus particulièrement au niveau moléculaire. 

Mots-clefs : bivalves, huître creuse, Crassostrea gigas, mortalités, OsHV-1, gènes viraux, 
interaction hôte-virus, transcriptome, sensibilité, PCR en temps réel 

Studying interaction between the Pacific oyster, Crassostrea gigas, and Ostreid 
herpesvirus type 1  

Abstract 

Ostreid herpesvirus type 1 (OsHV-1) can be considered one of the major infectious agents in 
Pacific oysters, Crassostrea gigas, in France and all around the world. Differences in terms of 
mortality among infected animals were reported suggesting a genetic basis of the 
susceptibility to the OsHV-1 infection. In this context, the main objective of this thesis was to 
understand the interactions between Pacific oysters and OsHV-1, in particular, the molecular 
basis of the viral cycle. Results showed that the virus is able to replicate in the host regardless 
of its stage of development or its susceptibility. However, multiplication kinetics is faster in 
the most susceptible individuals compared to less susceptible ones. After an active replication 
phase, it would appear that the virus is no detectable in survival individuals. This observation 
suggests (i) a remission with elimination of the virus or (ii) virus persistence without 
detectable symptoms. These results highlight the ability of the virus circulating in the host 
without causing mortality. These individuals can excrete viral particles and interfere with the 
infection process in the field. Genes that could be involved in antiviral defenses were also 
identified in Pacific oysters (IFI44, IAP, glypican, …). All these results represent a first 
contribution to the understanding of OsHV-1 cycle in Pacific oysters, particularly at the 
molecular level. 

Key words: bivalve, Pacific oyster, Crassostrea gigas, mortality, OsHV-, viral gene, 
interaction host-virus, transcriptome, susceptibility, real-time PCR 
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