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1. Contexte de l'étude 

1.1 La part des bivalves dans la production mondiale des pêches et de l'aquaculture 

En 2010, la production mondiale d'animaux aquatiques s'élevait à 148 millions de tonnes (mt) pour 

un chiffre d'affaire de 217,5 milliards de dollars. La FAO estime entre 660 et 820 millions le nombre 

de personnes (soit 10 à 12 % de la population mondiale) dont la subsistance dépend de l'activité 

primaire, secondaire ou auxiliaire liée à ce secteur de production (FAO 2012).   

La production mondiale aquatique telle que définie par la FAO regroupe les productions liées aux 

pêches de captures mais également à l'aquaculture. Elles étaient respectivement de 88,6 mt et 59,9 

mt en 2010. Alors que les pêches de capture sont restées relativement stables depuis le début des 

années 90, l'aquaculture est en plein essor (Figure 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Evolution des productions de l'aquaculture et des pêches de capture pour l'ensemble des espèces aquacoles en millions de 

tonnes. (D'après FAO 2012) 

 

En effet, sous la combinaison de la pression démographique grandissante et de pêches de capture 

ayant atteint leur potentiel maximal pour de nombreuses espèces, l'aquaculture représente une 

alternative intéressante à la consommation humaine. Alors qu'elle ne représentait que 4% de l'offre 

de produit halieutique en 1970, l'aquaculture fournit aujourd'hui près d'un tiers de la production 

mondiale. Cette augmentation repose majoritairement sur l'explosion de l'aquaculture chinoise qui 

a fourni 63% de la production mondiale en 2011.  

 La production aquacole mondiale est dominée par l'élevage des poissons d'eau douce (56,4 

%). Les mollusques occupent la seconde place avec 23,6 % suivis des crustacés (9,6 %), des poissons 

diadromes (6 %), des poissons marins (3,1 %) et des autres animaux aquatiques (1,4 %). 
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 La production mondiale de mollusques repose principalement sur l'aquaculture des bivalves 

et les pêches de céphalopodes (Figure 2). Bien que le groupe des palourdes, coques et arches soit 

majoritaire depuis quelques années, l'huître creuse japonaise Crassostrea gigas reste le bivalve le 

plus produit avec près de 4 mt suivi de la palourde japonaise Venerupis philippinarum avec 3,3 mt 

(FAO 2011). 

 

Figure 2. Part des bivalves (        ) dans la production mondiale (aquaculture + capture de pêche) de mollusques en millions de tonnes. 

Année 2009 (Source FAO 2012) 

 

 

1.2 Impact des maladies sur le suivi des stocks 

Au cours du siècle passé, la production mondiale des bivalves, et principalement celle liée à 

l'aquaculture, a été jalonnée de nombreux épisodes de mortalités qui sont à l'origine du paysage 

conchylicole actuel. Bien que tous ces épisodes de mortalités ne soient pas l'expression d'une 

maladie (facteurs environnementaux, catastrophes naturelles...), la majorité relève de pathologies 

diverses qui sont à l'origine de la disparition de certaines espèces et de l'apparition d'autres. 

  Un des premiers cas d'épizootie avérée a été décrit chez l'huître Saccostrea glomerata en 

Australie en 1924 (Roughley 1926). Cette épizootie nommée "Winter mortality" a provoqué des 

mortalités pouvant atteindre jusqu'à 70 % de la population et des pertes économiques de plusieurs 

millions de dollars. 
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 En France, l'histoire de l'ostréiculture compte aussi plusieurs épizooties qui ont conduit à 

l'heure actuelle à une quasi-monoculture de l'huître japonaise Crassostrea gigas (Figure 3).  

Figure 3. Historique de la production ostréicole française (D'après Goulletquer et al. 1998) 

 

Jusque dans les années 1970, la production française reposait sur l'exploitation de l'huître 

portugaise Crassostrea angulata introduite accidentellement en 1868. L'espèce endémique, l'huître 

plate Ostrea edulis, était toujours produite mais ne représentait qu'une faible proportion de la 

production totale. Entre 1969 et 1973, l'émergence probable d'un iridovirus, responsable de la 

"maladie des branchies" a conduit à la disparition complète de C. angulata le long des côtes 

françaises (Comps et al. 1976). En parallèle, la production d'huîtres plates, qui pouvait tout de 

même atteindre jusqu'à 20 000 t dans les années 50, a chuté de plus de 90% dans le milieu des 

années 70 suite à deux épizooties provoquées par les protozoaires Marteilia refringens et Bonamia 

ostrea (Grizel 1974). 

L'ostréiculture française a été relancée dans les années 70 avec l'importation massive d'huître 

japonaise Crassostrea gigas. Cette production, la première d'Europe, est elle aussi soumise à des 

mortalités estivales importantes. Ces mortalités, de plus en plus alarmantes, depuis une quinzaine 

d'années seraient le résultat d'une étiologie multifactorielle entre : conditions environnementales, 

caractéristiques génétiques de l'hôte et association d'un ou plusieurs agents pathogènes bactériens 

du genre Vibrio et/ou viraux de type Herpes (Samain & McCombie 2008). 
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L huît e ta t la p e i e esp e i al e e ploit e, les " aladies ost i oles" appa aisse t pa i 

les plus courantes et les plus étudiées. Toutefois, de nombreuses pathologies ont été décrites sur la 

majorité des espèces de bivalves exploitées ou non (Lauckner 1983). 

“ agissa t de la se o de esp e de i al e e ploit e da s le o de ais aussi da s le bassin 

d A a ho , deu  pathologies p incipales ont été décrites sur la palourde japonaise V. 

philippinarum : la perkinsose et la Maladie de l'Anneau Brun (MAB, ou Brown Ring Disease - BRD). 

 La perkinsose, provoquée par le protozoaire Perkinsus spp. connait une aire de répartition 

relativement étendue et une gamme d'hôtes extrêmement large, regroupant de nombreuses 

espèces de bivalves dont les huîtres, les ormeaux, les coquilles Saint-Jacques et les palourdes. Cette 

maladie est responsable de mortalités massives mais entraine également des effets subléthaux sur 

la reproduction et la croissance qui ne sont pas sans impacts écologiques et économiques (Villalba 

et al. 2004, Soudant et al. 2013).  

La BRD a été décrite suite à d'importantes mortalités observées sur divers sites français. 

Cette maladie a également été décrite en Norvège, Grande-Bretagne, Italie, Espagne et jusqu'en 

Corée du Sud (Paillard 2004). L'agent pathogène de la maladie est la bactérie Vibrio tapetis. Cette 

maladie entraine un dysfonctionnement de la balance énergétique de l'hôte qui se traduit 

notamment par une diminution de la croissance et de la reproduction (Flye Saint-Marie et al. 2007). 

La bactérie est présente principalement entre le manteau et la coquille. La présence de la bactérie 

entraine un dépôt de conchioline, formant ainsi un anneau brun symptomatique de la maladie. En 

cas de lésions tissulaires, Vibrio va pouvoir pénétrer dans le système circulatoire et les tissus et 

engendrer la mort par septicémie généralisée (Paillard 2004). 

 

Au début des années 2000, des mortalités importantes de palourdes japonaises adultes ont 

été observées sur le site français d'Arcachon (Dang et al. 2008). Des investigations plus poussées 

ont conduit à la découverte en 2005 d'une nouvelle maladie : la maladie du muscle marron ou 

Brown Muscle Disease (BMD). 

Cette pathologie émergente est le sujet de la présente thèse. 
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2. La maladie du muscle marron (BMD) 

 

Une maladie se définit comme une altération de la santé et des fonctions des êtres vivants. 

Chez les organismes aquacoles, les agents responsables de ces maladies peuvent être de 

différentes sortes : physiques, chimiques ou bien, comme dans le cas des maladies infectieuses 

étudiées ici, biologiques. 

Cette classification peut sembler toutefois simpliste face à la complexité et à la multiplicité des 

facteurs intervenant dans l'apparition et la dispersion d'une maladie. L'approche intégrée de 

Snieszko (1974) représente une maladie au œu  d'u  complexe de trois compartiments : l'hôte, le 

pathogène et l'environnement (Figure 4.A).  

L'expression d'une maladie reposant sur les interactions entre différents facteurs appartenant à ces 

trois compartiments, seule l'étude du système dans son ensemble permet une bonne 

compréhension de la maladie. 

 

 

 

Figure 4.  A-"The epidemological triad" d'après Snieszko 1974 B-Application du graphique du Snieszko au cas de la maladie du muscle 

marron (BMD) 

La suite de ce paragraphe repose sur le graphique modifié de Snieszko (Figure 4.B). Les sections 2.1 

à 2.3 sont un état actuel (mais non exhaustif) des connaissances des 3 compartiments à étudier et 

de la BMD. 
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2.1 La palourde japonaise Venerupis philippinarum 

 

La palourde japonaise, Venerupis (= Ruditapes = Tapes) philippinarum est une espèce  originaire de 

la province indopacifique : Chine, Japon et mer des Philippines (Ponurovsky & Yakovlev 1992). Par 

sa grande plasticité d'adaptation aux conditions environnementales (i.e. elle supporte des 

conditions très variables de température et de salinité) elle s'est développée dans de nombreux 

pays suite à une introduction volontaire pour la conchyliculture ou accidentelle liée à l'importation 

de naissain d'huître (Le Treut 1986). La palourde japonaise vit entre les latitudes 25°N et 45°N 

(Figure 5). 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Répartition mondiale de Venerupis philippinarum. Les zones grises représentent les pays où l'espèce est présente 

(D'après FAO 2013). NB : l'espèce a également été signalée récemment au Portugal  

 

La palourde affectionne des milieux abrités et plus particulièrement ceux à salinité variable 

comme les baies ou les lagunes littorales. Elle affectionne de nombreux types de substrats meubles 

: vases, sables et graviers, ainsi que ceux à granulométrie mixte. La palourde possède de fortes 

facultés d'enfouissement dans ces différents sédiments, grâce à son pied très développé. La 

profondeur d'enfouissement est en moyenne de 7 cm. Elle peut atteindre 10-12 cm lors de très 

faibles températures hivernales (Le Treut 1986). Bien que la palourde japonaise soit une espèce 

très résistante aux variations environnementales de température et salinité, les preferendums se 

situent autour de 18-25°C pour la température et 12-32 pour la salinité.  

La palourde est une espèce gonochorique (les sexes sont séparés). Comme pour la plupart des 

bivalves, la gonade est diffuse dans la masse viscérale, à la base du pied. La maturité sexuelle 

apparaît à partir d'une longueur de coquille d'une vingtaine de millimètres. Le cycle reproducteur 

est connu pour être variable et plusieurs pontes sont possibles dans la même saison (Ponurovsky & 

Yakovlev 1992). Le processus de gamétogénèse est variable suivant la région géographique. Il est 

initié à partir de 12°C et est optimal lorsque la température atteint 20-22°C. La gamétogénèse dure 
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deux à cinq ois. Les ga tes so t is da s la olo e d eau où se d oule la f o dation. La 

qualité de l'alimentation aura une influence sur la quantité de gamètes émis. 

La phase pélagique larvaire dure deux à quatre semaines (Le Treut 1986) avec une série de 

métamorphoses. Cette phase larvaire permet une dissémination importante au grès des courants 

mais est également vulnérable au vu des nombreux prédateurs présents (Le Treut 1986). Une fois 

accroché à son substrat, le reste du cycle de vie de la palourde sera benthique avec peu de chance 

de remise en suspension (de Montaudouin 1997) et de faibles capacités de déplacements 

horizontaux (maximum 6 mètres par mois en condition expérimentales, Tamura 1970). Une 

seconde période de reproduction peut survenir au cours de la même saison, de deux à trois mois 

plus tard. 

La palourde est une espèce suspensivore. Elle se nourrit principalement de phytoplancton et 

de matière organique particulaire (Dang et al. 2009c). Les périodes de croissance et le niveau 

d ali e tatio  so t p i ipale e t gis par la température (Le Treut 1986). 

Pour maintenir leur intégrité et se défendre contre les agents pathogènes, les mollusques bivalves 

possèdent un système immunitaire inné. 

L i u it  i e, o t ai e e t à l i u it  a uise e o t e hez les e t s, se d fi it 

comme une réaction non spécifique, non adaptative et ne générant pas de mémoire immunitaire. 

La reconnaissance des micro-organismes est réalisée par un nombre limité de récepteurs appelés 

 Pattern-Recognition Receptors (PRRs). Ces récepteurs sont capables de reconnaitre des 

composants microbiens, appelés « Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPs) qui peuvent 

être de différente nature : les lipopolysaccharides des bactéries à Gram-négatif, les peptidoglycanes 

des bactéries Gram-positif, les a a es su es  des le u es ou e o e l A‘N des i us. U e 

grande partie des PRRs fait partie de la famille des Toll-Like Receptors (TLRs). 

L i u it  est suppo t e pa  deu  a tions complémentaires : d u e pa t la d fe se ellulai e do t 

les diateu s so t les h o tes et d aut e pa t, la d fe se hu o ale i pli ua t des ol ules 

libres. 

Les hémocytes sont des cellules capables de proliférer et de se différencier pour induire une 

réponse immunitaire efficace, e.g. la phagocytose des éléments étrangers ou la libération de 

molécules actives destinées à détruire le corps étranger (Chu 2000). La phagocytose est considérée 

comme la première ligne de défense cellulaire chez les mollusques (Feng 1988). Son principe est 

fondamentalement le même entre les invertébrés et les vertébrés et repose sur 4 étapes : la 

reconnaissance, l'adhésion, l'ingestion et la destruction (Figure 6) 
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Figure 6. Etapes de la phagocytose 

 

La reconnaissance des particules étrangères, qu'elles appartiennent aux cellules du soi, ou du non 

soi comme les pathogènes, va être réalisée de façon passive par la rencontre aléatoire entre les 

deux éléments ou activement par chimiotactisme. La cellule phagocytaire va ensuite adhérer à la 

particule étrangère. Cette adhésion est facilitée par l'opsonisation des corps étrangers, i.e. la 

sécrétion d'opsonines par les cellules du système immunitaire qui vont se fixer sur le corps étranger 

et ainsi permettre l'adhésion du phagocyte.  

Le phagocyte va ensuite se transformer pour créer des pseudopodes, extensions cytoplasmiques 

qui vont englober le corps étranger et l'enfermer à l'intérieur du phagocyte dans une vacuole : le 

phagosome. 

Les éléments présents dans le phagosome seront alors détruits soit par fusion du phagosome avec 

des lysosomes (le phagolysosome) où les enzymes lysosomiales s'attaqueront aux différents 

constituants de la particule ou du micro-organisme soit par action de diverses espèces réactives de 

l'oxygène lors du mécanisme appelé "Flambée oxydative". 

Les débris de l'élément étranger seront ensuite évacués hors de la cellule par exocytose. 

Lo s ue l o ga is e i asif est de taille sup ieu e au  h o tes, es de ie s o t e i  

e apsule  l l e t t a ge  pou  u il soit e suite d t uit pat l a tio  des e z es l soso iales. 

La défense humorale repose sur de nombreuses molécules  

- les lectines : glycoprotéines qui réagissent spécifiquement avec les polysaccharides. Elles 

sont particulièrement impliquées dans la défense contre les bactéries 
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- les cytokines : ol ules de o u i atio  ui agisse t su  d aut es ellules pou  e  

gule  l a ti it  et la fo tio . Ces ol ules gulat i es o p e e t les 

interleukines, les interférons, les Tumor Necrosis Factor (TNF) et les chemokines. 

- les peptides anti-microbiens : peptides riches en cystéine comme par exemple les 

défensines 

- les lysozymes : petites e z es apa les d h d ol se  les liaiso s des peptidogl a es 

(composants majeurs de la paroi des bactéries à Gram-positif) 

La oie alte e du o pl e t est gale e t i pli u e da s l i u it  i e. Cet e se le de 

protéine entraine une cascade de réactions qui vont permettre la reconnaissance du micro-

organisme et permettre la chimio-attraction des hémocytes permettant à long terme la 

phagocytose. La voie du complément va également stimuler la production des cytokines pour 

l li i atio  de l o ga is e t a ge . 

 

2.2 Le bassin d'Arcachon 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Carte du bassin d'Arcachon et localisation sur la côte atlantique française 



 
Introduction générale 

 
11 

 

Le bassin d'Arcachon (44°40'N, 1°10'W) est une lagune semi-fermée située sur le rivage du Golfe de 

Gascogne (Figure 7). Sa superficie totale s'élève à 180 km² dont 115 km² sont émergés lors de la 

basse mer. Le régime de la lagune est méso- à macrotidal (Gassiat 1989) puisque le marnage est 

compris entre 0,90 m et 4,90 m. La marée est de type demi-diurne. Le bassin est relié à l'océan 

Atlantique au sud-est par un système de passes par lesquelles transitent entre 130 et 400.106 m3 

d'eau à chaque marée. Le volume de la lagune seule (i.e. sans les passes) est compris en moyenne 

entre 270.106 m3 à basse mer et 460.106 m3 à pleine mer (Auby 1991). 

Chaque jour, les apports en eau douce du bassin s'élèvent à 3,45.106 m3. Ils proviennent 

majoritairement des cours d'eau (83 %), et dans une moindre mesure des précipitations (11%) et du 

ruissellement de la nappe phréatique (6%). 

Presque la moitié de la zone intertidale, 46 km² sur 115 km², est recouverte par un herbier à 

Zostera noltei (Plus et al. 2010). Le bas des estrans est en partie consacré à l'activité ostréicole. 

 

L'histoire de la palourde japonaise dans le bassin d'Arcachon commence au début des années 80. 

Elle avait déjà été introduite dans d'autres régions françaises dès 1972 par la Société ATlantique de 

MARiculture (SATMAR) à des fins conchylicoles (Flassch & Leborgne 1992). Entre 1980 et 1986, des 

ostréiculteurs arcacho ais se so t la s da s l le age de la palou de japo aise Venerupis 

philippinarum, la vénériculture sur estran (Robert & Deltreil 1990). Cette tentative fut de courte 

du e. La fo te hute des p i  due à la o u e e o o i ue de l Espag e, du Po tugal, de 

l Italie et de la Tu isie ajout e à l a tio  des p dateu s tels ue le aliste Popo sk  et al. 1999) et 

à l appa itio  de « gisements naturels » o t o duit à l a a do  de la i ultu e à la fi  des 

années 80. 

 Cependant, les conditions environnementales favorables du bassin d'Arcachon associées au 

recrutement naturel ont permis à l'espèce de s'établir sur toute la zone intertidale. Dès le début des 

années 90, la palourde japonaise a supplanté l'espèce locale : la palourde européenne Venerupis 

decussata (Auby 1993). Les dernières estimations du stock de palourdes du bassin d'Arcachon font 

état d'une biomasse et d'un effectif total composés respectivement à 99% et 98% de palourde 

japonaise (Sanchez et al. 2013). La palourde européenne et la palourde jaune (Polititapes aureus) 

représentent les quelques % restant.  

Bien que l'élevage de l'espèce japonaise ait été abandonné, la population néo-naturalisée a 

permis une importante activité de pêche, et la production annuelle du bassin d'Arcachon se 

stabilise aujourd'hui à 500-600 t (Sanchez et al. 2013). A l'échelle française, le bassin d'Arcachon 
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représente une part importante de la production de palourdes. En effet, la production du pays 

avoisine les       3 000 t dont 40% proviennent de la pêche et 60% de l'élevage (Comité national de la 

conchyliculture 2009. cnc-France.com). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Captures de palourdes déclarées sur le bassin d’A a ho  sou es : CRTS La Rochelle, SIH Ifremer et Base Pêche Aquitaine 

(BPA) du CRPMEM Aquitaine) (D'après Sanchez et al. 2013) 

 

L'apparition des statistiques de captures à partir de 1992 montre une très forte fluctuation de la 

production annuelle du bassin avec des années affichant des productions inférieures à 400 t et un 

pic de 1 028 t en 2007 (Figure 8).  

Afin de maintenir un stock pérenne et de bonnes conditions d'exploitation, le Comité Local des 

Pêches Maritimes et des Elevages Marins d'Arcachon (CLPMEM) a mis en place, dès 1996, des 

mesures de gestion adaptées. Ces premières mesures consistaient en l'instauration de licences 

pour les pêcheurs et la fermeture à la pêche de certains sites pour créer des zones dites «  de 

réserve ». Des campagnes d'évaluation du stock de palourdes ont par la suite été réalisées en 2000, 

2003, 2006, 2008, 2010 et 2012 (Les 2 dernières campagnes ont permis un suivi de la BMD pour la 

présente thèse. Cf chapitre II). Ces campagnes permettent le suivi d'indicateurs standardisés, tels 

que la biomasse totale de palourdes japonaise et la fraction exploitable, i.e. les individus supérieurs 

à la taille légale de pêche professionnelle de 35 mm. Entre 2003 et 2008, la biomasse totale a connu 

une très forte baisse. Elle est passée de 7 992 t à 4 457 t (Figure 9). 

NB : le suivi de l'année 2000 n'est pas considéré puisqu'il ne prenait pas en compte toute l'aire de répartition de la 

palourde japonaise. 
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Figure 9. Evolution de la biomasse totale et de la fraction exploitable du stock arcachonnais de palourdes japonaises (Source 

IFREMER) 

 

En 2008, la tendance s'est renversée et en 2012 la biomasse totale atteignait 7 099 t. Cependant, 

la fraction exploitable a continué de diminuer. Cette diminution se traduit par une proportion de 

plus en plus faible des individus de grande taille. Dans le même temps, de faibles niveaux de 

recrutement ont été observés. 

 

En parallèle des évaluations de stock, des travaux de recherche ont été entrepris pour 

comprendre la dynamique de population de cette espèce. Ces études ont pointé du doigt, entre 

autres paramètres, l'importance d'une nouvelle pathologie: la maladie du muscle marron ou Brown 

Muscle Disease (BMD - Dang 2009), l'objet de cette thèse. 
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2.3 Etat actuel des connaissances sur la BMD et l'agent étiologique 

Le chapitre 2.3.1 est une synthèse bibliographique des travaux de Dang et al. qui ont découvert la 

BMD. Il repose sur 3 publications principales : 

- "Brown muscle disease (BMD), an emergent pathology affecting Manila clam Ruditapes 

philippinarum in Arcachon Bay (SW) France" en 2008 (Diseases of Aquatic Organisms) 

- "Brown Muscle Disease and Manila Clam Ruditapes philippinarum Dynamics in Arcachon 

Bay, France" en 2009 (Journal of Shellfish Research) 

- "Virus-like particles associated with brown muscle disease in Manila clam, Ruditapes 

philippinarum, in Arcachon Bay (France)" en 2009b (Journal of Fish Diseases) 

 

2.3.1 Sur les palourdes japonaises du bassin d'Arcachon…. 

 2.3.1.1 Description de la maladie 

Découverte en 2005 (mais sans doute installée avant), la BMD se caractérise par un muscle 

adducteur postérieur (le plus proche de la surface du sédiment lorsque la palourde est en position 

de vie normale, c'est-à-dire enfouie dans le sédiment) atrophié et des tissus dégradés. Le muscle 

devient progressivement brun et calcifié. Le muscle strié, le plus externe (Figure 10.A), est le 

premier touché par la maladie.   

Le stade le moins avancé se traduit par l'apparence de petits nodules jaunes et de minuscules 

points bruns sur le pourtour du muscle strié. Ces symptômes se propagent jusqu'à atteindre le 

muscle lisse et recouvrir l'ensemble du muscle. Au stade terminal, les deux types de tissus 

musculaires (lisse et strié) sont totalement bruns et calcifiés.  

 Un indice a été proposé pour quantifier l'intensité de la maladie. Le MPI : "Muscle Print 

Index" permet de déterminer sur une échelle de 0 à 4 le pourcentage du muscle atteint par la 

maladie comme suit :  

 → stade sai , le us le e p se te au u e alt atio  Figu e .A  

 → -25 % du muscle est atteint 

 →  à  % du us le Figu e .B  

→  à  % du us le 

 →  à % du us le Figu e .C  
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Figure 10. Muscles adducteurs postérieurs de palourdes à différents stades de la BMD. A- stade sain. Le muscle strié est caractérisé 

par une étoile blanche et le lisse par un triangle blanc. B- MPI = 2. C- MPI = 3 (D'après Dang et al. 2008) 

 

Le muscle adducteur antérieur qui se trouve le plus enfoui, ainsi que les autres organes, ne 

présentent aucun signe visible de la maladie. 

Des investigations plus poussées sur l'état du muscle ont été menées en microscopie optique 

(Figure 11). Trois stades ont été analysés pour déterminer la progression et l'impact de la maladie: 

sain, intermédiaire (MPI = 2) et avancé (MPI = 4). 

 - Stade sain (Figure 11.A). Le muscle présente une organisation normale. De nombreuses 

myofibrilles sont visibles sur la coupe. 

 - Stade intermédiaire (Figure 11.B). Les fibres musculaires sont désorganisées. Aucune 

st u tu e disti te appa aît. U e i po ta te i filt atio  h o tai e est ota le. U e fo te 

réaction inflammatoire avec accumulation de granulocytes est observée : les granulocytomes (ou 

granulomes). 

 - Stade avancé (Figure 11.C). Plus aucune structure cellulaire n'est visible. Les fibres 

musculaires ainsi que les hémocytes ont disparu. 
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Figure 11. Coupes histologiques colorées au May-Grunwald-Giemsa de muscle adducteur postérieur sain (A), de MPI = 2 (B) et de MPI 

= 4 (C). Barre = 200 µm (D'après Dang et al. 2008) 

   

  2.3.1.2 Agent étiologique 

Diverses approches ont été entreprises pour identifier l'agent responsable de la maladie. Les 

analyses sous loupe binoculaire et microscopie optique ont permis de noter l'absence de 

macroparasites tels que Polydora spp. (annélide polychète perforante), Cliona spp. (demosponge 

perforant), trématodes digènes et de microparasites comme les champignons, protozoaires et 

bactéries. 

Des analyses par Polymerase Chain Reaction (PCR) avec des amorces universelles spécifiques ont 

permis d'éliminer définitivement la présence de champignons, de protozoaires et de bactéries.  

Des analyses en microscopie électronique à transmissions ont permis de mettre en évidence 

de petites particules de type virale: VLPs (pour Virus-like particles) chez tous les individus atteints 

(Figure 12.B) mais pas chez les individus sains (Figure 12.A). Chez les individus malades, de fortes 

disruptions des fibres musculaires et des granulocytomes sont à nouveau observés. 

Ces VLPs sont soit extracellulaires soit intracellulaires. Elles sont soit libres dans le 

cytoplasme (Figure 12.C), soit incluses dans des vésicules (Figure 12.D). Chez les individus aux 

stades de la maladie les plus avancés des structures où les particules semblent "ordonnées" sont 

observées. Ces amas ordonnés sont appelés des structures paracrystallines (Figure 12.E). La taille 

de ces particules, 25-40 nm, ainsi que leur forme icosaédrique et l'absence d'une enveloppe 
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suggèrent une appartenance à la famille des picornaviridae, des parvoviridae ou des caliciviridae 

(voir cependant les chapitres IV et VII). 

 

Figure 12. Coupes ultrafines observées en microscopie électronique à transmission. A- muscle sain (barre = 5 µm) B- muscle à un stade 

intermédiaire de la maladie (barre = 5 µm) C- Virus-like particules (VLPs) sur un stade intermédiaire de la maladie (1 µm) D- VLPs sur 

un stade avancé de la maladie (200nm) E- Structure paracrystalline des VLPs (barre = 100nm) (D'après Dang et al. 2009b) 

 

   2.3.1.3 Impacts sur l'hôte 

La BMD a été découverte suite à de fortes mortalités observées sur le bassin d'Arcachon se 

traduisant par la présence de nombreuses coquilles à la surface du sédiment. En effet, la 

calcification du muscle adducteur postérieur est souvent visible même après la mort de l'individu 

(Figure 10.C) 

La calcification du muscle adducteur postérieur va entrainer un dysfonctionnement de son 

activité et ainsi perturber le cycle de vie de l'animal. Ce muscle est responsable de l'activité 

d'ouverture et de fermeture des valves. La BMD va donc non seulement perturber les activités 

d'alimentation et de respiration de l'animal mais également le rendre plus vulnérable au 

parasitisme par des opportunistes (cha pig o s, a t ies… , à la p datio  et à la dessi atio . E  

effet, la perturbation du système d'ouverture/fermeture des valves va certainement entrainer la 

remontée à la surface des individus et donc une vulnérabilité plus importante face à des conditions 
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critiques (NB : d'autres stress comme des variations importantes de température et/ou de salinité entrainent la remontée à la 

surface des individus. Observations personnelles) 

Aucun signe de réparation n'a pu être observé sur le terrain. Il semblerait que le 

développement de la maladie soit irréversible et conduise l'hôte à une mort certaine.  

 

  . . .  Quel ues hiff es… 

Une première étude a montré que la BMD était présente sur 62% de la zone de répartition de la 

palourde japonaise, soulignant ainsi le caractère relativement global de la maladie à l'échelle du 

bassin d'Arcachon. 

Une analyse comparative entre palourde de surface (position anormale) et palourdes enfouies 

supporte la théorie d'une remontée importante des palourdes atteintes de la maladie à la surface 

du sédiment. En effet, la prévalence est 3 fois plus importante chez les palourdes de surface que 

chez celles qui sont enfouies. 

La différenciation "profondeur-surface" a également été suivie de façon mensuelle en termes de 

mortalité. Après 15 jours en laboratoire, les palourdes de surface présentaient une mortalité 

moyenne de 12,4% avec un pic de 82% contre 0,5% et un pic à 7% pour les individus de profondeur. 

Des calculs de mortalité réalisés sur un des sites les plus infectés du bassin montrent une mortalité 

naturelle (= mortalité hors pêche) des adultes à 95% imputable à la BMD. 

La taille minimale d'apparition de la maladie est de 25 mm chez les individus de surface et 27 mm 

chez les individus enfouis. 

L'analyse globale des MPI (Muscle Print Index) montre une représentation équivalente des 4 stades. 

Cependant on peut noter une prédominance de 36% pour le stade 1 contre 20%, 19% et 24% 

respectivement pour les stades 2,3 et 4. 

 

. .  …et ailleurs ? 

Une des particularités de la BMD est son caractère très spécifique et très localisé. 

Tout d'abord, les signes de la maladie ne sont visibles que sur le muscle adducteur postérieur. 

Aucun autre organe ne semble a priori touché. 

Deuxièmement, seule la palourde japonaise est atteinte. En effet, des analyses réalisées sur des 

bivalves vivant en sympatrie comme la coque Cerastoderma edule ou la palourde européenne V. 

decussata ont montré l'absence de signe de la BMD (n = 200). Toutefois, l'absence de la maladie 
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chez V. decussata reste à confirmer puisque les individus récoltés étaient de 14 à 23 mm. Or chez la 

palourde japonaise, la taille minimale d'apparition de la maladie est de 25 mm. 

Pour finir, cette maladie n'a pour l'heure été décrite que dans le bassin d'Arcachon. Deux épisodes 

de mortalités importantes, chez V. decussata en Espagne (Novoa & Figueras 2000) et V. 

philippinarum en Angleterre (Bateman et al. 2012) ont impliqués une suspission d'agent étiologique 

de type Picornalike-virus et des signes cellulaires semblables à ceux de la BMD. Toutefois, aucune 

caractéristique macroscopique n'a été décrite.  

 Il existe toutefois un certain nombre de maladies affectant des bivalves et qui présentent 

des caractéristiques communes à celles de la BMD. Le tableau 1 rassemble une liste non exhaustive 

des principales maladies recensées proche de la BMD. 

 

Tableau 1. Caractéristiques de maladies à virus détectées chez des bivalves marins. nr = non renseigné dans la publication. 

Espèce concernée Signes extérieurs Signes cellulaires 
Agent étiologique 

suspecté 
Échantillonnage 

Mortalités 
importantes 

Référence 

Mytilus edulis nr 
Granulocytomes 

Mitochondries anormales 

Picornalike virus 
Amas paracristallins ⦰ 27 nm 

Danemark 1983-84 
50-70mm 

nr 
Rasmussen 

1986 

Perna canaliculus 

Mytilus 

galloprovincialis 

nr 
Accumulation cellules 

basophiles 
Nécrose. Corps granuleux 

Virus-like particles ⦰ 25-35 nm 

Nouvelle Zélande 
1994 

Juvéniles + 
Adultes 

Oui 
Jones et al. 

1996 

Paphies 

ventricosum 
nr V si ules d e do tose 

 
Virus-like particles ⦰ 22-36 nm 

Nouvelle Zélande 
1991-94 

(Taille nr) 
Oui 

Hine et 
Wesney 

1997 

Pecten 

novaezelandiae 

Pas de lésions 
apparentes 

V si ules d e do tose 
Mitochondries enflées 

Virus-like particles ⦰ 22-30 nm 
Nouvelle Zélande 

1990-93 
23-110 mm 

Oui 
Hine et 
Wesney 

1997 

Pinctada fucata 

martensii 

Atrophie et coloration 
jaune-marron du 

muscle et du 
manteau. Baisse de 
qualité des huîtres. 

Fibres musculaires 
atrophiées et nécrosées. 
Infiltration hémocytaire 

Virus-like particles ⦰ 30 nm 
Japon 1997-98 

Juvéniles et adultes Oui (annuelles) 
Miyazaki 

et al. 1999 

Venerupis 

decussata 
nr 

Contenu cytoplasmique 
réduit. 

Picornalike virus ⦰ 27-35 nm 
Espagne 1997-98 

(Taille nr) Oui (1997-98) 
Novoa and 

Figueras  
2000 

Pinctada 

margaritifera 

Lésions de la coquille, 
nécrose du muscle 

adducteur 

Granulocytomes 
Fibres musculaires 

altérées 

Virus-like particles ⦰ 40 nm 
Polynésie française 

1996-97 
(taille nr) 

Oui (1985) 
Comps et 
al. 2001 

Cerastoderma 

edule 
nr 

Néoplasie. Infiltration 
hémocytaire (manteaux, 

pied, gonade) 

Picornalike virus 
Amas paracristallins ⦰ 19-21 nm 

Espagne 1999 
(Taille nr) Oui (1997) 

Carballal et 
al. 2003 

Venerupis 

philippinarum 
nr 

Cellules 
hypertrophiées. Infiltratio

n hémocytaire 

Picornalike virus ⦰ 25-30 nm 
Angleterre 

10 mm 
Oui (2008) 

Bateman 
et al. 2012 
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3. Problématique et organisation du manuscrit 

 

Selon l'office international des épizooties (OIE) une maladie émergente est une maladie grave 

récemment reconnue dont la cause peut ou non être déjà établie et qui est susceptible de se 

propager. De nombreuses définitions de maladie émergente sont disponibles. Toutefois, 

l'augmentation de l'incidence de la maladie dans une population donnée, une région donnée et une 

période donnée reste le dénominateur commun à toutes ces définitions (Toma & Thiry 2003). Les 

causes d'émergences de maladies sont multiples et font intervenir différents facteurs qui font 

échos à l'approche compartimentée de Snieszko (Saulnier et al. 2007) : i) l'agent pathogène, via les 

processus de mutations, l'acquisition de nouveaux facteurs de virulence et les capacités de 

transmission et de multiplication; ii) l'environnement via le dérèglement d'un écosystème, le 

changement d'un paramètre biotique ou abiotique favorable pour l'agent infectieux; iii) l'hôte ou 

les espèces hôtes par l'affaiblissement de leurs capacités de défenses, de l'arrivée ou prolifération 

d'hôtes naïfs ou d'hôtes réservoirs et iv) des facteurs anthropiques comme le transfert d'espèces, 

les pratiques d'élevage ou la pollution du milieu.  

 La caractérisation des mécanismes d'infection, de la pathogénicité et des conditions 

d'expression d'un pathogène constitue évidemment un domaine de recherche fondamentale 

d'intérêt pour la compréhension des maladies. Mais il ne faut pas négliger in fine l'importance de 

ces informations sur les mesures de gestion à appliquer pour limiter la maladie et maintenir, dans le 

cas d'activités de productions, une économie durable et pérenne. 

  

Dans la caractérisation d'une maladie, l'identification de l'agent responsable reste une étape 

essentielle. Toutefois, cette identification s'avère souvent difficiles et reste insuffisante dans le 

cadre ou une maladie se définie comme la résultante d'une interaction entre un pathogène, un 

hôte et un environnement (Snieszko 1974). 

 Dans cette optique, ce manuscrit de thèse se divise en deux parties. La première est 

consacrée à l'étude de la maladie et se divise en trois chapitres. La deuxième partie concerne la 

caractérisation de l'agent étiologique. Elle s'articule autour de quatre chapitres retraçant le 

raisonnement scientifique qui fut le nôtre dans la caractérisation de l'agent responsable de la BMD. 
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Dans la première partie consacrée à la BMD :  

 - Le chapitre I s'intéresse à l'influence des facteurs environnementaux sur la BMD mais 

également sur une autre maladie bien connue de la palourde japonaise et importante dans le 

bassin d'Arcachon, la perkinsose. Ce chapitre fait partie intégrante d'une publication comprenant 

un volet sur l'interaction coques/ trématodes digènes non présenté ici.   

Binias C, Do VT, Jude-Lemeilleur F, Plus M, Froidefond JM, de Montaudouin X (2013) Environmental factors contributing 

to the development of brown muscle disease and perkinsosis in Manila clams (Ruditapes philippinarum) and 

trematodiasis in cockles (Cerastoderma edule) of Arcachon Bay. Marine Ecology DOI: 10.1111/maec.12087 

 - Le chapitre II traite d'un suivi spatio-temporel de la maladie. Des cartographies du bassin 

ont été réalisées en 2010 et 2012. Ces suivis nous permettent de déterminer l'évolution de la 

prévalence au cours du temps, mais également de détailler la distribution de la maladie. De plus 

suivi mensuel d'un an et demi nous a permis de mieux appréhender la dynamique du système 

hôte/parasite. 

 - Le chapitre III concerne l'impact de la maladie sur l'organisme hôte. L'effet de la maladie a 

été suivi au niveau physiologique, cellulaire et moléculaire. Ce chapitre fait l'objet d'une publication 

en cours de révision dans la revue Fish and Shellfish Immunology 

Binias C, Gonzalez P, Provost M, Lambert C, de Montaudouin X. Brown Muscle Disease: impact on Manila clam 

Venerupis (=Ruditapes) philippinarum biology. Fish & Shellfish Immunology, under review 

 

 Dans la seconde partie du manuscrit, le chapitre IV concerne l'identification microscopique 

de l'agent étiologique. Il fait suite aux observations de particules de type viral déjà réalisées par 

Dang et al. (2009b). Ces particules ont ensuite été purifiées sur gradient de sucrose et des essais de 

clonage du matériel génomique ont été menés. Pour satisfaire au postulat de Koch et appréhender 

les mécanismes d'infestation de la maladie, une expérience de transmission de la maladie a été 

réalisée dans le chapitre V. Les difficultés et limites rencontrées au cours de cette infestation 

expérimentale nous ont amenés à considérer l'utilisation de culture cellulaire pour obtenir de 

grandes quantités de particules virales et pour appréhender les effets cytopathogènes de l'agent. 

Aucune lignée de mollusques bivalves n'étant disponible, le chapitre VI concerne donc des essais 

primaires pour l'obtention de primocultures de palourde japonaise pour des investigations futures. 

  Enfin le chapitre VII a été consacré à des approches de transcriptomique comparative entre 

individus sains et individus malades. Cet ultime chapitre représente une approche plus globale 

regroupant l'identification de l'agent étiologique mais aussi une étude de l'impact de la maladie sur 

le transcriptome de la palourde japonaise. 
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Chapitre I 
Facteurs environnementaux contribuant au 

développement de la BMD et de la perkinsose 

chez la palourde japonaise (Venerupis 

philippinarum) dans le basin d'Arcachon  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extrait de la publication 

"Binias C, Do VT, Jude-Lemeilleur F, Plus M, Froidefond JM, de Montaudouin X (2013) Environmental factors contributing 

to the development of brown muscle disease and perkinsosis in Manila clams (Ruditapes philippinarum) and 

trematodiasis in cockles (Cerastoderma edule) of Arcachon Bay. Marine Ecology DOI: 10.1111/maec.12087" 
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1. Introduction 

 

In coastal ecosystems, salinity is generally a strong driver of community structure (Blanchet et al. 

2005). This is particularly true in systems such as estuaries where the gradient is obvious (Wolff 

1973, Ysebaert & Herman 2002, Rybarczyk & Elkaim 2003). Typically, three types of faunal 

communities are encountered and these are associated with euhaline, polyhaline, mesohaline and 

oligohaline waters respectively. All of these have both pelagic (Herman et al. 1968, Orsi & Mecum 

1986, Baretta & Malschaert 1988, David et al. 2006) and benthic components (Attrill & Rundle 

2002; Ysebaert & Herman 2002). Parasite species may also display strong relationships to salinity 

gradients when their life cycles involve free-living stages sensitive to water mass characteristics. 

This has been described in protozoans like Perkinsus spp. that parasitize numerous mollusc species 

(Ahn & Kim 2001, La Peyre et al. 2006). When the host dies, the parasite transforms into a stage, 

the hypnospore, that spends some time in the water before being inhaled by a new host (Choi & 

Park 2010). The various species of the genus Perkinsus are known to be limited by low salinity (Leite 

et al. 2004).  

In lagoons, however, salinity gradients are not always so pronounced and other structuring factors 

may interfere with the process. These include emersion rate, seagrass occurrence, and sediment 

grain size (Bachelet et al. 1996, Marzano et al. 2003, Blanchet et al. 2004). This results in a mosaic 

of communities where the major structuring factors are not always easy to detect. In relation to 

parasites, there is little knowledge on the factors that drive their distribution in these sheltered 

a eas. Fo  fishe e , su h k o ledge ould o t i ute to ide tif i g efuge a eas  that a e o e 

or less exempt from infectious diseases (Hoffmann et al. 2009). 

Arcachon Bay is a good system to illustrate and study these questions. It is a typical tidal lagoon 

with a cape sheltering most of the system and with freshwater inputs. Previous studies performed 

on free-living intertidal fauna demonstrated that the salinity gradient was not the only driver of the 

distribution of pelagic (Vincent 2002) and benthic communities (Bachelet & Dauvin 1993, Blanchet 

et al. 2004). Arcachon Bay also supports the highest production of Manila clam Venerupis 

philippinarum in France. This bivalve undergoes pathologies. Perkinsosis (Perkinsus olseni) is very 

prevalent in Manila clams in the whole bay, with no detected gradient (Dang et al. 2010a). Recently, 

in 2005, a new disease of the bivalve, Brown Muscle Disease (BMD), was described for the first time 

(Dang et al. 2008). The infectious agent is still unknown, although a virus is suspected (Dang et al. 
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2009b). Our specific aims were: 1) to describe a series of biotic and abiotic factors in Arcachon Bay 

in order to identify homogeneous entities, i.e. groups of stations that were defined by similar 

environmental characteristics with (salinity, temperature, emersion rate, grain-size median, 

seagrass biomass); 2) to assess levels of infection in clams; and 3) to identify environmental factors 

correlated with the various diseases. The general aim was to explore whether it is possible to 

ide tif  hot spots  a u ulatio  of i fe tio s  o  efuge a eas  sites f ee of pathogens) by 

measuring biotic and/or abiotic factors. 
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2. Materials and Methods 

 2.1 Study site 

A a ho  Ba  ° N, ° W  is a a otidal tidal a ge = . -4.9) coastal lagoon situated on the 

South Western coast of France. This 156-km² ecosystem is connected to the Atlantic Ocean by a 2-

3-km wide and 12-km long channel. Channels represent 41 km² of the lagoon surface and penetrate 

between large intertidal areas (115 km²). A significant proportion of these tidal flats (46 km²) is 

covered by Zostera noltii seagrass beds (Plus et al. 2010). Arcachon Bay receives freshwater inputs 

from the North-East and south but mainly from a river (Leyre) located in the South-Eastern end of 

the lagoon. The balance between marine and freshwater inputs and the slow renewal of water by 

tides induce salinity and temperature gradients (Robert et al. 1987). 

 

 2.2 Sampling procedure 

 In October and November 2009, a total of 39 stations were sampled along two axes (i.e. two 

subareas) drawn between the most seaward part of the lagoon and the most landward, within the 

Manila clam habitats (Figure I.1). Stations were sampled at low tide. Six 0.25-m² quadrats were 

sampled by hand to collect clams. When the number of collected individuals was insufficient, 

additional individuals were collected haphazardly in the immediately surrounding area. After all 

stations had been sampled, we selected 28-36-mm shell length individuals, a length range that was 

common to all stations, for further analysis. Sediment was sampled for analysis of organic matter 

and median grain-size. Pictures were taken for analysis of seagrass biomass (see below) using a 

Fujifilm FinePix S9500 camera at a resolution of 1600 x 1200 pixels.  

 

 2.3 Environmental factors 

  2.3.1 Grain size and organic matter 

At each station, the upper 3 cm of sediment was collected and subsequently analysed for grain-size 

distribution (wet sieving) and organic matter (loss of weight of dry sediment at 450°C for 4 h). 

 

  2.3.2 Biomass of seagrass foliage 

A rapid but reliable method of assessing the biomass of Zostera noltii leaves was developed for this 

study, during a preliminary sampling trip. Fifteen 15 cm x 15 cm quadrats were delicately laid over 

the sediment surface at low tide. These quadrats were visually selected to represent a large range 
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of vegetation cover, from 0% (bare sediment) to 100%. For each quadrat, a numerically identified 

photograph was taken from directly overhead, one meter above the surface.  

Then, all leaves in the quadrat were cut at their base with scissors. Back at the lab, each sample was 

washed, weighed (fresh weight) and dried at 60°C for 48 hours to obtain a dry weight. 

On each photograph, polygons corresponding to bare sediment were drawn using image analysis 

software. The surface of these polygons was automatically calculated and the seagrass cover was 

deduced from the quadrat surface. The leaf dry weights and the surface covers were correlated 

following logarithmic transformation of both variables (and after removing one picture without 

grass). The relationship was described by the following equation: 

ln(DW) = 1.450 x ln(S) – 1.733, with R = 0.98 (n = 14 pictures)  

where ln(S) = 0.690 x ln(DW) + 1.195 

DW is Zostera noltii leaves dry weight in g.m-² and S is the % of sediment covered by Z. noltii. The 

biomass in fresh weight (FW) could also be obtained 

FW = 13.2 x DW, R² = 0.95 (n = 15) 

Therefore from a numerically identified picture, it was possible to obtain a biomass with reliable 

precision. This method was more precise for lower seagrass covers; as vegetation cover approaches 

100%, the method becomes less precise because 100% cover may correspond to many biomass 

values, depending on seagrass bed thickness.  

The drawing of polygons allowed us to obtain the relationship between leaf biomass and seagrass 

cover but was highly time consuming for routine survey. Consequently, we used a line-drawing 

method in order to estimate foliage biomass more rapidly. This method consisted of drawing three 

equidistant lines across each numerical image and counting the intersections between lines and 

leaves. The 15 cm x 15 cm frame was placed with leaves perpendicular to one of the square sides 

and lines were drawn at right angle to leaves. The best correlations were found after logarithmic 

transformation of both variables (intersection and biomass) and described as follows; 

ln(DW) = 1.514 x ln(mean number of intercepts per line) – 1.9113, with R = 0.98 (n = 14) 

This method was utilized to determine aerial biomass in the 39 investigated stations (10 frames per 

station). Less than ten minutes per photograph, including line drawing, were necessary to estimate 

aerial biomass. 
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  2.3.3 Temperature, salinity, emersion time  

Temperature, salinity and emersion rates for each sampling site were obtained by means of a 

mathematical model (MARS3D, (Lazure & Dumas 2008)), that had been previously applied and 

validated on Arcachon Bay (Plus et al. 2009). This three-dimensional hydrodynamic model 

calculates free surface height variations, current speed and direction, water temperature and 

salinity, at a 235 m resolution on the horizontal plane (10 meshes on the vertical) and at time steps 

ranging from 10 to 60 seconds. The model was launched for a three year period (November 2006 to 

November 2009), and the following parameters were recorded for each site: 

 Temperature and salinity minima, maxima and means. 

 Percent of time spent in emersion. 

 Frequency histograms for temperature (percent of time spent at temperatures below the 

following thresholds: 8, 12, 16 and 20°C). These threshold values cover the range of values 

that is found in this area and allow detecting particularly low and high temperatures from 

a e e e ts . 

 Frequency histograms for salinity (percent of time spent at salinities below the following 

thresholds: 13, 28 and 34). These threshold values cover the range of a value that is found in 

this area and allow detecting particularly low and high salinities f o  a e e e ts . 

Boundary conditions were provided by the global tidal solution FES99 (Lefèvre et al. 2002) and the 

atmospheric forcing parameters – air temperature, atmospheric pressure, nebulosity, relative 

humidity and surface wind stress – were provided by the ARPEGE model (Météo-France). 

Comparisons between available ground-truth values and model simulations were performed in 

order to validate the mathematical model for the study period (from November 2006 to November 

2009). Empirical temperature and salinity data were taken from the ARCHYD database (Ifremer), 

selecting four stations located along the clam sampling axes (Figure I.1). Sea surface height (SSH) 

observations at the Eyrac tide gauge (Figure I.1) were provided by the REFMAR website 

(refmar.shom.fr) and remain the property of the SHOM (Naval Hydrographic and Oceanographic 

Service) and the Gironde DDTM (Sea and Territory Departmental Directorate). Model evaluation was 

performed following Piñeiro et al. (2008), regressing observed vs. predicted values and testing the 

significance of slope = 1 and intercept = 0. This analysis was complemented by RMSD (root mean 

squared deviation) and EFF (model efficiency) calculations: 
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where Yimod and Yiobs are respectively the predicted and observed values and n is the total number of 

values. 

 

Table I.1. Regressions parameters (slope a and bias b, for the Yobs = aYmod + b equation), coefficient of determination (r
2
), Theil's partial 

inequality coefficients (Ubias, Uslope and Uerror,, are the proportions of observed variance not explained by the predicted values but due 

to respectively, mean differences between observed and predicted values, slope error and unexplained variance), root mean squared 

deviation (RMSD, expressed in the same units as the variables) and model efficiency (Eff, the closer Eff is to 1, the better is the model), 

for observed vs. predicted variables (temperature, TEMP, salinity, SAL and sea surface height, SSH) 

 

 SSH Temperature Salinity 

a 1.008 0.958 0.910 

Significance of test a=1 0.20 0.09 0.18 

b 0.016 0.376 3.086 

Significance of test b=0 0.33 0.35 0.16 

Degree of freedom 915 34 34 

r2 0.97 0.98 0.85 

Ubias (%) 0.034 0.125 0.039 

Uslope (%) 0.002 0.071 0.049 

Uerror (%) 0.964 0.804 0.912 

RMSD 0.19 0.78 0.79 

EFF 0.96 0.98 0.84 

 

 

Table I.1. summarizes the results of the model validation. Observed vs. predicted values regressions 

showed that the model behaved satisfactorily. Best model performances were obtained for sea 

surface elevation and temperature, with a very high percentage of variance in observed values 

explained by the model (respectively 97% and 98%). The worst model performance was obtained 

for salinity but the coefficient of determination still remains high (85%). All tests for slope=1 and 

intercept=0 were passed and model efficiency was near 1. Theil's partial coefficients show that most 

of the errors in model predictions were due to unexplained variance and not to bias or to 

misleading. Temperature, salinity and SSH root mean squared deviations were 0.78°C, 0.79 and 19 

cm, respectively. 
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 2.4 Bivalve models and associated pathology 

  2.4.1 Manila clam and Perkinsus 

All collected Manila clams (Venerupis philippinarum) belonging to shell length class 28-36 mm were 

opened (34 stations out of 39 investigated stations harboured Manila clams with adequate shell 

length) and gill samples were excised. Five gills from clams with identical lengths were pooled and 

weighed for analyses of Perkinsus infection levels as determined by the FTM (fluid thioglycollate 

medium) assay (Ray 1966). Depending on clam availability, between 2 and 6 pools (except 1 pool in 

a single station (n°21)) were obtained. For induction of prezoosporangia (hypnospores), gill samples 

were placed in separate 15 mL tubes containing 9.5 mL FTM supplemented with 66 µg mL-1 

streptomycin, 32 µg mL-1 penicillin G and, 40 µg mL-1 nystatin (final concentrations), to prevent 

bacterial and fungal activity. The tubes were incubated at room temperature for 7 days, in the dark. 

After incubation, the samples were stored at 4°C until hypnospore enumeration. To lyse tissues, 

samples were centrifuged at 664g for 10 min. Pellets were added with 5 mL 2N NaOH, and 

incubated at 60°C for at least 1 hour. This step was repeated before pellets were rinsed twice with 

10 mL 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS). Final pellets were resuspended in 1 mL PBS and 

hypnospores were counted twice using a Malassez counting chamber. 

The concentration of Perkinsus was correlated to the different variables of the environment 

(Pearson correlation, after verifying normality of residuals), and was compared among the four 

spatial groups (Kruskal Wallis test due to heteroscedasticity) and between the two axes, i.e. 

between the two subareas of the lagoon (Student t-test) (Statistica 7 software). 

 

  2.4.2 Manila clam and BMD 

All collected clams belonging to the 28-36-mm shell length class were opened and an index of the 

pathology (Muscle Print Index, MPI) estimated. On the posterior adductor muscle (the only affected 

one), the MPI was used to designate the surface colonized by the brown muscle print on a scale of 

0 to 4 as follows: 0 (healthy), 1 (0-25%), 2 (25-50%), 3 (50-75%) and 4 (75-100%). When both valves 

displayed different pathology indices, the highest category was selected to characterize the stage of 

BMD. Prevalence was defined as the percentage of infected hosts (Bush et al. 1997). 
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3. Results 

 3.1 Environmental factors 

 

Figure I.1. Principal Component Analysis (PCA) based on 21 environmental factors (A) from 33 stations (B). Four groups can be 

separated. Organic Matter content in the sediment contributed to Axis 1, while salinity and temperature contributed to Axis 2. Black 

disks represent stations that were surveyed within ARCHYD network in order to obtain ground-truth values of salinity and 

temperature for model validation. Black square situates Eyrac tide gauge to calibrate sea surface height with the model and to 

deduce emersion time 

 

The Principal Component Analysis separated 4 spatial groups (Figure I.1A). Group 1 isolated a small 

number of stations at the mouth of the two freshwater inputs (Canal des Etangs and Leyre) (Figure 

I.1B). This group was characterized by low mean salinity (22.6), high frequency of T<16°C (50%), 

high organic matter and silt and clay contents in the sediment (7.8 and 38.5%, respectively), null 

emersion time, and low seagrass coverage (7%) (Table I.2). Group 2 gathered stations in oceanic 

position with high median grain size (191 µm), high mean salinity (32.8), mean temperature similar 

to elsewhere in the lagoon (17°C) but with low occurrence of cold events, i.e. low frequency of 

T<8°C (4.2%), low organic matter and silt and clay content in the sediment (3.2 and 16.3%, 

respectively) (Figure I.1) (Table I.2). Groups 3 and 4 displayed medium mean salinity (30.1), medium 

frequency of T<8°C (7.7%) (Table I.2). Axis 2 displayed a higher percentage of silt and clay, organic 

matter in the sediment and emersion time and more extreme water temperatures than Axis 1 

(Table I.3). 
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Table I.2. Different characteristics of the environment averaged for each of the four groups that were defined by the Principal 

Component Analysis (Figure I.2). ANOVA (F value) or Kruskal Wallis tests (H) were performed to compare values among groups. 

Superscript letters gather groups that are similar for a given parameter, values that are different from values of the three other 

groups (p<0.05) are in bold and italic 

 

  Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 F H p 

  
       

Sediment Median (µm) 103 b 

±52.8 
191.2 a 

±85.3 
96.5 b 

±37.8 
108.3 b 

±22.5 
 13.23 0.004 

Silt (%) 38.5 a 

±11.3 
16.3 b 

±16.3 
38.8 a 

±3.2 
29.5 a 

±8.3 
8.32  <0.001 

Organic matter (%) 7.8 bc 

±2.6 
3.2 a 

±2.5 
9.1 c 

±1.3 
6.2 b 

±2.5 
7.91  0.000 

Seagrass cover (%) 6.2 a 

±10.8 
72.2 b 

±22.7 
40.1 ab 

±23.4 
44.9 ab 

±26.7 
6.24  0.002 

Salinity Mean 22.5 c 

±3.7 
32.8 b 

±0.3 
30.3 a 

±0.3 
29.9 a 

1.4 
 23.16 <0.001 

F <13 16.4 a 

±8.7 
0.0 b 

±0 
0.1 ab 

±0.3 
0.3 ab 

±0.9 
 14.64 0.002 

F <28 66.6 a 

±19.0 
1.8 b 

±0.7 
20.1 b 

±3.9 
22.7 b 

±13.1 
 22.87 <0.001 

F <34 99.9 a 

±0.0 
75.1 b 

±7.8 
99.8 a 

±0.1 
98.8 a 

±1.5 
 21.92 <0.001 

Temperature Mean 16.7 a 

±0.2 
16.7 a 

±0.1 
17.0 b 

±0.1 
17.0 b 

±0.1 
31.80  <0.001 

Minimal 1.2 bc 

±0.4 
3.1 a 

±0.9 
0.8 c 

±0.5 
1.9 b 

±0.9 
9.55  <0.001 

Maximal 34.4 
±0.5 

33.1 
±2.2 

34.1 
±2.1 

32.2 
±2.6 

1.36  0.274 

F < 8°C 9.5 a 

±0.3 
4.2 b 

±1.1 
7.9 a 

±0.2 
7.5 a 

±0.7 
 23.74 <0.001 

F <12°C 31.6 a 

±0.7 
27.1 b 

±0.2 
28.0 a 

±0.2 
28.1 a 

±0.5 
 23.11 <0.001 

F <16°C 50.4 a 

±0.7 
48.4 ab 

±0.4 
48.0 b 

±0.2 
48.3 ab 

±0.3 
 12.13 0.006 

F < 20°C 62.7 ac 

±1.3 
63.1 a 

±1.4 
59.5 b 

±0.3 
59.9 cb 

±0.7 
 23.07 <0.001 

Current F<0.25m/s 93.3 
±6.9 

95.6 
±4.5 

91.3 
±10.4 

82.2 
±15.7 

 4.97 0.174 

% Emersion time 0.0 a 

±0 
 

30.9 b 

±16.9 
 

32.9 b 

±11.4 
 

13.0 a 

±15.1 
 

6.26 
 

 
0.002 

 

Clam density (ind/m²) 16.2 ab 

±28.1 
6.3 a 

±7.9 
51.4 b 

±41.7 
23.9 ab 

±18.6 
 10.84 0.012 

Distance (km) Leyre 5.9 ab 

±8.1 
13.8 a 

±1.1 
12.4 ab 

±1.3 
8.2 b 

±4.3 
 10.66 0.013 

Canal des Etangs 9.8 ab 

±8.1 
8.2 ab 

±0.9 
3.3 a 

±1.3 
8.2 b 

±4.1 
 9.07 0.028 

Atlantic Ocean 12.7 a 

±1.9 
3.0 b 

±1.0 
9.6 a 

±0.4 
9.5 a 

±1.9 
 22.06 <0.001 

 

 

Table I.3. Different characteristics of the environment in both axes (Figure I.1). Student t-test (t value) was performed to compare 

values between axes. Values that are different (p<0.05) are in bold and italic 
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  Axis 1 Axis 2 t p 

      

Sediment Median (µm) 131.9 127.4 0.20 0.838 

Silt (%) 23.5 32.1 -2.12 0.041 

Organic matter (%) 4.3 7.3 -3.11 0.004 

Seagrass cover (%) 44.6 
 

51 
 

-0.60 
 

0.550 
 

Salinity Mean 29.5 30.9 -1.38 0.178 

F <13 2.6 0.8 1.02 0.315 

F <28 25.2 15.2 1.49 0.144 

F <34 91.2 92.3 -0.27 0.790 

Temperature Mean 16.9 16.9 0.30 0.765 

Minimal 2.5 1.7 2.28 0.029 

Maximal 32.1 33.7 -2.05 0.048 

F < 8°C 6.6 6.9 -0.39 0.700 

F <12°C 28.2 27.9 0.69 0.489 

F <16°C 48.6 48.3 1.33 0.191 

F< 20°C 61.3 60.9 0.57 0.573 

Current F<0.25m/s 85.3 91.9 -1.53 0.135 

% Emersion time 11.4 28.3 -3.16 0.003 

Clam density (ind/m²) 17.6 27.7 -1.11 0.273 

Distance 
(km) 

Leyre 7.2 13.3 -5.10 <0.001 

Canal des Etangs 10.9 4.5 7.83 <0.001 

Atlantic Ocean 8.4 7.4 0.83 0.414 

 

 3.2 Manila clam and Perkinsosis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.2. Abundance of Perkinsus (cells/g (fresh weight) of gills) per station in Arcachon Bay 

 

The mean concentration of Perkinsus in the bay was 62,000 cells.g-1 (gill fresh weight FW) and could 

reach 209,000 cells.g-1 (gill FW) (station 33, Axis 2, Figure I.2). It was positively correlated to organic 

matter concentration in the sediment, percentage of emersion, and distance to Leyre River and was 
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negatively correlated to frequency of T < 16°C and distance to Canal des Etangs (Table I.4). There 

was a significant difference of Perkinsus concentration among spatial groups (Kruskal Wallis, df = 3, 

H  = 22.58, p < 0.001), Group 1 (7,400 cells.g-1 (gill FW)) being different from Groups 2, 3 and 4 that 

displayed similar infection (70,193 cells.g-1 (gill FW)). Perkinsus abundance was three times higher 

in Axis 2 (mean = 95,701 cells.g-1 gill FW) than in Axis 1 (mean = 28,917 cells.g-1 gill FW) (Student t-

test, df = 33, t = - 4.62, p < 0.001). 

 

Table I.4. Correlation between 1) Perkinsus concentration, Brown Muscle Disease BMD  p evale e, BMD’s Mus le P i t I de  MPI  

and 2) different parameters of the environment (N = 34). Significant correlations (p<0.05) are in bold and italic. R = Pearson 

correlation coefficient 

 
 Perkinsus concentration 

(Cells/g of gills) 

BMD 

 Prevalence (%) MPI  

 R p R p R p 

Sediment Median (µm) -0.04 0.829 -0.27 0.141 -0.28 0.119 

Silt (%) 0.25 0.149 0.45 0.010 0.39 0.025 

Organic matter (%) 0.35 0.040 0.52 0.003 0.42 0.015 

Seagrass cover (%) 0.09 
 

0.594 
 

0.07 
 

0.713 
 

-0.35 
 

0.051 
 

Salinity Mean 0.29 0.101 -0.10 0.580 -0.26 0.145 

F <13 -0.31 0.073 0.08 0.672 -0.03 0.865 

F <28 -0.27 0.127 0.07 0.681 0.29 0.098 

F <34 0.03 0.875 0.37 0.039 0.72 <0.001 

Temperature Minimal -0.29 0.093 -0.37 0.034 -0.46 0.008 

Maximal 0.29 0.090 0.12 0.514 -0.02 0.900 

Mean 0.09 0.614 0.12 0.6644 0.66 <0.001 

F < 8°C 0.00 0.990 0.32 0.071 0.65 <0.001 

F <12°C -0.26 0.131 0.18 0.330 0.21 0.245 

F <16°C -0.35 0.043 -0.00 0.987 -0.24 0.176 

F < 20°C -0.17 0.344 -0.23 0.213 -0.73 <0.001 

Current F<0.25m/s 0.09 0.626 -0.16 0.390 -0.20 0.270 

% Emersion time 0.34 0.048 0.13 0.491 0.03 0.875 

Clam density (ind/m²) 0.10 0.569 -0.12 0.502 0.37 0.037 

Distance 
(km) 

Leyre 0.43 0.011 0.28 0.114 -0.28 0.113 

Canal des Etangs -0.51 0.002 -0.60 <0.001 -0.20 0.260 

Atlantic Ocean -0.14 0.422 0.20 0.264 0.62 <0.001 

 

 

 3.3 Manila clam and Brown Muscle Disease 

The mean Brown Muscle Disease (BMD) prevalence per station in Manila clams throughout the bay 

was 11% (Figure I.3). BMD prevalence and Muscle Print Index (MPI) were positively correlated with 

silt and organic matter contents in the sediment and with salinity frequency S<34. They were 



 Chapitre I : BMD, Perkinsose et facteurs environnementaux 
 

 

 
37 

 

negatively correlated with minimal temperatures. Besides, MPI was positively correlated with mean 

water temperature and with Manila clam density (Table I.4). However, the influence of freshwater 

input was not similar between Canal des Etangs and Leyre. There was no difference of prevalence 

between spatial groups (one-way ANOVA, F3,28 = 2.03, p = 0.13). However, Muscle Print Index 

increased from the most oceanic spatial group (G2) (MPImean = 0.8) to the more continental ones 

(G3 and G4) (MPImean = 2.4) groups (one-way ANOVA, F3,28 = 11.74, p < 0.001). Prevalence was 3.6 

times higher along Axis 2 (16.1%) (See figure I.1 for localisation of both axes) than along Axis 1 

(4.5%) (U-Mann & Whitney, Z = -2.70, p = 0.007) (Figure I.3). MPI was similar in both axes (1.84) (U-

Mann & Whitney, Z = -1.55, p = 0.12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure I.3. Brown Muscle Disease (BMD) prevalence per station in Arcachon Bay. Mean BMD prevalence per axis (i.e. subarea) is 

mentioned 
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4. Discussion 

 

The aim of the study was to correlate the distribution of two types of Manila clam diseases within a 

lagoon (Arcachon Bay) in order to identify the main drivers. Salinity is often cited as a strong 

contributing factor (Ahn & Kim 2001, Elandalloussi et al. 2008) but many confounding factors may 

intervene along the gradient. The unusual feature of Arcachon Bay was the presence of two major 

freshwater inputs that induce a bi-directional salinity-temperature gradient, East-West and North-

South. We demonstrated that the effect of salinity was restricted to a very narrow area around the 

mouth of the river, for perkinsosis only. Indeed, Perkinsus concentration was significantly lower 

than elsewhere in Group 1 only, corresponding to 3 stations near river mouths. The distribution of 

oth diseases as e plai ed less ithi  o ea i  vs. o ti e tal  a is tha  et ee  oth 

northwest and southwest subareas of the lagoon. This suggests that factors other than salinity were 

contributing. 

The Principal Component Analysis discriminated groups of stations in accordance with what could 

be expected in such an ecosystem: an oceanic-influenced group (Group 2), a continent-influenced 

group (Group 1) and two intermediates groups (Groups 3 and 4) (Bouchet 1993).  

The mean abundance of perkinsosis infection was high compared to previous studies (Lassalle et al. 

2007) but was lower than that assessed in Arcachon Bay in 2006 (96,000 cells.g-1 (gill FW) (Dang et 

al. 2010a). This difference can be explained by the distribution of sampling stations, which in the 

present study took into account a broader area including stations with low infection. Salinity is an 

important factor structuring the abundance of Perkinsus spp. in some locations (Leite et al. 2004). 

For P. olseni, the optimal salinity range is 25-35 (Auzoux-Bordenave et al. 1995) and high infection 

generally corresponds to high salinity (Burreson & Ragone-Calvo 1996, Cigarría et al. 1997, Park & 

Choi 2001). In Arcachon Bay a similar gradient was formerly obtained (Dang et al. 2010a) but mainly 

due to stations sampled near freshwater inputs. In the present study, the refuge function of low-

salinity areas was evident (Group 1), but concerned less than 5% of the axis lengths. It should be 

determined if these low salinity areas are effective for commercially relevant growth rates in the 

shellfish. The salinity gradient out of these areas was not high enough to induce a perkinsosis 

infection gradient. Unexpectedly, the highest difference in perkinsosis infection was observed 

between Axes 1 and 2. The environmental characteristics that were significantly different between 

axes involved sediment and emersion. The highest content in silt and clay, and organic matter in 

the sediment coincided with the highest emersion rate, the highest extreme temperatures and 
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eventually the highest perkinsosis infection (Axis 2). Higher infection in muddy sediment than in 

sands was already reported (Choi et al. 2002). Our hypothesis is also that the highest emersion rate 

(higher average hypsometric level) is due to (and/or is the consequence) a smaller input of oceanic 

water during flood-tides, a lower water turn-over and a higher sedimentation of fine particles. This 

lower turn-over is consistent with an unpublished report that 1/3 of the water mass transits 

through Axis 2 against 2/3 through Axis 1 (SOGREAH 2001). That would increase the retention of 

Perkinsus hypnospores and facilitate infection between clams.  

A similar observation was made with Brown Muscle Disease (BMD). Interpretation is more difficult 

due to the lack of knowledge concerning the infectious agent which might be a virus (Dang et al. 

2009b). Here again, Axis 2 displayed higher prevalence in relation to sediment characteristics (but 

similar Muscle Print Index (MPI)). This axis was also characterized by higher clam densities (+60%, 

although p>0.05) which could facilitate disease transmission. 
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1. Introduction  

 

A l'échelle du bassin d'Arcachon, la maladie du muscle marron (BMD), pathologie émergente 

découverte en 2005 (Dang et al. 2008), est impliquée dans des mortalités importantes de la 

palourde japonaise et inquiète tout particulièrement le secteur de la pêche professionnelle (cf. 

introduction générale 2.3) 

 Une première cartographie de la maladie, réalisée en 2006 (Dang & de Montaudouin 2009) 

sur 50 stations réparties sur la zone la plus interne du bassin d'Arcachon fait état d'une maladie 

affectant 62% des sites étudiés et d'une prévalence généralement inférieur à 20% pour chaque site 

(individus de 30-40 mm). Une seconde étude, réalisée en 2009 selon 2 radiales nord-sud et est-

ouest (Binias et al. 2013- Chapitre I) présentait un découpage du bassin en deux sous-bassins Nord 

et Sud avec une prévalence de la BMD 3 fois plus élevée dans le sous-bassin Nord (individus de 28-

 . Ces deu  tudes eposaie t su  des st at gies diff e tes o e d ha tillo s, 

distribution, engin, saison) et sont à ce titre difficile à comparer.  

 

Le but de cette étude est de comparer deux cartographies de la BMD menées selon la même 

stratégie, réalisées en 2010 et 2012, pour estimer l'évolution spatio-temporelle de la maladie.  

L'évolution globale de la prévalence sera suivie avec une attention toute particulière accordée à 

l'évolution en fonction de la taille des individus. Une comparaison entre les deux sous-bassins Nord 

et Sud précédemment déterminés (Figure II.1) sera également effectuée sur les cartographies 2010 

et 2012. Une analyse plus fine sur une cohorte a également été réalisée pour approfondir la 

connaissance de la dynamique du système maladie-hôte. 
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2. Matériels et méthodes 

 2.1 Site d'étude 

Cf Introduction générale 2.2, page 10. 

 

 2.2 Campagnes annuelles d'échantillonnage  

Les palourdes japonaises Venerupis philippinarum ont été collectées dans le cadre des campagnes 

d'évaluation du stock de palourdes réalisées par le Comité Départemental des Pêches Maritimes et 

Elevages Marins (CDPMEM), l'IFREMER d'Anglet et les pêcheurs professionnels. 

Les campagnes 2010 (24 mai-3 juin et 9-15 juin) et 2012 (2-9 juin et 19-25 juin) ont été analysées 

pour cette étude avec respectivement 5 716 et 6 437 palourdes japonaises récoltées. 

 

Figure II.1. Carte du bassin d'Arcachon avec en gris l'ensemble des strates échantillonnées lors des campagnes 2010 et 2012. La barre 

noire délimite les sous-bassins Nord et Sud. Dans les analyses, la strate B est considérée pour moitié dans le sous-bassin Nord et pour 

l'autre moitié dans le sous-bassin Sud. L'ensemble de la strate Z2 est considérée dans le sous-bassin Nord 

 

L'étude a été réalisée sur 15 secteurs, appelés strates, définies par l'IFREMER (Sanchez et al. 

2013), reparties sur la zone intertidale de répartition de la palourde à l'exclusion des parcs 

ostréicoles, des chenaux et des zones de prés salés (Figure II.1.).  Pour chaque strate, le nombre de 

stations échantillonnées a été déterminé en fonction de sa surface (approximativement 10 stations 
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par km²) et les échantillons ont été distribués aléatoirement au sein de chaque strate (Sanchez et 

al. 2013). L'échantillonnage a été réalisé à marée haute à l'aide d'une benne Hamon. Chaque 

prélèvement de 0,25 m² a été tamisé sur trois mailles successives de 20, 10 et 5 mm. Les palourdes 

récoltées ont ensuite été congelées jusqu'à analyse. 

Pour la campagne 2012, les deux autres espèces de palourdes présentes sur le bassin d'Arcachon : 

la palourde européenne Venerupis decussata et la palourde jaune Polititapes (= Paphia) aureus ont 

également été récoltées et analysées. 

 

 2.3 Prévalence et intensité de la BMD 

Après décongélation, la prévalence et l'intensité de la BMD ont été déterminées sur les palourdes 

japonaises, mais également sur les palourdes européennes et les palourdes jaunes pour la 

campagne 2012. 

La prévalence d'une strate est définie comme le % d'individus présentant la maladie.  

NB : les individus de taille inférieure à 23 mm ont été analysés mais ne sont pas pris en compte dans les calculs de 

prévalence. La prévalence est do  d fi ie pou  l’e se le des i dividus de taille supérieure à 23 mm (ou pour les 

gammes de tailles définies). 

L'intensité est la moyenne des Muscle Print Index (MPI) pour les individus malades. Le MPI est un 

indice utilisé pour estimer le % du muscle atteint par la maladie (Dang et al. 2008). Il s'appuie sur 

une échelle de 0 à 4 avec 0 = individus sains, 1 = 0-25% du muscle atteint par la maladie, 2 = 25-

50%, 3 = 50-75% et 4 = 75-100%. Si les deux valves présentent un MPI différent, le plus fort indice 

est alors retenu pour caractériser l'intensité de la maladie.  

Les prévalences moyennes à l'échelle du bassin, ou des deux sous-bassins Nord et Sud (Figure II.1), 

ont été calculées à partir des prévalences de chaque strate et affectées d'un coefficient relatif à la 

superficie de celles-ci. Le même calcul a été réalisé pour calculer les MPI moyens et les proportions 

de ha u  des  stades de la aladie MPI  → .  

Le nombre absolu d'individus malades (ou effectifs de malades) a été obtenu en multipliant la 

prévalence par le nombre total d'individus sur la strate. Le nombre total (ou effectif total) a été 

calculé à partir de la densité mesurée et de la surface de la strate.  

 

 2.4 Suivi mensuel 

Chaque mois d'avril 2011 à décembre 2012, dix quadrats de 0,25 m² ont été réalisés sur une zone 

protégée dite "réserve de pêche" (depuis 2009) du bassin d'Arcachon (44°41'N, 1°04'W). Les 
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palourdes japonaises ont été récupérées sur un tamis de maille 10 mm de diamètre. Les palourdes 

ont été mesurées (longueur de la coquille) et des cohortes ont été identifiées par la méthode de 

Bhattacharya (1967) sur le logiciel FISAT II (version 1.2.2, FAO-ICLARM). Pour chacune des cohortes 

identifiées, entre 30 et 100 individus (suivant la densité) ont été disséqués. La prévalence et 

l'intensité de la BMD ont été déterminées pour chacune d'entre elles.  

Au mois d'avril 2011 (début du suivi), trois cohortes ont été identifiées : 2008 - 2009 - 2010. L'âge 

moyen "t" des individus recrutés en 2010 et mesurés en avril 2011 a été estimé suivant l'équation 

de Von Bertalanffy en considérant les paramètres de croissance définis sur ce site par Dang et al. 

(2010b) : 

Lt = L∞ [1- e –kt] avec k = 0,51.an-1 et L∞ = 43,6 mm 

t = ln (1 – Lt/L∞) / -k 

L'âge t calculé a servi de base à toutes nos estimations. En avril 2011, l âge des individus des 

cohortes 2009 et 2008 a été estimé à respectivement t + 12 mois et t + 24 mois. En mai 2011 l'âge 

des individus de la cohorte 2010 a été estimé à t + 1 mois, de la cohorte 2009 à t + 13 mois et de la 

cohorte 2008 à t + 25 mois. Le même calcul a été effectué chaque mois. 

Une corrélation entre les âges estimés par cette méthode et les âges théoriques calculés à partir 

l'équation de Von Bertalanffy pour toutes les tailles a été réalisée pour tester la validité de cette 

estimation. 

Les calculs de prévalence et d'intensité de la maladie ont été réalisés comme décrit dans le 

paragraphe 2.3. 

 

 2.5 Analyses statistiques 

L'ensemble des analyses a été réalisé sur le logiciel STATISTICA 7.1.   

Les différences entre deux prévalences ont été testées avec un test du Chi-2. Les proportions des 4 

stades de MPI ont été comparées à l'aide d'un test de Chi-2 si n > 20 ou d'un test exact de Fisher si 

n < 20.  

Une ANOVA a été réalisée pour comparer les MPI entre strates et/ou entre années. La normalité 

des données a été au préalable admise et l'homoscédasticité testée avec le test de Cochran.  

Les corrélations entre les différents paramètres suivis ont été réalisées (corrélation de Spearman). 
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3. Résultats 

 3.1 Comparaison à l'échelle du bassin 

En 2010, 3 620 palourdes japonaises de longueur supérieure à 23 mm ont été analysées et 4 932 en 

2012. Les plus petits individus malades détectés mesuraient 26,4 mm en 2010 et 23,3 mm en 2012 

et appartenaient tous les deux à la strate B.  

La prévalence moyenne à l'échelle du bassin a diminué de 4,96% en 2010 à 2,90% en 2012 

(p < 0,001). Les intensités moyennes (MPI) sont constantes avec 1,97 en 2010 et 1,95 en 2012 (F = 

0,001. p = 0,97). Pour l'ensemble des individus malades, une dominance significative des stades 1 

pour les deux années est observée (p < 0,001). En 2010, ceux-ci représentent 49,1% des individus 

échantillonnés et les trois autres stades, MPI = 2, MPI = 3 et MPI = 4 sont représentés de façon 

équitable avec 18,7%; 18,1% et 14,1% respectivement (p > 0,05). Le même schéma se retrouve en 

2012 avec 53,1 % de stade 1 et des proportions équivalentes de stades 2, 3 et 4 avec 

respectivement 14,3%, 17,2% et 15,4% (p > 0,05). 

A l'échelle du bassin, une corrélation positive a pu être mise en évidence entre la prévalence 

de la BMD dans les strates et la longueur moyenne des coquilles (taille) pour 2010 et 2012 (Tableau 

II.1). En 2010, la longueur moyenne est également corrélée, mais de façon négative, à la densité de 

palourdes dans la strate. Aucune autre corrélation n'a été établie pour 2010 et 2012 entre la 

prévalence, le MPI moyen, la densité et la taille moyenne (Tableau II.1). 

 

Tableau II.1. Tableau de corrélation entre les différents paramètres étudiés pour chacune des strates et pour les deux années de suivi. 

Prévalence = prévalence de la BMD (individus > 23 mm), MPI = MPI moyen, Densité = densité des individus > 23 mm, taille = longueur 

moyenne de la coquille. R = coefficient de corrélation de Spearman et p = p-value. En gras les corrélations pour lesquelles p < 0,05. 

 
Prévalence 

x 
Taille 

Prévalence 
x 

MPI 

Prévalence 
x 

Densité 

Taille  
x 

MPI 

Taille  
x 

Densité 

MPI 
x 

Densité 

2010 R = 0,58 
p = 0,029 

R = - 0,21 
 p = 0,464 

R = - 0,37 
p = 0,191 

R = - 0,27 
p = 0,347 

R = - 0,62 
p = 0,013 

R = 0,35 
p = 0,217 

2012 R = 0,63 
p = 0,015 

R = 0,29 
p = 0,300 

R = - 011 
p = 0,714 

R = - 0,08 
p = 0,780 

R = -0,31 
p = 0,256 

R = 0,22 
p = 0,456 

 

3.2 Comparaison à l'échelle des strates 

L'analyse réalisée à l'échelle des strates (Figure II.2) montre une tendance générale à la diminution 

de la prévalence entre les deux années. Cette diminution de prévalence est significative pour la 

st ate C , % → , %. p = , , la st ate “  , % → , %. p = , , la st ate )  , % → 

, %. p = ,  et la st ate )  , % → %. p = , . U e aug e tatio  de la p ale e est 
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ot e pou  les st ates F % → , %  et H , % → , %  ais sa s ue ela soit sig ifi atif 

(respectivement p = 0,120; p = 0,156). L'intensité moyenne (MPI) est constante entre les différentes 

strates en 2010 (F = 0,74. p = 0,712) et également en 2012 (F = 1,59. p = 0,093). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure II.2. Comparaison 2010-2012 des prévalences moyennes obtenues pour chacune des strates échantillonnées. Les gammes de 

prévalence sont définies comme suit : 0% = aucun individus malade; 0 - 2% = 0% < prévalence < 2%; 2 - 4% =  2%  p vale e < 4%; 4 

- 6% =  4%  p vale e < 6%; 6 - 8% =  6%  p vale e < 8%; 8 - 10% =  8%  p vale e  10% 

 



Chapitre II : Suivi spatio-temporel 
 

 
48 

 

3.3 Comparaison de différentes gammes de tailles 

Les prévalences et intensités de la maladie ont été analysées pour différentes gammes de taille 

(Figure II.3).  

Figure II.3. Evolution de la prévalence moyenne et de l'intensité moyenne (MPI moyen) de la maladie en fonction des gammes de 

tailles et pour les deux années suivies. Les gammes de taille sont toutes définies comme suit : 23-  =    taille <  . Les 

prévalences moyennes sont représentées par des histogrammes noirs (2010) et gris clair (2012) et la valeur moyenne du MPI pour 

chaque gamme est caractérisée par des triangles noir (2010) et gris clair (2012) 

 

Pour les deux années considérées, la prévalence augmente avec la taille des individus (p < 

0,001). On note également une diminution de la prévalence entre 2010 et 2012 pour les gammes 

de tailles 29-32 mm (p = 0,018) et 32-35 mm (p < 0,001) qui représentent 36% des effectifs en 2010 

et 40% en 2012 (pour l'ensemble des individus > 23 mm). L'analyse des valeurs totales de palourdes 

pour les gammes de tailles montre différents cas d'évolution entre 2010 et 2012 (Tableau II.2). Pour 

les individus de 23 à 32 mm, les effectifs totaux de palourdes, tout comme les effectifs totaux 

d'individus malades, ont augmenté. Les plus fortes augmentations sont notées pour les individus de 

26-29 mm et 29-32 mm avec respectivement +69 et +63%. Pour les individus de 32 à 35 mm, 

l'effectif total a augmenté (+ 19%) alors que l'effectif de malades a diminué. Pour la fraction 

exploitable (> 35 mm) les deux paramètres ont diminué. L'effectif total a baissé d'environ 20% et le 

nombre total de malades a été réduit de moitié. L'intensité de la maladie (MPI) reste relativement 
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constante entre les différentes gammes de tailles et ce pour les deux années suivies. Elle 

s'échelonne de 1,65 à 2,41 pour l'année 2010 et de 1,58 à 2,18 pour l'année 2012. 

 

Tableau II.2. Nombres totaux d'individus et de malades présents sur le bassin pour chaque gamme de taille et pour les deux années de 

suivi. Ces nombres totaux sont calculés pour chaque strate à partir de la densité de la strate et de sa surface puis additionnés pour 

obtenir une valeur totale à l'échelle du bassin. Le nombre total d'individus regroupe les individus sains (MPI = 0) ainsi que les individus 

malades (MPI = 1,2,3 et 4). Les gammes de taille sont toutes définies comme suit : 23-  =    taille <  . Le total o p e d 

l'ensemble des individus de taille  23 mm 

  23 – 26 mm 26- 29 mm 29 – 32 mm 32 – 35 mm 35 mm et + TOTAL 

Nb total 
d'individus 

 (x 103) 

2010 208 559 200 830 179 706 106 499 53 576 749 170 

2012 257 963 338 283 285 391 126 583 44 136 1 052 356 

Nb total de 
malades (x 103) 

2010 0 3 297 9 752 9 920 10 793 33 762 

2012 1 763 6 047 10 497 7 749 5 291 31 347 

 

La Figure II.4 regroupe les proportions de chaque MPI mesurées pour les deux années et 

pour les différentes gammes de taille. Pour la majorité des gammes de tailles, le stade 1 est le plus 

représenté. On note toutefois en 2010, une proportion équivalente des 4 stades pour les palourdes 

de 32 à 35 mm, et une prédominance des stades 1 et 2 pour les 35 mm et +. Pour 2012, le stade 4 

est minoritaire comparé aux trois autres stades pour les individus de 29 à 32 mm.  

Figure II.4. Proportion des 4 stades de la maladie MPI  →  pou  les diff e tes ga es de tailles o sid es et les deu  a es 

suivies. Les gammes de taille sont toutes définies comme suit : 23-  =    taille <   
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Pour la première gamme de taille où la maladie est détectée, 26-29 mm en 2010 et 23-26 mm en 

2012, aucun individu de stade 4 n'a été observé. 

  

 3.4 Comparaison des deux sous-bassins 

La comparaison des deux sous-bassins Nord et Sud (voir Figure II.1) présente des résultats 

différents en 2010 et en 2012. En 2010, la prévalence moyenne est de 4,6% pour le sous-bassin 

Nord et elle est équivalente (p = 0,308) dans le sous-bassin Sud avec 5,3%. Pour l'année 2012, le 

sous-bassin Nord présente une prévalence moyenne deux fois plus élevée que le sous-bassin Sud (p 

< 0,001) avec 4,2 % contre 1,9%. Pour les deux années de suivi, les effectifs entre sous-bassins sont 

équivalents. 

La comparaison temporelle de chacun des sous-bassins montre une prévalence qui reste 

constante entre les deux années pour le sous-bassin No d , % → , %. p = , . Pour le sous-

bassin “ud epe da t, la p ale e a hut  de p es ue /  e t e  et  , % → , %. p < 

0,001). 

 Les prévalences de la BMD pour les gammes de tailles précédemment utilisées à l'échelle du 

bassin entier ont été également comparées à l'échelle des sous-bassins. Les résultats sont 

regroupés dans le tableau II.3. 

 

Tableau II.3. Prévalences moyennes de chacun des deux sous-bassins pour les deux années de suivi et les gammes de tailles 

considérées. Les gammes de taille sont toutes définies comme suit : 23-  =    taille <  . Pou  ha ue ga e de tailles, 

les prévalences entre années et entre sous-bassins ont été comparées. Les lettres indiquent des niveaux de prévalence 

significativement  différents au sein d'une même gamme de taille 

 23-26 mm 26-29 mm 29-32 mm 32-35 mm 35 mm et + 

Prévalence 

2010 

Sous-bassin Nord 0% a 1,9% a,b 3,6% a 10,3% a 14,8% a 

Sous-bassin Sud 0% a 1,5% a,b 5,5% a 12,0% a 25,2% b  

Prévalence 

2012 

Sous-bassin Nord 0,7% a 2,7% a 4,2% a 7,8% a  13,9% a,b 

Sous-bassin Sud 0,3% a 0,9% b 1,7% b 3,9% b 16,2% a,b 

 

 

En 2010, les prévalences sont équivalentes entre les différentes gammes de tailles considérées sauf 

pour les individus > 35 mm chez qui la prévalence etait plus importante dans le sous-bassin Sud (p = 
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0,037) ais ui, il est ai, e ep se te ue % de l effe tif a al s  Ta leau II. . En 2012, trois 

gammes de tailles ( % de l effe tif esu  Ta leau II.1) pour les individus > 23 mm) présentent 

des prévalences moyennes plus faibles dans le sous-bassin Sud que dans le sous-bassin Nord : les 

individus de 26-29 mm (p = 0,002); ceux de 26-32 mm (p = 0,003) et les individus de 32-35 mm (p = 

0,045). Contrairement à 2010, en 2012 les individus > 35 mm présentent une prévalence moyenne 

équivalente entre les deux sous-bassins (p = 0,730). 

Dans le sous-bassin Nord, les effectifs ont augmentés entre 2010 et 2012 pour l'ensemble 

des gammes de tailles. Cette augmentation s'accompagne également d'une augmentation du 

nombre d'individus malades sauf pour la gamme de taille > 35 mm pour laquelle une baisse du 

nombre total d'individus malades est ot e sa s ue ela affe te sig ifi ati e e t la p ale e. 

Pour le sous-bassin Sud, pour toutes les gammes de taille de 23 à 35 mm, l'effectif total augmente 

alors que le nombre total d'individus malades diminue entre 2010 et 2012. Pour les individus de 

taille supérieure à 35 mm, la diminution du nombre d'individus malades s'accompagne également 

d'une forte baisse des effectifs totaux. 

Concernant l'intensité de la maladie (MPI) entre les deux sous-bassins, celle-ci est conforme 

aux résultats obtenus à l'échelle du bassin entier. On retrouve dans les deux sous-bassins et pour 

les deux années une prédominance des stades 1, et les stades 2,3 et 4 sont équitablement 

représentés. Certaines caractéristiques sont toutefois à noter. Pour l'année 2012, le sous-bassin 

Sud présente une proportion de stade 1 plus grande que le sous-bassin Nord (p =0,016) alors que ce 

dernier comporte une proportion d'individus de stade 4 (p = 0,002) plus grande que dans le sous-

bassin Sud. La comparaison annuelle montre que la proportion des stades 1 a augmenté en 2012 

dans le sous-bassin Sud, tout comme celle des stades 4 dans le sous-bassin Nord. 

 

3.5 Analyse des palourdes V. decussata et P. aureus 

Lors de la campagne 2012, 67 palourdes jaunes de 11,7 à 28,4 mm ont été récoltées. La taille 

moyenne était de 20,2 mm avec 11 individus de taille supérieure à 23 mm. 

Pour les palourdes européennes, 115 individus de 14,2 à 43,7 mm ont été récoltés dont 87 avaient 

une taille supérieure à 23 mm (taille moyenne 27,5 mm). Pour l'ensemble de ces individus, aucun 

signe de la BMD n'a été détecté. 
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 3.1.6 Suivi de cohorte 

 

Figure II.5. Evolutio  de la p vale e a es oi es  et de l'i te sit  de la BMD losa ges la s  e  fo tio  de l'âge d’u e oho te 

moyenne. La légende de l'axe des abscisses est défini comme suit : mois: âge (m = mois) – MPI = Muscle Print Index 

 

La corrélation de Pearson réalisée entre l'âge estimé (Cf matériels et méthodes 2.4) et l'âge 

théorique calculé par l'équation de Von Bertalanffy pour une taille donnée permet de valider la 

méthode d'estimation avec un coefficient de corrélation significatif de 0,89 (droite d'origine 0; p < 

0,001).  

Le premier individu malade, détecté au mois d'août 2012, mesure 24,1 mm pour un âge 

approximatif de 24 mois. La prévalence de la BMD s'échelonne de 0,5 à 11% et est corrélée à l'âge 

des individus (R = 0,8; p < 0,001) (Figure II.5). L'intensité moyenne (MPI) est comprise entre 1 et 3. 

Aucune corrélation n'a été établie entre la prévalence et le MPI moyen (R = - 0,23; p = 0,36) ni entre 

l'âge et le MPI moyen (R = - 0,37; p = 0,14). Sur l'ensemble des individus malades analysés lors du 

suivi de cohorte (soit 50 individus tous âges confondus), la majorité présente un MPI de 1 (66%. p < 

0,001). Les stades 2, 3 et 4 sont équitablement représentés avec respectivement 12%, 16% et 6% (p 

= 0,11). 
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4. Discussion 

 4.1 Evolution de la BMD et des effectifs de palourde 

Depuis sa première description en 2005 (Dang et al. 2008), la BMD est toujours présente sur le 

bassin d'Arcachon. 

Les résultats des cartographies réalisées en 2010 et 2012 semblent néanmoins démontrer une 

tendance à la diminution de la prévalence. Bien que la prévalence totale à l'échelle du bassin 

(individus > 23 mm) n'excède pas les 3% en 2012, les prévalences rencontrées sur la fraction 

exploitable du stock (individus de longueur > 35 mm), de l'ordre de 15%, restent préoccupantes 

pour l'activité de pêche. 

 Une chute de la prévalence peut résulter de deux paramètres : une diminution du nombre 

absolu d'individus malades et/ou une augmentation du nombre d'individus sains. A l'échelle du 

bassin, la diminution de la prévalence résulte de ces deux paramètres : une augmentation des 

effectifs totaux (recrutement) et une diminution du nombre absolu d'individu malades (mortalité). 

 L a al se plus fi e alis e à l helle des sous-bassins Nord et Sud montre toutefois une 

évolution différente entre ces deux zones. Pour le sous-bassin Nord, les prévalences restent 

constantes pour l'ensemble des gammes de tailles étudiées avec une augmentation simultanée (et 

compensée) du nombre d'individus sains et du nombre d'individus malades (sauf pour les individus 

de taille > 35 mm où le nombre absolu de malades n'augmente pas sans que cela affecte la 

prévalence). 

La baisse de prévalence observée à l'échelle du bassin résulte des changements observés 

uniquement au niveau du sous-bassin Sud. Dans ce dernier, on note également une augmentation 

des effectifs pour l'ensemble des individus de 23 à 35 mm mais qui s'accompagne cette fois d'une 

diminution du nombre absolu d'individus malades, entrainant ainsi les baisses de prévalence 

observées. Pour les individus de la fraction exploitable (> 35 mm), la prévalence reste constante 

entre les deux années, mais en 2012 les effectifs totaux ainsi que le nombre absolu de malades 

chutent fortement. Cette double baisse pourrait s'expliquer par la mort des individus infectés. 

NB : l'activité de pêche pourrait également être mise en cause dans cette double diminution. Toutefois, la BMD entraine 

une remontée des individus à la surface du sédiment. Les collaborations et rencontres avec les pêcheurs arcachonnais 

montrent que ces derniers ne prélèvent pas préférentiellement les palourdes de surface, et auraient même tendance à 

ne pas les prélever du fait de leurs coquilles verdâtres peu commercialisables. L'hypothèse d'une disparition des individus 

malades imputable à des mortalités BMD-dépendante est plus probable qu'une hypothèse de disparition liée à la pêche. 
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 Deux hypothèses peuvent expliquer la baisse de prévalence observée chez les individus du 

sous-bassin Sud âgés d'environ 2 à 3 ans (29-35 mm). La baisse du nombre absolu d'individus 

malades implique soit une baisse réel du nombre d'individus infestés durant cette période soit que 

les individus infestés ne sont déjà plus visibles. Le premier cas suggère une infection limitée par 

l'agent responsable de la BMD qui peut être le fait d'une diminution de la quantité de particules 

infectieuses présentes dans le milieu, et/ou de conditions environnementales défavorables à 

l'agent infectieux et/ou favorables à une résistance des palourdes. Dans le second cas de figure, la 

diminution du nombre total d'individus infestés serait le fait d'une mortalité BMD-dépendante 

importante de ces individus. 

Les effectifs totaux ont fortement augmentés entre 2010 et 2012 (individus > 23 mm). Toutefois 

l'augmentation a été plus faible dans le sous-bassin Sud avec seulement + 30% contre + 54% 

d'augmentation dans le sous-bassin Nord. Cette augmentation plus faible favoriserait l'hypothèse 

d'une mortalité BMD-dépendante faisant diminuer la prévalence comme c'est le cas pour de 

nombreuses maladies affectant les bivalves marins (Kennedy 1984, Anderson & Gordon 1982, 

Desclaux et al. 2004, Dang & de Montaudouin 2009). 

 D'autre part, les mollusques bivalves sont considérés par de nombreux auteurs comme des 

réservoirs pour les agents viraux (Revue de Meyers 1984). On peut donc penser qu'à la mort de 

l'individu hôte, les particules virales sont relarguées dans le milieu environnant, comme c'est le cas 

par exemple pour Perkinsus spp. (Bushek et al. 2002, Ragone-Calvo et al. 2003) et peuvent ainsi 

aller infecter d'autres hôtes. Dans le sous-bassin Sud, la disparition des individus malades de taille 

supérieure à 35 mm laisserait ainsi penser à un apport important de particules virales durant ces 

dernières années. Cette hypothèse va à l'encontre d'une infection limitée dans la zone par le 

nombre de particules infectieuses présentes et favorise l'idée d'une mortalité BMD-dépendante 

entrainant la baisse de la prévalence. Cette hypothèse peut toutefois être nuancée par le turn-over 

de la masse d'eau important présent dans le sous-bassin Sud et évoqué dans le chapitre précédent. 

Malgré un apport important en particules infectieuses, le renouvellement important des masses 

d'eau dans cette zone pourrait limiter leur probabilité de rencontre avec un nouvel hôte.  

 

 4.2 Dynamique du système BMD/palourde 

Chez les mollusques bivalves, des corrélations positives entre taille/âge de l'hôte et intensité et/ou 

prévalence parasitaire ont déjà été observés chez divers systèmes hôtes/parasites : C. 

edule/trématodes digènes (de Montaudouin et al. 2000), V. philippinarum/Perkinsus spp. (Park et 
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al. 1999, Park & Choi 2001, Dang et al. 2010a), V. decussata/Perkinsus spp. (Villalba et al. 2005), V. 

philippinarum/Vibrio tapetis (Flye-Sainte-Marie et al. 2008) où les agents infectieux se retrouvent 

libres dans l'eau de mer. 

Chez les bivalves filtreurs, cette corrélation positive peut s'expliquer d'une part par une 

augmentation avec l'âge et donc avec la taille de la probabilité d'une rencontre avec le parasite, et 

d'autre part par des capacités de filtration plus importantes que chez les jeunes individus (Guralnick 

et al. 2004, Villalba et al. 2005). Cependant, de Montaudouin et al. (2012) ont montré qu'il pouvait 

également exister des "tailles vulnérables" modifiant légèrement ce schéma. 

Aucune corrélation entre l'intensité de la maladie et la taille/âge des individus ou la prévalence n'a 

été observée. La prédominance des stades 1 et les proportions plus faibles et équivalentes des 

stades 2,3 et 4 suggèrent une première phase de la maladie relativement longue où l'hôte conserve 

une activité relativement normale. L'absence d'individus au stade 4 pour les premières gammes de 

tailles étudiées confirme une évolution relativement lente de la maladie. Au-delà du stade 2, les 

fonctions physiologiques sont trop touchées. La maladie progresse plus rapidement et entraine la 

mort. La BMD peut donc entrainer la mort d'individus dès 26 mm.  

 

 4.3 Spécificité de la BMD 

L'absence de traces de la BMD sur les palourdes européennes et les palourdes jaunes de taille 

supérieure à la taille minimale d'infestation observée chez la palourde japonaise confirment la 

spécificité d'hôte déjà évoquée par Dang et al. (2008). 

Une résistance différente entre V. philippinarum et V. decussata a été décrite pour d'autres 

maladies. La palourde japonaise est souvent considérée comme plus résistante aux stress 

physiologiques et aux pathogènes que la palourde européenne (FAO 2005, Tanguy et al. 2008). Les 

suivis de la perkinsose montrent notamment une plus forte prévalence et intensité chez V. 

decussata que chez V. philippinarum (Villalba et al. 2004, Arzul et al. 2009) et il en est de même 

pour  les trématodes digènes en Espagne (Navas et al. 1992, Dang et al. 2009a). 

A l'inverse, l'agent Vibrio tapetis, responsable de la maladie de l'anneau brun, influence plus V. 

philippinarum que V. decussata et d'autres espèces endémiques (Maes & Paillard 1992, Paillard et 

al. 1997, Allam et al. 2001) 

Lorsque une espèce hôte et un parasite sont originaires de deux zones distinctes, ils n'ont pas co-

évolués ensemble et cette particularité peut rendre l'organisme hôte particulièrement vulnérable 

vis-à-vis du parasite (Combes 1995). C'est ainsi que Perkinsus sp., introduit en France en même 
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temps que la palourde japonaise (Hine 2001) a un impact plus important sur l'espèce endémique V. 

decussata avec laquelle il n'a pas co-évolué. Il en est de même pour Vibrio tapetis, décrit pour la 

première fois en France et qui semble également plus virulent pour l'espèce introduite V. 

philippinarum que pour les espèces endémiques. 

L'impact plus important de l'agent étiologique de la BMD sur l'espèce introduite V. philippinarum 

suggère une origine endémique de cet agent.  

 

En conclusion, la prévalence totale de la BMD chez les palourdes japonaises susceptibles de 

contracter la maladie (taille > 23 mm) a diminué de 42% entre 2010 et 2012. Cette diminution 

touche toutes les lasses de lo gueu  >   et est i d pe da te de l effe tif et d u  e tuel 

changement de structure globale de population. On peut donc penser que la diminution de la 

p ale e est pas le seul fait d u e dispa itio  des i di idus les plus attei ts aisse de l effe tif  

i de l a i e d i di idus sai s, ais u u e s ie d aut es a is es so t gale e t is e  jeu. 

A une échelle plus petite (sous-bassin, strate), l olutio  de la p ale e est plus o ple e à 

analyser. Il semble que la tendance à la baisse ot e p de e t su  l e se le du bassin est le 

ila  d u  sous bassin nord qui voit la BMD stagner à un niveau assez élevé par rapport à un bassin 

sud où elle aurait chuté. Les mécanismes qui régissent la dispersion de la BMD divergeraient entre 

les deux sous-bassins considérés. 

 

La di i utio  de la p ale e à l helle du bassin représente un résultat encourageant pour 

l a e i  du sto k ais u il o ie t epe da t de fo te e t ua e . En se concentrant sur la 

taille exploitable (> 35 mm), on remarque que l effe tif total a di i u  de ≈ , .106 individus soit 

environ 120 t, la oiti  d e t e eu  sa s doute du fait de la BMD ≈ .106 malades ont disparus en 2 

ans). De plus, des individus de plus en plus petits sont atteints par la maladie: la taille minimale 

était de 26,4 mm en 2010 et est passée à 23,3 mm en 2012. Ceci implique un risque accru de 

mortalité à des stades de plus en plus petits et donc une probabilité plus faible pour ces individus 

d attei d e u  jou  la taille l gale de p he.  
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Chapitre III 

BMD : impact sur la biologie de la palourde 

japonaise Venerupis (=Ruditapes) 

philippinarum 
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Abstract 

This study assessed the effect of Brown Muscle Disease (BMD) on Manila clam Venerupis 

philippinarum fitness. BMD was recently discovered (2005). It affects the posterior adductor muscle 

and leads initially to clam gaping and eventually death. Three statuses of clams were compared: 

buried individuals with no signs of BMD (BUR); clams at the surface of the sediment with no signs of 

BMD (SURF) and clams at the surface of the sediment exhibiting signs of brown muscle disease 

(BMD). Physiological (condition index), immune (hemocyte parameters) and molecular (gene 

expressions) parameters collected seasonally were analyzed and compared. 

Results demonstrated a seasonal pattern in condition index (CI) with peaks in 

spring/summer and decreases in autumn/winter. At each season, the highest CI was observed in 

BUR and the lowest CI was observed in BMD. 

In terms of immune response, phagocytosis rate and capacity were higher in clams with BMD 

whereas the health status of the clams did not influence the total hemocyte count. Genes involved 

in the immune system (comp, tnf, inter) were upregulated in clams with BMD. The molecular 

analysis of gill and posterior muscle showed higher mitochondrial metabolism (cox-I, 16S) in cells of 

infected clams, suggesting a stronger energetic demand by these cells. Finally, genes involved in 

oxidative stress response (cat, sod), detoxification (mt) and DNA repair (gadd45) were also 

overexpressed due to reactive oxygen species production. 

Most of the studied parameters underlined a cause-effect correlation between Manila clam health 

status (BUR, SUR, BMD) and physiological parameters. An important stress response was observed 

in BMD-infected clams at different scales, i.e. condition index, immune parameters and stress-

related gene expression.  
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1. Introduction 

 

Capture fisheries and aquaculture supplied the world with about 148 million tons (Mt) of product in 

2010 with a total value of 217.5 US$ billions (FAO 2012). Freshwater and marine bivalves 

represented 14.4 Mt of this production, with strong domination by Ostreidae and Veneridae. 

However, the emergence of infectious diseases represents a limiting factor for aquaculture and 

fisheries and has led to serious economic losses (Carnegie 2005). There are several examples 

throughout the world where the development and spread of infectious diseases acted as a 

precursor to production collapse. In most cases, protozoans, bacteria and virus pathogens were 

i ol ed. Co e i g o ste s, the i te  o talit  that o u ed i  o ste  Saccostrea glomerata 

in 1924 (Australia) was perhaps the earliest epizootic of bivalves associated with a parasitic 

etiological agent, the protozoan Bonamia roughleyi (Roughley 1926). From then on, many other 

host/parasite interactions associated with massive mortalities have been identified, e.g. S. 

glomerata/Marteilia sydneyi (QX disease) in Australia (Wolf 1972, Perkins & Wolf 1976), Ostrea 

edulis/Bonamia ostreae and Marteilia refringens in Europe (Grizel et al. 1988), Crassostrea 

angulata/irido-like virus in France (Goulletquer & Heral 1997), Crassostrea gigas/herpes-like virus 

around the world (Renault & Novoa 2004). 

After Crassostrea spp., the Manila clam, Venerupis (=Ruditapes) philippinarum, is the most 

exploited bivalve in the world with 3.24 Mt and 0.65 Mt produced from aquaculture and capture 

fisheries respectively (FAO 2012). Manila clam stocks also suffer from many diseases, mainly due to 

bacteria Vibrio tapetis (Brown Ring Disease)(Paillard 2004) and protozoans Perkinsus spp. In 2005, a 

new disease named Brown Muscle Disease (BMD) was discovered, in Arcachon Bay (Dang et al. 

2008) where the Manila clam fishery is of major importance (Sanchez et al. 2010). BMD was rapidly 

involved in high mortalities in adult Manila clams in the area (Dang et al. 2008). The disease was 

present in 62% of the Manila clam habitat surface (Dang & de Montaudouin 2009) with a 

prevalence reaching in some areas 30% of adult's specimen (Dang et al. 2008). Dang & de 

Montaudouin (2009) focused on a high prevalence area of Arcachon Bay and showed that 95% of 

the mortality of the 4-yr old cohort was due to BMD. At the individual scale, condition index of 

Manila clams affected by BMD was reduced by 37% (Dang & de Montaudouin 2009). The disease 

affects the posterior adductor muscle which becomes infused with conchiolin and becomes 

progressively calcified. Diseased clams are often associated with the presence of clams at the 

surface of sediment, which is an abnormal position for this infaunal i al e. A  a al sis of su fa ed 
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la s  e ealed a  i fe tio  ate th ee ti es highe  tha  u ied i.e. normal position) sympatric 

clams (Dang et al. 2008). In laboratory trials, surfaced clams displayed greater mortality rates after 

15 days than buried individuals (82% against 12%). Ultrastructural observation by transmission 

electron microscopy revealed the presence of virus-like particles (Dang et al. 2009b). At sub-lethal 

level, the effects of BMD on the physiology of clams, e.g. its condition index, immune response or 

interest gene expressions, are unknown and constitute the basis of this study. However, BMD in 

clams in this area cannot be dissociated from perkinsosis which, in our ecosystem, is very prevalent 

and co-occurs with BMD (Binias et al. 2013). Perkinsosis was discovered in 1956 by Mackin et al. 

(1950) in Crassostrea virginica, and since then an abundant literature has focused on this disease 

and its etiological agent, their distributions, hosts and epizoology (Villalba et al. 2004). Recently, 

Perkinsus sp. mean abundance and prevalence in Arcachon bay was assessed at around 105 cells.g-1 

of gill and 100%, respectively (Lassalle et al. 2007, Dang 2009). At this level of infection, only sub-

lethal effects on physiology, reproduction and growth have been observed (Casas 2002 in Villalba et 

al. 2004). Besides their direct pathological consequences, infection by Perkinsus sp. may render 

hosts more susceptible to other diseases (Ordas et al. 2000, Hégaret et al. 2007, Queiroga et al. 

2013). 

The use of energetic budgets for defense against pathogens may slow growth and reduce 

condition of market sized individuals, and may lead to deficiency of energy reserves required for 

gametogenesis (Villalba et al. 2004). In general terms, infection causes host weakening so that it 

becomes increasingly difficult for affected individuals to overcome any other adverse conditions 

(Villalba et al. 2004). 

The ability to activate or induce defense reactions in response to microbial challenge, 

inflammatory conditions or environmental stress is a fundamental property of organisms (Zhou et 

al. 2001). Bivalves possess natural innate defenses, including an open circulatory system in which 

hemocytes are the primary effectors of cellular immunity. These cells are able to detect foreign 

material and induce an efficient immune response (Canesi et al. 2002, Donaghy et al. 2009). The 

health status of marine bivalves can be inferred from immune parameters, such as hemocyte 

concentration and phagocytosis (Chu 2000). However, factors other than disease, such as 

temperature, salinity, nutritional stress or air exposure, can modulate immune reaction (Chu 2000, 

Thompson et al. 1978, Reid et al. 2003, Park et al. 2012). Consequently, measurement of other 

parameters, such as condition index or expression modulation of genes involved in defence against 

pathogens, is essential to assess the influence of infection on the global immune response 
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(Donaghy et al. 2009). During the last decade, development of transcriptomic approaches has led to 

the description of the impacts of a number of xenobiotics and parasites on host cell response. 

However, concerning the bivalves only a few studies have determined the modulation of gene 

expression patterns during the infection process. Nevertheless, recent analysis revealed that 

perkinsosis was able to increase the transcription level of genes involved in the oxidative stress 

defence and apoptotic mechanisms in the eastern oyster Crassostrea virginica (Wang et al. 2010d). 

In the same way, bonamiosis due to the parasite Bonamia ostreae has been associated with 

differential expression of various genes notably those involved in immune response such as 

cytokines, stress proteins, eicosanoids or genes involved in phagocytosis (Martin-Gomez et al. 2012, 

Morga et al. 2012). However, for V. philippinarum such molecular reports remained scarce. 

Perkinsus sp. was assumed to increase the expression of different sets of lectins (Kang et al. 2006) 

and a modified-expression of metallothioneins had been observed during exposure to the bacteria 

Vibrio tapetis, the parasite Himasthla elongata and cadmium used alone or mixed in controlled 

conditions (Paul-Pont et al. 2010). The first partial transcriptome analysis by high throughput 

sequencing of Manila clams has been recently achieved, finally making several gene sequences 

available (Ghiselli et al. 2012). In this context it appeared particularly relevant to determine the 

molecular impact of BMD in V. philippinarum to contribute to the limited knowledge currently 

available on the cellular effects of this disease.  

Our field observations showed that adult Manila clams in Arcachon Bay may be divided into 

three "statuses": 1) individuals that are buried in the sediment. Most of them are BMD-free but are 

already infected by the parasite Perkinsus sp.; 2) individuals that are at the surface of the sediment 

but do not exhibit BMD signs; 3) individuals that are at the surface of the sediment and exhibit BMD 

signs. Our aim was to compare the adaptive response of bivalves in these three statuses at three 

organisation biological levels: 1) Physiological with the measurement of condition index; 2) Cellular 

with evaluation of hemocyte parameters and 3) Molecular with expression of genes that are 

involved in cellular metabolism. Perkinsus sp. abundance was also measured. This correlative 

approach, including seasonal variations, will provide a better understanding of Manila clams 

response to the BMD. 
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2. Materials and methods 

 2.1. Sampling site 

Arcachon Bay is a 156 km² semi-sheltered lagoon along the Atlantic coast of France (Figure III.1). 

 

Figure III.1. Location of sampling site (white disk) 

 

 It is subject to both oceanic and continental influence. The manila clam is, in terms of biomass, the 

dominant species of intertidal flats (Blanchet et al. 2004). Specimens of V. philippinarum were 

collected from an intertidal site (44°41'N, 1°04'W), with characteristics of which were gathered in 

Table III.1. From January to December 2012, the sediment temperature was measured every hour 

using in situ electronic devices. Water salinity data were provided by the SOMLIT network 

(http://somlit.epoc.u-bordeaux1.fr/fr/). Ten 0.25 m² were sampled every month to estimate clam 

density. Sediment grain size (median in µm) and % of organic and silt and clay was also measured in 

this site at one occasion. 

 

Table III.1. Seasonal environmental characteristics of sampling site: temperature (°C), salinity, clam density, sediment grain size 

(median in µm), % of organic matter and % of silt and clay 

 

 

  

 

 

 

 
Winter Spring Summer Autumn 

Temperature (°C) 8.3 16.4 22.3 13.2 

Salinity 31.32 31.84 33.81 33.04 

Density of V. philippinarum 

(ind.m-²) 
180 154 158 146 

Sediment grain size 
median (µm) 

- - - 98 

% of organic matter in sediment - - - 4 

Silt and clay (%) - - - 25 
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 2.2. Sampling procedure 

Manila clams were sampled seasonally in 2012 (Winter/Spring/Summer/Autumn), until 40 

individuals of the same shell length (for a given season) and of the three following statuses were 

obtained: 1) buried (BUR); 2) surfaced and free of signs of BMD (SURF); 3) and surfaced with signs 

of BMD (BMD). Half of the clams (i.e. 20 per status) were selected for immunological analyses, 

Perkinsus sp. abundance estimation and condition index analysis. The second half was used for 

analysis of gene expression and, again, Perkinsus sp. abundance (except in winter because of 

insufficient sampling). Each surfaced clam was opened with a scalpel and BMD occurrence was 

estimated by eye. BMD intensity was assessed through the Muscle Print Index (MPI). MPI 

characterizes the % of the posterior adductor muscle surface colonized by the brown muscle on a 

scale of 0 to 4 as follows: 0 (healthy = without BMD), 1 (0-25% of the muscle surface is affected), 2 

(25-50%), 3 (50-75%) and 4 (75-100%) (Dang et al. 2008). 

 

 2.3. Immunological analyses 

Hemolymph was withdrawn from the posterior adductor muscle using a 1 mL syringe fitted with a 

25 gauge needle. Only individual samples that were confirmed to be free of contamination 

a te ia, ph topla kto , tissus de is…  follo i g o se atio   i os ope e e etai ed fo  

analysis. The hemolymph was filtered on 80 µm mesh and stored on ice to minimize cell clumping.  

For Total Hemocyte Counts (THC), an aliquot of hemolymph (100 µL) was diluted by adding 100 µL 

of filtered sterile seawater and fixed with addition of 200 µL of a formaldehyde solution at 6.4% in 

seawater. Another 200 µL aliquot of hemolymph was incubated with 40 µL of a solution of latex 

yellow-green fluorescent beads for phagocytosis analysis (Fluoresbrite TM plain YG-2.0 µm 

microspheres 2.5% solids-latex. Polysciences, Inc, Warrington, PA 18976). Samples were incubated 

for 2 hours at 18°C and the phagocytosis was stopped by adding 240µL of a formaldehyde solution 

at 6.4% in seawater. All samples were then preserved at 4°C in darkness before flow-cytometry 

analysis. 

Analyses were done within a week using a FACScalibur flow-cytometer (BD Biosciences, San Jose, 

CA). For THC, 4 µL of a SYBRgreen solution (Molecular probes, Eugene, Oregon, USA, 1/10 of the 

DMSO commercial solution) was added to 400 µL of THC sample to mark the DNA of the 

hemocytes. The SYBR-green fluoresces in green and can be detected by the FL1 detector of the 

flow-cytometer. Total hemocyte concentrations, in cells per mL, were estimated from the flow rate 

measurement of the flow cytometer, done according to Marie et al. (1999). 
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For Phagocytosis, the FL1 detector of the flow cytometer detected hemocytes containing 

fluorescent beads. The phagocytosis rate was calculated as the percentage of active hemocytes that 

have ingested three fluorescent beads or more (Delaporte et al. 2003). Phagocytosis capacity was 

defined as the mean number of beads engulfed in active hemocytes. Data analysis was performed 

using WinMDI 2.8 software. 

 

 2.4. Perkinsus sp. abundance and Manila clam condition index 

Perkinsus sp. abundance was estimated using the protocol from Ray (1952) modified by Choi et al. 

(1989). Clams were dissected and their gills were excised and weighed. The gill was incubated in 10 

mL of fluid thioglycollate medium (FTM) supplemented with antifungal (Nystatin. Final 

concentration 40 µg.mL-1) and antibiotics (Streptomycin and penicillin G. Final concentration 66 

µg.mL-1 and 32 µg.mL-1 respectively). Gills were incubated for at least one week in the dark at room 

temperature. After this time, the FTM was discarded following centrifugation (10 min-800xg). Gill 

tissues were digested twice with 2N NaOH at 60°C for 1 hour. After centrifugation (10 min-800xg), 

the supernatant was discarded and the pellet washed twice with a sterile solution of Phosphate 

Buffered Saline and resuspended in 1 mL of the same solution. Perkinsus sp. hypnospores were 

enumerated on a Malassez counting chamber by light microscopy. Their abundance was defined as 

the number of cells per gram of wet gill tissues of analyzed clams and prevalence as the percentage 

of infected clams. 

Remaining tissues were conserved in order to calculate the condition index:  

CI = dry flesh weight (mg) / dry shell weight (g) 

Dry flesh weight was calculated by adding remaining tissues and dry weight of gills which was used 

for Perkinsus sp. counts. This dry weight of gills was obtained by multiplying its wet weight by 0.153 

(Flye-Sainte-Marie 2008). 

 

 2.5. Gene analyses 

For all the sampled seasons, except winter due to insufficient number of clams, and each of the 

three statuses (buried, surfaced free of BMD and surfaced with BMD), 20 clams were analyzed for 

Perkinsus sp. (as previously described). Five clams of each status were selected in order to obtain 

15 clams with similar Perkinsus sp. intensity. 

Forty mg of fresh tissues of three organs, i.e. posterior adductor muscle, visceral mass and 

remaining gill, were excised and conserved in RNA later at -80°C until analyses. Total RNAs were 
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extracted using the absolutely RNA Miniprep kit (Agilent technologies) and reverse transcribed with 

the Affinity Script Multi Temperature cDNA synthesis kit (Agilent technologies), according to the 

a ufa tu e s instructions. Real time PCR reactions were performed on Lightcycler (Roche). The 

amplification program consisted of one cycle at 95°C for 10 min and 50 amplification cycles at 95°C-

5s, 60°C-5s, 72°C-20s. 

 Each reaction contained 17 µL of master mix including the SYBRgreen I fluorescent dye (Roche) 

enabling the monitoring of the PCR amplification, 2 µL of the gene specific primer pair (final 

concentration 300 nM for each primer) and 1 µL of cDNA. Primers pairs used are listed in Table III.2. 

 

Table III.2. Nucleotide sequences of specific primer pairs used. a) Upstream primer - b) forward primer 

 

Existing primers in GenBank were used (Accession number) and new primer pairs were designed 

from the RuphiBase (the Manila Clam (Ruditapes philippinarum) transcriptome database) using the 

Lightcycler probe design software (version 1.0 Roche). 

GENE FUNCTION 
ACCESSION NUMBER 

(reference) / Ruphibase 

number 

“EQUENCE -  
a) Upstream primer 

b) forward primer 

β-actin (act) Housekeeping gene 
EF520696 

(Paul-Pont 2010) 
a)CGCACTTCCTCACGCCCATCAT 
b)CATTTCTTGTTCAAAGTCCAAG 

Catalase (cat) 
Oxidative stress 

response 
EF520699   

(Paul-Pont 2010)  
a)CTGATGGCTACAGACAGATC 

b)GTTGCCCTGGGCGATG 

Cytochrome oxidase 1 (cox-1) 
Mitochondrial 

metabolism 
HQ703309   

(Chen et al. 2011) 
a)GTACCCTCCGTTGTCGTCA 

b)CCTGTTACTCCTAAACACCAAG 

Mitochondrial Super Oxide Dismutase 
(sod) 

Oxidative stress 
response 

JQ362416   
(Umasuthan et al. 2012) 

a)GATAATGTTGATCATGCTGGACC 
b)GTCTACATCAGCGTGAACGACAA 

ARNr 16S (16S) 
Mitochondrial 

metabolism 

AB065375 
 (Okazaki & Ueshima. 

Unpublished) 

a)AGAAGACCCTGTCGAG 
b)TTACGGCTGTTATCCCT 

Metallothionein (mt) Detoxification 
AJ249686 

(Moraga & Tanguy. 
Unpublished) 

a)GCAAGTGTTCCGACCAATG 
b)CGAGCAGTCGTTGCCA 

Growth Arrest and DNA 
Damages(gadd45) 

DNA repair ruditapes2_c424 
a)ATGTCAGGCGATGAGTGC 

b)CCTCAATCAGCTTGTGTTGG 

BCL2-associated X protein (bax) 
Regulation of 

apoptosis 
Ruditapes-c25303 

a)GCACCTTGGATTATAGAGAGAGGC 
b)AGTTTTAAGGATGACATCATTGGTCAC 

Cytochrome P450 (cytp450) 
Metabolism of 

xenobiotics 
HQ234335 

 (Zhang et al. Unpublished) 
a)CTCCGAATTTCTCACGT 

b)CTTCAGGGTCCTTCCAAACA 

Glutathione-S-Transferase (gst) 
Metabolism of 

xenobiotics 
HM061130  

 (Zhang et al. Unpublished) 
a)TGTGAAGAGAACGCACTTG 
b)GACGTCCATCATTGGGAATC 

Complement component c3 (comp) Immune response ruditapes_c29809 
a)ATGAGGGCATTAACTGAAGTCAC 

b)ACCCATAGCGGGGTACA 

Tumor-Necrosis-Factor receptor-
associated factor 6 (tnf) 

Immune response ruditapes_c28561 
a)CATGTGCGAAATGCGCAA 

b)TCATGCTATAGGCTGGATGGT 

Interferon-alpha beta receptor alpha 
chain (inter) 

Immune response ruditapes2_lrc5244 
a)TGGTTCTGTTTGCCGT 

b)TTACAAGGACATCTCCCGTCA 
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Relative quantification of each gene expression level was normalized according to housekeeping 

gene expression, the β-actin. Indeed, among the normalizing genes tested β-actin was assumed to 

be the most relevant under our conditions. Relative gene expression was generated using the 2-∆CT 

ethod as des i ed  Li ak a d “ h ittge   he e ∆CT ep ese ts the diffe e e et ee  

the cycle threshold of a specific gene and the cycle threshold of the β-actin. Inductor factor (IF) of 

each gene was determined in comparison with control (= buried clams = normal position) 

corresponding to the following equation: 

IF = 2-∆CT u u ied ith o  ithout BMD  / 2-∆CT u ied  

The same equation was used to determine IF of unburied clams with BMD compared to unburied 

clams without BMD. 

 

 2.6. Statistical analyses 

The effect of seasons and/or  status  as tested usi g a ossed t o-ways ANOVA. 

Prior to analysis, normality was assumed and homogeneity of variance was verified (Cochran Test). 

Data were log(X+1) transformed when necessary. A posteriori test of Tukey was used to compare 

means.When homoscedasticity was not achieved, non-parametric tests were used (Kruskal-Wallis).  

Expression level of genes (2-∆C
T) was compared between three conditions using a ANOVA. Prior to 

analysis, normality was assumed and homogeneity of variance was verified (Cochran Test). 

Induction factor (IF) was calculated only for significant difference. 

Analyses were performed using Statistica 7.1 software. 
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3. Results                                                                                                                                                                         

 3.1. Physiological and cellular parameters 

 3.1.1 Shell-length  

The mean shell length of sampled clams ranged between 32 and 34 mm. Von Bertalanffy growth 

function (K = 0.5075 yr-1 a d L∞ = .   esta lished i  this site i  a p e ious stud  Da g et al. 

2010b), suggested that the age of these clams was between 32 and 36 months, respectively. 

Sampled clams displayed different shell lengths among seasons (p < 0.001) within a range of 32 

(spring) to 34.1 mm (autumn). However, at each season, shell length among statuses was similar 

(p=0.60) (Table III.3. Figure III.2.I). Diseased clams used for condition index, total hemocyte count 

and phagocytosis analyses showed the same intensity of BMD (n = 60; p = 0.35), i.e. a similar 

Muscle Print Index (MPI. mean ± SE) ranged between 1.8 ± 0.8 (winter) and 2.3 ± 1.1 (autumn). 

 

Table III.3. Results of multifactorial ANOVA comparing the effect of season and/or status on physiological and cellular parameters. df 

= degree of freedom, F = Mean square between groups/ mean square within group 

 

 3.1.2 Condition index (CI) 

The CI showed a seasonal pattern (p < 0.001) and also varied among statuses (p < 0.001). CI was 

higher in spring-summer (32.2 and 36.8 respectively) than in autumn (27.1) and winter (23.1) (p < 

0.001) (Table III.3. Figure III.2.II). 

  
Multifactorial ANOVA 

df F p-value 

Length (mm) 
Season 3 13.04 < 0.001 

Status 2 0.51 0.602 

Season x status 6 0.47 0.826 

Condition index 
Season 3 24.23 < 0.001 

Status 2 127.41 < 0.001 

Season x status 6 4.31 < 0.001 

Perkinsus abundance 
(cell.g-1 of gills) 

Season 3 1.14 0.33 

Status 2 9.17 < 0.001 

Season x status 6 0.81 0.56 

Total Hemocytes Count 
(cell.mL-1) 

Season 3 19.85 < 0.001 

Status 2 2.15 0.118 

Season x status 6 5.75 < 0.001 

Phagocytosis rate (%) 
Season 3 90.32 < 0.001 

Status 2 10.98 < 0.001 

Season x status 6 13.21 < 0.001 

Phagocytosis capacity 
Season 3 83.64 < 0.001 

Status 2 26.45  < 0.001 

Season x status 6 20.53 < 0.001 
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Concerning status, highest CI was measured in buried clams (39.9 average for four seasons). 

Among surfaced clams, BMD-infected individuals were characterized by the lowest CI values (CIBMD-

free = 29.1, CIBMD = 21.4) (Figure III.2.II). 

Figure III.2. Results of post-hoc analysis of multifactorial ANOVA (Mean; Standard error). Lettering indicates the significant difference 

between three statuses (upper case) or four seasons (lower case) for shell length (mm), condition index, Perkinsus sp. abundance 

(x10
3 

cells.g
-1

 of gills. Histogramm) and Perkinsus prevalence (%. Dark line), Total Hemocytes Count (THC x10
3
), phagocytosis rate (%) 

and phagocytosis capacity. Bur = buried clams; Surf = surfaced clam BMD-free; BMD = surfaced individuals with BMD signs. Win = 

winter; Spr = spring; Sum = summer; Aut = autumn 
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 3.1.3 Perkinsus sp. abundance and prevalence 

No seasonal pattern of Perkinsus sp. abundance in Manila clams was observed (p = 0.33) (Table 

III.3). Prevalence was always high (80 to 100% according to season (Figure III.2.III)). Perkinsus sp. 

abundance in surfaced clams, with or without BMD signs was 4 times higher (p < 0.001) than 

Perkinsus sp. abundance in buried clams (approximately 135,000 cells.g-1 of gills vs. 36,000) (Figure 

III.2.III). Prevalence was in average 83%, 93% and 94% for buried, surfaced and BMD clams, 

respectively. Globally, a negative correlation was noted between Perkinsus sp. abundance and IC, 

(r² = - 0.15; p = 0.027). 

 

 3.1.4 Hemocyte parameters 

Position in or on the sediment (buried vs. surfaced) did not influence total hemocyte counts (THC) 

(p = 0.12). Conversely, there were clear seasonal fluctuations. A peak of the THC was observed in 

spring (600,000 cell.mL-1) while values were lower in winter (182,000 cell.mL-1). Spring and autumn 

presented intermediate values (Figure III.2.IV). 

Phagocytosis rate and phagocytosis capacity did not follow the same pattern. Only clams with BMD 

signs presented a high phagocytosis rate (p < 0.001). Concerning phagocytosis capacity, the position 

at the surface of the sediment (with or without BMD) seemed to stimulate phagocytosis (p < 0.001). 

Phagocytosis rate was the highest in spring and autumn (38-40%) and the lowest in summer (15%) 

(Figure III.2.V). Autumn was also characterized by a high level of phagocytosis capacity (11.3), while 

low levels were measured in winter and spring (6.7) (Figure III.2.VI). 

 

 3.2. Molecular parameter: gene expression 

Among the three selected organs, only the posterior muscle and the gill presented significant 

difference in the expression of the studied genes. Significant observations of inhibition (IF < 1) or 

induction (IF > 1) were gathered in Table III.4 for the posterior muscle and in Table III.5 for the gill. 

Induction factors were calculated with 2-∆CT “U‘F O‘ BMD  / 2-∆CT BU‘ . Nevertheless, a significant 

difference between surfaced clams (2-∆CT BMD  / 2-∆CT “U‘F ) is observed (Tables III.4 and III.5). 

The shell length of the clams was more important in autumn (33.8 mm) than during both other 

seasons (31 mm, p < 0.001). However, for each seasons, the size was equal among 3 statuses (p = 

0.55). Diseased clams used for genetic analyses showed the same MPI (n = 15; p = 0.43) ranged 

between (mean ± SE) 1.5 ± 0.6 (spring) and 2.2 ± 1.3 (autumn) and infection level by Perkinsus sp.  

was rather low (30,000 cell.g-1 of gills). 
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All 12 studied genes presented a difference of expression for each of the three monitored seasons. 

The strongest levels were observed in autumn and in summer. Spring always exhibited the lowest 

level of expression. 

 

 3.2.1 Posterior muscle 

In spring, an up-regulation of mt and immune responses related genes was observed. In summer, 

only comp associated with immune response was induced as well as cox-1 and 16S for 

mitochondrial metabolism. For both seasons, a significant impact of BMD on genes was observed: 

BMD clams were different from BMD-free buried and surfaced clams for mt or tnf, and to a lesser 

extent for cox-1 and inter. 

The most important differences were observed in autumn. Indeed, the position according to the 

sediment appeared as a key- factor. Surfaced clams, with or without BMD, exhibited the same 

pattern (except for mt and gadd45). A strong overexpression of genes involved in mitochondrial 

metabolism, immune response and oxidative stress response, was evidenced. 

 

Table III.4. Relative expression (compared to β-actin expression) of selected genes in posterior muscle. -: no significant difference 

compared with buried clams (BUR); <1: significant inhibition; >1 significant induction; *: gene expression in BMD is significantly 

different compared with SURF 

 

SPRING SUMMER AUTUMN 

SURF BMD SURF BMD SURF BMD 

cat 
Oxidative stress response 

- - - - 15 15 

sod - - - - 14 37 

cox-1 
Mitochondrial metabolism 

- - - 10 80 92 

16S - - - 8* 196 232 

mt Detoxification - 2* - - - 12* 

gadd45 DNA repair - - - - - 5 

bax Regulation of apoptosis - - - - - - 

cyt p450 
Metabolism of xenobiotics 

- - - - - - 

gst - - - - - - 

comp 

Immune response 

- 5 - 11* 90 183 

tnf - 2* - - 21 28 

inter - 10 - - - - 
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 3.2.2 Gill 

In the gill, clams impacted by BMD exhibited few differential expression patterns in spring and 

autumn compared to buried individuals. Light induction or repression of cat, sod, cox-1 and mt 

were determined for these two seasons, along with an increase of the inter gene (x 36) observed in 

spring. During the same seasons, BMD-free clams from the surface showed quite similar 

expressions profiles to those of buried clams. Only the 16S and tnf genes increased 2 fold in spring, 

and a small repression (x 0.3) of cat was reported in autumn. 

In contrast, during summer, all studied cellular functions were induced in diseased clams. A high 

induction of genes related to the immune system, detoxification and DNA repair was observed. 

Genes involved in regulation of apoptosis (bax) and of metabolism of xenobiotics (cyt p450, gst) 

were also expressed in this organ and this season.  

 

Table III.5. Relative expression (compared to β-actin expression) of selected genes in gill. -: no significant difference with buried clams; 

<1: significant inhibition; >1 significant induction; *: gene expression in BMD is significantly different compared with SURF 

 

  SPRING SUMMER AUTUMN 

  SURF BMD SURF BMD SURF BMD 

cat 
Oxidative stress response 

- 7 - - 0.3 0.3 

sod - 0.5* - 5* - - 

cox-1 
Mitochondrial metabolism 

- 3 - 8* - 0.2 

16S 2 - - 8* - - 

mt Detoxification - 2 - 19* - 5* 

gadd45 DNA repair - - - 20* - - 

bax Regulation of apoptosis - - - 6* - - 

cyt p450 
Metabolism of xenobiotics 

- - - 8* - - 

gst - - - 2* - - 

comp 

Immune response 

- - - 40* - - 

tnf 2  - 68* - - 

inter - 36 - - - - 
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4. Discussion 

4.1. Condition index 

In environmental studies, the measurement of condition index (CI) is used to evaluate general 

condition of bivalves (Lucas & Beninger 1985). The seasonal CI pattern observed in our study is 

consistent with observations of Marin et al. (2003), Soudant et al. (2004) and Matozzo et al. (2012) 

with a peak in spring/summer and a progressive decrease from autumn to winter. CI is influenced 

by biotic and abiotic factors including sexual maturity and food availability: higher CI in 

spring/summer corresponds to the end of gametogenesis and the high phytoplanktonic availability, 

whereas the lower CI were recorded in autumn and winter, in the post-spawning phase of clams. 

Both of the diseases studied here seemed to influence the CI of clams. The surface status 

associated with a high Perkinsus sp. abundance was correlated with a poor CI which was even lower 

when clams were BMD-infected. Conflicting results have been reported about the effect of 

perkinsosis on CI. In oysters infected by Perkinsus marinus, Gauthier et al. (1990), Crosby & Roberts 

(1990) and Paynter & Burreson (1991) reported a negative correlation between Perkinsus sp. 

intensity and CI, whereas Chu & La Peyre (1993) and Chu et al. (1993) did not observe a similar 

result.  

In a previous study with Venerupis philippinarum, a negative correlation was also noted by Park et 

al. (1999) whereas Hégaret et al. (2007) did not observe a Perkinsus sp. negative impact on CI. In 

Arcachon Bay, Dang (2009) showed that effect of perkinsosis on CI was moderate or null, 

depending on the parasite intensity and environmental conditions. The high inter-individual 

variability of Perkinsus sp. abundance (high standard error) can explain these contrasting results 

and the low r² measured in this study. 

 

 4.2. Impact on immune system 

The physiology and health status of marine bivalves can be inferred from immune parameters 

(Donaghy et al. 2009). Hemocytes are circulating cells considered as cellular immune effectors in 

marine bivalves and phagocytosis as the primary line of cellular defense (Feng 1988). However, 

hemocytes are involved in various physiological processes, including tissue repair, shell production 

and nutrition (Canesi et al. 2002), and several studies showed that environmental factors, such as 

temperature, salinity, nutrient and toxicants affected these cells (Chu 2000, Reid et al. 2003, 

Paillard et al. 2004, Matozzo et al. 2012, Park et al. 2012) and could explain the high variability 

observed. 
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In this study, Total Hemocyte Count (THC) and phagocytosis parameters showed a 

contrasting seasonal pattern. Soudant et al. (2004) observed the same seasonal pattern for THC and 

Flye-Sainte-Marie et al. (2009) showed a decrease of THC and phagocytic capacity associated with 

low temperature. Unlike THC, phagocytosis presented different values for each of the three 

investigated statuses. The phagocytic capacity was higher in BMD-infected clams, but seemed 

mitigated when Perkinsus sp. abundance reached higher values. This result contrasts with previous 

studies showing no significant effect of Perkinsus sp. on Manila clam hemocyte parameters 

(Hégaret et al. 2007) or negative impact with heavy infection tended to decrease phagocytic 

capacity (Ordas et al. 2000, Flye-Sainte-Marie et al. 2009). However, abalone (Haliotis discus discus) 

exhibited higher phagocytosis rates when challenged with virus (De Zoysa et al. 2011) 

The lack of significant difference of THC among statuses can be explain either by 1) the very high 

inter-individual variation that may hide potential effects (Donaghy et al. 2009), or 2) a potential 

migration of hemocytes from hemolymph to damaged tissues of diseased clams (Pipe & Coles 

1995). This latter hypothesis was supported by the presence of granulocytoma (massive infiltration 

of hemocytes in tissues) which was previously observed in infected clams (Dang et al. 2008). 

Impact of BMD on immune parameters was also highlighted through the increased 

expression level of genes that are involved in immune system. Surface BMD-free clams presented 

intermediate values between uninfected buried clams and BMD-infected clams.  

 

 4.3. Energetic metabolism 

Impacts of viruses on metabolic activity of marine molluscs are relatively unknown. Viruses depend 

on the metabolic machinery of living cells to complete their « life » cycle (Villareal 2004). Capacities 

to interfere with the normal metabolic functions of the host cell in order to maximize the efficiency 

of their replication and to overcome the host cell defense mechanisms was observed in humans 

(Huang et al. 2012), mice (Silva da Costa et al. 2012), plants (Carmo et al. 2013) and shrimps 

(Galvan-Alvarez et al. 2012). Energy mobilised for immune response and lesion repair in clams 

infected by the bacteria Vibrio tapetis involved in Brown Ring Disease increase their mitochondrial 

metabolism (Flye-Sainte-Marie et al. 2007). 

Increase of cox-1 and 16S observed on BMD-infected clam gills and posterior muscle suggest a 

stimulated mitochondrial activity and an increasing energy demand in the cell. Viruses manipulate 

the host cell's metabolic network to support viral replication and proliferation. Moreover, immune-

stimulation observed in this study can also increase the energy demand in the cell. 
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The intensive activity of the respiratory chain generates an excess of Reactive Oxygen 

Species (ROS). Production of ROS is also considered as a defence mechanism involved in the 

immune response against invading pathogens (De Zoysa et al. 2011). Hemocytes are able to 

produce ROS (Hégaret et al. 2007, Delaporte et al. 2003) and several studies showed a ROS 

induction stimulated by viruses (Peterhans et al. 1987, Ano et al. 2010, Tung et al, 2011). These 

species create oxidative damage on biological macromolecules, i.e. DNA, lipids, proteins, which can 

considerably disturb the cell machinery. Molluscs defense systems against ROS include anti-oxidant 

enzymes such as superoxide dismutase (expressed by sod), catalase (expressed by cat) (Pipe et al. 

1994, Soldatov et al. 2007) and metallothionein (expressed by mt) - the genes induced in this study 

during BMD challenge. The same induction was observed in scallops infected by acute necrotic virus 

(Xing et al. 2008) and on abalone during marine bacteria or virus challenges (De Zoysa et al. 2011). 

Induction of genes involved in DNA repair or apoptosis showed the impact of ROS on cell machinery 

in spite of antioxidant defense system. 

In the case of virus infected cells, the induction of apoptosis (i.e. genetically preprogrammed 

cell death) would severely limit virus production and reduce or eliminate spread of progeny virus in 

the host (Teodoro & Branton 1997). Thus, most viruses have evolved strategies to limit apoptosis 

(Teodoro & Branton 1997, Miller & White 1998). Induction of apoptosis by a virus conflicts with its 

"biological interest". Gene involved in apoptosis, bax, were induced only in gills during the summer 

along with gst and cyt p450. The presence of xenobiotics, demonstrated by induction of both 

genes, could explain the apoptotic mechanisms. Thus, Lundgren et al. (2007) showed no induction 

by virus of cyt p genes that would support the presence of xenobiotics in the environment at this 

time (REPAR 2012).  
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5. Conclusion 

 

 The main objective of our study was to assess the impact of BMD on clam physiology, immunology 

and genetic. Figure III.3 gathers parameters, in arbitrary units, in order to compare the three 

studied statuses: BUR (buried individuals with no signs of brown muscle disease); SURF (clams at 

the surface of the sediment with no signs of brown muscle disease) and BMD (clams at the surface 

of the sediment exhibiting signs of brown muscle disease). The condition index indicated a decrease 

of the health status from buried clams to individuals presenting BMD signs with an intermediate 

level of surface BMD-free clams. Most of the studied parameters showed an important stress 

response against BMD with an intermediate stress level of surface BMD-free clams.  

 

Figure III.3. Expression level of studied parameters, in arbitrary units, for the three studied statuses. Gi = genetic expression in gills; 

PM = genetic expression in posterior muscle. Only parameters that presented a significant difference among the three statuses (BUR: 

BMD-free buried clams; SURF: BMD-free surfaced clams; BMD: BMD infected surfaced clams) are represented with basal expression = 

1, significant induction = 2 and significant repression = 0 

 

Some bacteria and viruses infecting adult molluscs are considered as secondary invaders or 

stress parasites rather than primary pathogens (Lauckner 1983, Fryer & Lannan 1994). They are 

often seen in molluscs that are suffering already from another disease or from environmental stress 
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(Renault & Novoa 2004, Schikorski et al. 2011b). The presence of exacerbating factors is supported 

by the high seasonal variability and tissue specificity observed. 

T o h potheses ould e plai  the health g adie t  f o  u ied BMD-uninfected clams to 

surfaced BMD-infected clams. Firstly, environmental parameters such as xenobiotics induced 

migration at the surface of the sediment, where clams become more sensitive to infection by 

Perkinsus sp. and/or maybe to BMD, and induce a primary stress response. Secondly, surfaced 

BMD-free individuals present an earlier stage of this disease, without BMD macroscopic signs, 

which primarily affects the host physiology, immunology and genetic expression.  

A lower prevalence of BMD was always observed in buried clams compared to surfaced clams 

(Dang et al. 2008). However, analyses on biology of buried clams infected by BMD allow us to 

evaluate the more relevant hypothesis. 
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PARTIE 2 

Agent étiologique de la BMD 
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Chapitre IV 

Identification de l'agent étiologique de la 
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Microscopie électronique à transmission (1) 
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Purification sur gradient de sucrose (2) 
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Le chapitre IV constitue un avant-propos de cette seconde partie consacrée à l'agent étiologique de 

la BMD. L'objectif était d'obtenir une quantité de particules virales purifiées suffisante pour 

identifier et caractériser leur génome. Ces particules (VLPs pour Virus-Like Particles) avaient été 

observées pour la première fois dans le muscle adducteur postérieur des palourdes malades (Dang 

et al. 2009b).  

 

 La première étape de ce travail a consisté à observer deux autres tissus de palourdes 

malades, le manteau et le pied. L'objectif était d'une part de déterminer si les caractéristiques 

microscopique (désorganisation tissulaire, nécrose des tissus) observées dans le muscle étaient 

également visibles sur ces tissus mais surtout de révéler ou non la présence de VLPs. En effet, cela 

permettrait d'avoir potentiellement accès à une plus grande quantité de matériel biologique (pas 

seulement du muscle adducteur postérieur) à partir duquel extraire ces particules virales. 

 L'extraction/purification des VLPs constitue le second objectif de ce travail et a été réalisée 

sur gradient de sucrose (= saccharose). Cette méthode est couramment utilisé pour la purification 

de particules de type viral, chez les mammifères (Giessauf et al. 2002), les oiseaux (Guo et al. 2009) 

mais également chez les mollusques bivalves comme l'ormeau (Tan et al. 2008) ou la mye 

commune (AboElkhair et al. 2012). Trois séries de purification ont été réalisées pour affiner le 

protocole et  obtenir un stock important de particules purifiées. 

 La troisième partie de ce travail a consisté en l'utilisation de ces particules virales purifiées 

pour identifier le matériel génomique présent dans les particules. La nature de l'acide nucléique, 

ADN ou ARN, renseignerait sur la famille virale concernée. Quant à la connaissance du génome dans 

son ensemble, celle-ci permettrait d'une part d'appréhender le fonctionnement et le mode d'action 

du virus (connaissance des protéines impliquées), et d'autre part de pouvoir déterminer à partir de 

la séquence du génome une méthode de détection rapide de l'agent par sonde PCR, méthode qui 

serait de plus non invasive pour les palourdes. 
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1. Microscopie optique et microscopie électronique sur manteau et pied 

 1.1 Matériels et méthodes 

Une centaine de palourdes japonaises ont été récoltées à la surface du sédiment sur un site interne 

du bassin d'Arcachon (44°41'N, 1°06'W). Après ouverture et analyse macroscopique, cinq palourdes 

de longueur de coquille comprise entre 33 et 37 mm et présentant un MPI de 3 (Muscle Print Index, 

Cf introduction générale) ont été sélectionnées. Cinq individus enfouis dans le sédiment et ne 

présentant aucun signe de la BMD (palourdes saines) ont également été analysés. Le manteau et le 

pied ont été prélevés et fixés à 4°C pendant 12 h dans un tampon glutaraldéhyde (Electron 

Mi os opie “ ie e, Hatfield → EM“  a e  ,  ol.L-1 de sodium cacodylate (EMS) et de l'eau de 

mer synthétique. Chaque échantillon a ensuite été rincé dans un tampon cacodylate (0,1 mmol.L-1) 

avec du NaCl (2%), fixé pendant 2 h dans 1% de tétroxide d'osmium (OsO4. EMS), déshydraté dans 

un gradient de 50 à 100% d'éthanol puis inclus dans de l'araldite. Le bloc d'araldite a ensuite été 

coupé au microtome (Reichert Jung OmU3) en sections de 1,5 µm pour l'analyse en microscopie 

optique ou en sections ultrafines de 400 à 600 Å pour la microscopie électronique à transmission 

(MET). Les échantillons de microscopie optique ont ensuite été colorés au bleu azur (EMS) puis 

observés (Microscope optique Leitz). Les échantillons destinés à la MET ont été déposés sur grille 

de cuivre (150 à 200 mèches) avant observation (Microscope Philips Tecnai 12. Plateforme BIC- 

Bordeaux Imaging Center). 

 

 1.2 Résultats – conclusions 

Les résultats obtenus ont été comparés à ceux observés par Dang et al. (2008, 2009b) sur les 

muscles adducteurs postérieurs. A l'échelle tissulaire, dans le manteau et le pied des individus 

malades des zones où les tissus semblent désorganisés et nécrosés ont été observées (Figure IV.1 et 

IV.2) comme c'était le cas pour le muscle adducteur (Dang et al. 2008). Pour les forts 

grossissements (Figure IV.3), une forte infiltration hémocytaire au niveau des tissus a été observée. 

De nombreuses granulations, basophiles au vue de leur coloration (violette/noire), suggèrent des 

cellules immunitaires de type granulocytes et mastocytes. Ce type de cellules est typique d'une 

réaction inflammatoire. 

Les tissus des palourdes saines ne présentent aucun signe de désorganisation ou de réaction 

inflammatoire (Figure IV.I et IV.2) 



Chapitre IV : MET-Purification-clonage 
 

 
82 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.1. Coupes histologiques de manteau de palourde saine (A) et de palourde atteinte de la BMD (B) et de pied d'individu sain 

(C) et d'individu atteint de la BMD (D). Coloration au bleu azur. Barre d'échelle = 200 µm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.2. Coupes histologique de manteau de palourde saine (A) et de palourde atteinte de la BMD (B) et de pied d'individu sain (C) 

et d'individu atteint de la BMD (D). Coloration au bleu azur. Barre d'échelle = 100 µm 
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Figure IV.3. Coupes histologiques de tissus de palourdes japonaises, manteau (A + B) et pied (C + D) atteints de la BMD. Les flèches 

noires indiquent des granulocytes. Les mastocytes avec leurs granulations sont entourés en blanc. Coloration au bleu azur. Barre 

d'échelle = 25 µm 

 

Les analyses en microscopie optique réalisées sur le manteau et le pied des individus malades 

montrent la présence de tissus nécrosés associés à une forte infiltration de cellules immunitaires 

témoignant d'une forte réponse inflammatoire. Les muscles adducteurs postérieurs des palourdes 

utilisées dans cette étude ont également été analysés. Les résultats ne sont pas présentés dans ce 

chapitre, mais ces derniers sont similaires à ceux obtenus sur le manteau et le pied et confirment 

les observations réalisées par Dang et al. (2008) sur ce tissu. 

 Les analyses de MET réalisées sur les deux tissus malades, manteau (Figure IV.4) et pied 

(Figure IV.5) montrent la présence de particules de types viral (VLPs), comme observé par Dang et 

al. (2009b) dans le muscle adducteur postérieur. Comme pour la microscopie optique, de nouvelles 

observations de muscle adducteur postérieur ont été réalisées et sont similaires aux observations 

faites sur le manteau et le pied et similaires aux résultats présenté par Dang et al. (2009b) sur ce 
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même tissu. Aucune VLPs n'a été détectée dans les tissus des individus sains (manteau, pied et 

muscle adducteur). 

Les VLPs sont présentes en grande quantités dans les deux tissus malades observés. La 

concentration en VLPs semble toutefois plus importante dans le manteau que dans le pied. 

 Certaines VLPs sont libres dans le cytoplasme (Figure IV.4 (a)), alors que d'autres semblent  

être arrangées, "ordonnées",  dans des structures de types paracrystallines (Figure IV.4 (b) IV.5 (B)). 

La figure IV.4 (B) montre des particules de forme icosaédrique, sans enveloppe et de l'ordre d'une 

trentaine de nanomètres. Ces critères correspondent à ceux évoqués précédemment par Dang et 

al. (2009b). 

 

Figure IV.4. Coupes ultrafines de manteau de palourdes japonaises atteintes de la BMD. Les photos (A) et (B) sont des 

agrandissements des zones délimitées par un cadre noir sur les photos (a) et (b).(a) barre d'échelle = 1 µm (b) barre d'échelle = 0,5 µm 

(A) barre d'échelle = 0,2 µm (B) barre d'échelle = 100 nm 
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Figure IV.5. Coupes ultrafines de pied de palourdes japonaises atteintes de la BMD. Les photos (A) et (B) sont des agrandissements 

des zones délimitées par un cadre noir sur les photos (a) et (b). 

(a) barre d'échelle = 1 µm (b) et (A) barre d'échelle = 0,2 µm (B) barre d'échelle = 100 nm 
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2. Purification des particules virales sur gradient de sucrose 

 2.1 Matériels et méthodes 

  2.1.1 Matériel biologique 

Quatre-vingt-cinq individus malades, de 28 à 37 mm de longueur de coquille ont été récoltés sur 

divers sites du bassin d'Arcachon. Trois tissus ont été prélevés, poolés, puis congelés : le muscle 

adducteur postérieur (6,41 g), le manteau (14,13 g) et le pied (6,80 g). 

NB: les tissus sont pesés congelés. 

 

  2.1.2 Broyage des tissus 

Chaque tissu a été broyé séparément avec du sable de Fontainebleau stérile et du milieu GMEM 

(Eurobio) avec un pilon dans un mortier. Le milieu GMEM a été supplémenté avec de 

l'amphotéricine B au 1/100ème (antifongique) et 5 volumes de milieu ont été ajoutés pour chaque 

préparation (soit respectivement, 32,05 mL; 70,65 mL et 34 mL pour muscle, manteau et pied). 

Le sable et les gros débris cellulaires ont été éliminés par deux centrifugations successives de 15 et 

5 min (1 700g- 4°C). Les surnageants des trois préparations, 28 mL pour le muscle adducteur et le 

pied et 62 mL pour le manteau, ont été récoltés puis conservés à -80°C. 

  

  2.1.3 Purification 1 

Le gradient de sucrose est une superposition de 5 couches de 2,2 mL de solutions de sucrose à 60%-

50%-40%-30% et 20% (Tubes SW41). Une solution mère de sucrose 60% a été diluée avec du 

tampon TEN (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 0,15 mM) pour obtenir les solutions de 50 à 20%. Les 

gradients ont été conservés à 4°C pendant au minimum 5 h avant utilisation.  

Après le temps de repos, 0,7 mL de broyat de muscle adducteur, pied ou manteau ont été déposés 

à la surface du gradient (1 gradient pour chaque organe). Les gradients ont ensuite été ultra-

centrifugés toute une nuit à 100 000g et 4°C (Ultracentrifugeuse Optima LE 80K). 

Les bandes présentes dans le gradient ont  été  récupérées le lendemain avec une pompe 

péristaltique et une seringue de 5 mL.  Chaque fraction récupérée a été diluée au 1/5ème avec du 

tampon TEN puis à nouveau ultra-centrifugée à 100 000g pendant 1 h 30 à 4°C pour être nettoyée. 

Les culots ont ensuite été resuspendus dans un faible volume de TEN puis conservés à - 80°C.  
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  2.1.4 Purification 2 

Avant d'être déposé sur gradient de sucrose, les échantillons ont d'abord été déposés sur un 

coussin de sucrose à 30% pour éliminer les débris. Pour chaque tissu, 1 mL de broyat a été déposé 

sur 0,4 mL de sucrose à 30% (tubes TL100). Les tubes ont été ultra-centrifugés 45 min à 160 000g à 

4°C. Les surnageants contenant les débris et le coussin de sucrose (Figure IV.6) ont été éliminés à 

l'aide d'une pompe péristaltique et d'une seringue. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.6. Vue de face (A) et vue inclinée (B) du coussin de sucrose 30% après ultracentrifugation (Tubes SW41). La flèche blanche 

désigne les débris retenus par le coussin de sucrose et les ** les particules qui ont sédimenté 

 

Les culots ont ensuite été resuspendus dans 0,3 mL de TEN puis déposés sur gradient de sucrose 

(Tubes SW41, 2,2 mL de chaque solution de sucrose - 5 h de repos à 4°C), ultra-centrifugés, 

nettoyés puis resuspendus dans du TEN comme décrit dans le paragraphe précédent. Chaque 

échantillon a également été analysé au refractomètre pour déterminer sa densité.  

   

  2.1.5 Purification 3 

Pour cette troisième purification, seuls les muscles adducteurs postérieurs ont été utilisés. Six 

coussins de sucrose à 30% ont été réalisés à raison de 2,5 mL de coussin par tubes (SW41) et de 8 

mL de broyat. Les coussins ont été ultra-centrifugés 4 h à 220 000g et 4°C. Les culots ont été repris 

et resuspendus dans 500 µL de TEN. Les échantillons ont ensuite été déposés sur 3 gradients de 
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sucrose (Tubes SW28, 7 mL de chaque solution de sucrose), soit 1 mL par gradient puis ultra-

centrifugés, nettoyés puis resuspendus dans un faible volume de TEN comme décrit 

précédemment. Chaque échantillon a également été analysé au refractomètre pour déterminer sa 

densité.  

   

  2.1.6 Microscopie Electronique à Transmission 

La qualité des purifications a ensuite été vérifiée en Microscopie Electronique à Transmission (MET) 

(Microscope Zeiss EM 902 – plateforme GPL-MIMA2 - INRA Jouy-en-Josas). 

Pour chaque échantillon, 5 à 8 µL (selon la concentration de l'échantillon) ont été déposés sur une 

grille. Les grilles ont été colorées pendant 20 s dans de l'acétate d'uranyle à 1% (contrastant) puis 

observées. La taille des particules a également pu être mesurée (Logiciel iTEM. Olympus) 

 

 2.2 Résultats-conclusion 

  2.2.1 Utilisation d'un coussin de sucrose 30% 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.7. Gradient de sucrose après ultracentrifugation pour le muscle adducteur sans (a) ou avec (A) étape préalable sur coussin 

de sucrose, pour le manteau sans (b) ou avec (B) coussin de sucrose et pour le pied sans (c) ou avec (C) coussin de sucrose. Les flèches 

blanches indiquent les bandes qui ont été récupérées 
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Parmi les trois organes étudiés, des bandes ont pu être prélevées pour le muscle adducteur et le 

pied mais pas pour le manteau (Figure IV.7) . La figure IV.7 montre les 6 gradients de sucrose 

obtenus après ultracent ifugatio  sa s a →  ou a e  l' tape de etto age su  oussi  de su ose 

à % A → C . Ap s utilisatio  d'u  oussi  de su ose, la a de pou  le us le addu teu  se le 

plus nette (A) que la bande obtenue sans utilisation préalable du coussin (a). Pour le manteau, 

aucune bande nette n'est visible dans les deux gradients (b & B). Pour le pied, il n'y a pas de 

différence notable entre les deux traitements réalisés (c & C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure IV.8.  Photos en microscopie électronique à transmission des purifications réalisées sur gradient de sucrose pour le muscle 

adducteur sans étape préalable sur coussin de sucrose (A) ou avec (B) et pour le pied sans (C) ou avec (D) étape préalable sur gradient 

de sucrose. Contrastant acétate d'uranyle 1%. Barre d'échelle = 1 µm 
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La Figure IV.8 présente les photos de MET réalisées pour les échantillons de muscle postérieur et de 

pied récoltés après l'ultracentrifugation sur gradient de sucrose. La comparaison des photos 

réalisées pour les deux organes sans ou avec l'étape de nettoyage sur coussin montre des 

échantillons plus purs après passages sur les coussins de sucrose (B  & D). Les échantillons de 

muscle semblent également présenter de plus fortes quantités de particules que les échantillons de 

pied.  

 L'observation en MET des coupes réalisées sur les différents organes (Cf chapitre IV.1) 

montre de grandes quantités de particules virales dans les tissus des muscles adducteurs et 

également dans le manteau et le pied. Or, lors de l'étape de purification, seuls les muscles 

adducteurs permettent d'extraire de fortes quantités de VLPs. Il semblerait que l'étape de 

purification sur gradient de sucrose (avec utilisation ou non d'un coussin) soit moins efficace sur le 

pied, voire inefficace en ce qui concerne le manteau.  

Un des symptômes de la BMD est une profonde désorganisation des fibres musculaires, voire pour 

les cas avancés, une disparition de nombreuses structures cellulaires. Cette atteinte tissulaire rend 

probablement le muscle moins résistant lors de l'étape de broyage, ce qui permet de récupérer une 

plus grande quantité de particules virales. Pour le pied et le manteau, la majorité des particules 

reste probablement piégée dans les tissus et est donc éliminée avec les gros débris. 

Les indices de réfraction ont permis de mesurer la densité des particules. Pour le muscle, la densité 

est d'environ 1,235 g.cm-3 et pour le pied, elle atteint 1,241 g.cm-3. 

  

 Le principe de l'ultracentrifugation est de déposer la suspension virale sur une colonne de 

densité croissante, le gradient. Les particules virales migrent dans ce gradient suivant leur grosseur 

jusqu'à atteindre leur densité de flottaison ou être déposées dans le culot si leur densité excède 

celle du gradient. 

Dans le cas de virus non-enveloppés, comme soupçonné ici, l'utilisation d'un gradient de chlorure 

de césium (CsCl) est souvent préféré du fait d'une densité maximale plus forte (1,88 pour le CsCl 

contre 1,30 pour le sucrose). En effet les virus nus sont souvent plus denses que les virus 

enveloppés (Payment & Trudel 1989). Dans cette étude, la densité des VLPs est compatible avec 

l'utilisation d'un gradient de sucrose puisque les particules n'ont pas sédimenté. De plus l'utilisation 

d'un gradient de CsCL  a montré de moins bons résultats que l'utilisation d'un gradient de sucrose 

(préparation moins propre).  
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  2.2.2 Purification en grande quantité 

Pour les essais de purification en grande quantité (tubes SW28), trois bandes sont observables sur 

gradient de sucrose (Figure IV.9), une bande haute, une bande moyenne et une bande basse.  

Les bandes hautes et moyennes présentent un grand nombre de déchets et assez peu de particules. 

Ces bandes ont à nouveau été purifiées sur gradient de sucrose pour éliminer ses déchets mais sans 

succès. 

 

Figure IV.9. Localisation et analyse en microscopie électronique à transmission des 3 bandes, haute (BH), moyenne (BM) et basse (BB)  

récupérées pour la purification 3 sur du muscle adducteur. Contrastant acétate d'uranyle 1%. Barre d'échelle = 1 µm 

 

Seules les bandes basses, relativement propres et très concentrées en particules ont été 

conservées. Les trois bandes basses récupérées, puis nettoyées, ont été resuspendues dans un 

volume final de 500 µL.  
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La réfractométrie donne des densités de l'ordre de 1,18 g.cm-3 pour la bande haute, 1,235 g.cm-3 

pour la bande moyenne et 1,269 g.cm-3 pour la bande basse. La taille des particules est de l'ordre 

de 30 à 40 nm (Figure IV.10) avec certaines particules atteignant également les 50-60 mn. 

 

Figure IV.10. Taille des particules mesurées par le logiciel iTEM (Olympus). Echantillon : bande basse. 

 Contrastant = acétate d'uranyle. Barre d'échelle = 100 nm 

  

 2.3 Conclusion 

Les premières observations en microscopie électronique réalisées par Dang et al. (2009b) 

suggéraient, de par la petite taille des particules et l'absence visible d'enveloppe, un virus 

appartenant à la famille des Picornaviridae, des Parvoviridae ou des Caliciviridae. Ces trois familles 

de virus sont caractérisées par la structure icosaédrique de leur capside, des tailles de 28-30 nm 

pour les Picornaviridae, 18-26 nm pour les Parvoviridae, et 30-38 nm pour les Caliciviridae. Les 

Papovaviridae, de forme icosaédrique et de taille 45-55 nm pourraient également répondre aux 

critères des VLPs observées. Leur génome est constitué d'ARN simple brin linéaire pour les Picorna- 

et les Caliciviridae, d'ADN simple brin pour les Parvoviridae et d'ADN double brin pour les 

Papovaviridae. 

Les virus nus étant généralement purifiés sur gradient de CsCl, aucune indication de densité sur les 

différentes familles soupçonnées en gradient de sucrose n'a été trouvée dans la littérature.  

Un moyen d'affiner nos connaissances sur la famille concernée serait de déterminer le type de 

génome présent dans les particules virales. Cette étude est l'objet du paragraphe 3. 
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3. Identification de la nature du génome et essai de clonage 

 3.1 ADN ou ARN ? 

Figure IV.11. Protocole d'extraction des acides nucléiques au phénol-chloroforme 
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  3.1.1 Matériels et méthodes 

Une extraction au phénol-chloroforme a été réalisée pour isoler les acides nucléiques présents dans 

les particules virales purifiées sur gradient de sucrose. Le protocole est décrit sur la Figure IV.11. 

Après extraction des acides nucléiques deux types de traitement ont été appliqués : traitement soit 

à la DNAse I soit à la RNAse A. 

   

  3.1.2 Résultats-conclusion 

Les deux traitements ont été comparés sur gel d'agarose (1%) avec un échantillon n'ayant subi 

aucun traitement (Figure IV.12) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figu e IV. . Co pa aiso  su  gel d’aga ose % des ha tillo s sa s t aite e t B , ave  t aite e t à la DNAse C  et ave  

traitement à la RNAse (D). (A) = marqueur de taille 

 

Les résultats de cette expérience semblent indiquer que la nature du génome présent dans les VLPs 

est de l'ARN. Pour vérifier ce résultats, des extractions d'acides nucléiques ont été réalisées sur 

diverses séries de purifications de VLPs et avec différents protocoles d'extraction avec toujours la 

même conclusion. Toutefois, la taille du matériel purifié, de l'ordre de 1 kb, est trop faible pour 

correspondre à un génome viral dans son ensemble. Les plus petits génomes décrits excèdent les 3 

kb. L'hypothèse d'une contamination par du génome de l'hôte n'est donc pas à exclure et la nature 

du génome viral reste à confirmer.  

Dans le cadre d'un génome à ARN, nos investigations sur la famille virale se restreindraient aux 

Picornaviridae et aux Caliciviridae. 
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 3.2 Clonage  

  3.2.1 Matériels et méthodes 

Pour les essais de clonage, de l'ADN double brin a été synthétisé à partir de 2 µg d'ARN récolté et 

du kit Universal Riboclone cDNA Synthesis System (Promega) suivant les instructions du fabricant. 

Plusieurs étapes ont été réalisées avec ce kit : la synthèse de l'ADNc, la synthèse du double brin et 

la ligation des adaptateurs EcoRI. En parallèle de l'ARN d'intérêt, un ARN témoin, la Kanamycine a 

subi le même traitement que les échantillons afin de vérifier le fonctionnement de chacune des 

étapes. 

Le protocole de préparation du plasmide PGEM 7ZF (+) est décrit ci-dessous (Figure IV.13). La 

digestion du plasmide par EcoRI va permettre la ligation de l'ADNc et le traitement à la phosphatase 

alcaline permet d'éviter que le plasmide ne se referme sur lui-même sans avoir intégré le fragment 

d'intérêt. 

 

Figure IV.13. Cartographie et protocole de préparation du plasmide PGEM 7ZF (+) 
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L'ADNc a ensuite été phosphorylé puis intégré dans le plasmide à l'aide du kit Universal Riboclone 

cDNA Synthesis System (Promega) suivant les instructions du fabricant. Quatre quantités d'ADNc 

ont été utilisées pour la ligation : 0 µL (tube A); 3 µL (tube B), 2 µL (tube C) et 1 µL (tube D). 

Des bactéries Escherichia coli compétentes (JM109) ont ensuite été transformées avec ces 

constructions plasmidiques (2 µL du mélange plasmide + ADNc + 50 µL de bactéries compétentes) 

par choc thermique 45 s à 42°C. Quatre transformations ont été réalisées pour  les quatre tubes A, 

B, C et D. Du milieu de culture LB (extrait de levure, bactotryptone, NaCl) a été ajouté (950 µL), puis 

les tubes ont été pla s H à °C afi  de pe ett e le d eloppe e t a t ie  et l e p essio  

phénotypique du gène de sista e à l a pi illi e p se t su  le plas ide PGEM )F +  Figu e 

IV.13). Les bactéries transformées (200 µL) ont été déposées sur 4 boites de pétri A, B, C et D 

(correspondantes aux quatre tubes) contenant du milieu nutritif LB solide supplémenté 

d'ampicilline (concentration finale 100 µg.mL-1) pour sélectionner les clones transformés. Les 

bactéries ont été maintenues toute une nuit à 37°C. 

Le lendemain, 30 colonies des boites B et C ont été repiquées dans du milieu LB liquide 

supplémenté à 100 µg.mL-1 d'ampicilline (1 colonie + 2 mL de milieu).  

NB : Très peu de colonies sont présentes sur la boite D. Quelques colonies sont également présentes sur la boite A.  

Les colonies ont été maintenues 4 h à 37°C pour se multiplier puis une PCR a été réalisée sur 

chaque colonie avec les amorces universelles T7 / Sp6 comme suit : un cycle à 94°C-5 min puis 40 

cycles 94°C - 30 s / 50°C - 30 s / 72°C - 1 min puis un cycle de 10 min à 72°C. Les inserts amplifiés ont 

ensuite été visualisés par électrophorèse sur gel d'agarose 1% p/v. 

 

  3.2.2 Résultats-conclusion 

Sur les 30 colonies analysées, aucune ne présente un insert de taille supérieure à 250 pb (Figure 

IV.14). Or, sur le plasmide PGEM 7ZF (+), les promoteurs Sp6 et T7 sont distants de 123 pb. La taille 

des fragments obtenus indique que malgré l'étape de déphosphorylation, des plasmides se sont 

tout de même re-ligués et ont été intégrés par des bactéries, comme en témoigne notamment la 

présence de colonies sur la boite correspondant aux tubes A. 

NB : dans ce tube, aucun insert n'a été mélangé avec les plasmides. Ceux-ci n'auraient donc en théorie pas pu se re-

ligués, ni être intégrés par la bactérie. N'ayant pas le plasmide leur conférant une résistance à l'ampicilline, les bactéries 

n'auraient pas pu pousser sur le milieu LB + Ampicilline. 

Plusieurs tentatives de clonages ont été réalisées mais sans plus de succès. Lors de chaque clonage, 

aucun insert de taille suffisante ne semblait avoir été intégré dans les plasmides.  
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Figure IV.14. Gel d’aga ose % des  olo ies + a ueu  de taille  ap s l' tape de PCR. 

  

4. Conclusion générale et perspectives de travail 

Les résultats obtenus dans ce chapitre sont une première avancée dans l'identification de l'agent 

étiologique. Les VLPs rencontrées dans les tissus peuvent être purifiées sur gradient de sucrose et 

semblent présenter un génome à ARN.  

 Toutefois, l'échec des essais de clonage limite l'avancée de nos connaissances sur l'agent et 

son mode de fonctionnement, et nous amène à considérer d'autres méthodes d'études.  

Trois perspectives ont été envisagées pour améliorer la connaissance du système parasite-hôte et 

de l'agent lui-même : l'infestation expérimentale, la culture cellulaire et le séquençage haut-débit 

comparatif entre palourdes présentant ou non la BMD. 

Ces trois méthodes font l'objet des trois derniers chapitres de cette thèse. Les avantages et 

objectifs de ces méthodes seront discutés en introduction de chacun de ces chapitres. 
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Chapitre V 

Infestation expérimentale de palourdes 

japonaises à partir de "particules virales" 

purifiées 
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1. Introduction 

 

Suite à des études menées sur la maladie de l'anthrax et l'agent qui en est responsable, Bacillus 

anthracis, Robert Koch (1843-1910), médecin allemand, énonce quatre postulats, appelés 

désormais postulats de Koch qui restent parmi les fondements de la microbiologie et de l'étude des 

maladies infectieuses. L'identification d'un micro-organisme comme étant l'agent responsable 

d'une maladie repose sur ces 4 postulats :  

- Le micro-organisme doit être présent en abondance dans tous les organismes souffrant 

de la maladie, mais absent des organismes sains. 

- Le micro-organisme doit pouvoir être isolé de l'organisme malade et cultivé in vitro. 

- Le micro-organisme cultivé doit entraîner l'apparition de la maladie lorsque introduit 

dans un organisme sain. 

- Le micro-organisme doit être à nouveau isolé du nouvel organisme hôte rendu malade 

puis identifié comme étant identique à l'agent infectieux original. 

Bien que cette vision restrictive où seul l'agent pathogène est responsable de l'expression d'une 

maladie ait été fortement étendue depuis plusieurs décennies, intégrant notamment l'influence de 

la physiologie de l'hôte et des divers facteurs environnementaux sur la maladie (Casadevall & 

Pirofski 1999, 2003), l'utilisation de ces postulats pour déterminer l'étiologie d'une maladie reste 

encore d'actualité (Lipkin 2009).  

Les études sur le choléra et la tuberculose réalisées par Koch l'ont amené très vite à revoir lui-

même ses propres postulats. La seconde partie du premier postulat ("mais absent des individus 

sains") a finalement été rejetée suite à la découverte de porteurs sains de la bactérie Vibrio 

cholerae, responsable du choléra. 

Le troisième postulat a quant à lui été nuancé suite à la découverte dans les cas de la tuberculose et 

du choléra d'organismes exposés à l'infection mais ne développant pas la maladie. 

 

En plus de l'aspect identification de l'agent étiologique, l'utilisation de méthodes d'infection 

expérimentale s'avère très utile dans l'étude du système hôte-parasite, notamment du mode 

d'action de l'agent étiologique et de l'épidémiologie de la maladie. De nombreux paramètres 

peuvent être suivis (moléculaires, cellulaires, comportementaux) et ce dans des conditions 

contrôlées, en s'affranchissant d'un échantillonnage de terrain d'individus malades contraint par la 
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disponibilité en individus malades et par des paramètres de taille/âge ou des paramètres  

environnementaux non contrôlés. 

Chez les mollusques bivalves, ces expériences sont d'autant plus importantes du fait de l'absence 

de lignées cellulaires (Rinkevich 1999 & 2005, Yoshino et al. 2013) qui sont souvent utilisées pour 

des études dans les domaines de l'immunologie, la physiologie ou de la toxicologie. Des infections 

expérimentales ont été réalisées pour l'étude des maladies comme par exemple celles liées aux 

protozoaires Perkinsus spp. chez Crassostrea gigas, C. virginica, Venerupis philippinarum et V. 

decussata (Revue de Soudant et al. 2013), Bonamia spp. chez Ostrea edulis (Harrang 2012), au virus 

de type herpes chez C. gigas (Schikorski et al. 2011a-b), aux bactéries du genre Vibrio sur V. 

philippinarum et V. decussata (Paillard 2004), C. gigas (Labreuche et al. 2006) et Mytilus 

galloprovincialis (Canesi et al. 2010) ou encore à l'acute virus necrobiotic virus (AVNV) chez Chlamys 

farreri (Xing et al. 2008). 

 

L'utilisation de la microscopie électronique à transmission et des méthodes de purification sur 

gradient de sucrose (Cf Chapitre IV) nous ont déjà permis de détecter la présence des particules 

virales dans l'ensemble des individus présentant la maladie et de les purifier. Dans cette étude, 

l'objectif est de tenter de satisfaire au 3ème postulat de Koch, en recréant la maladie chez des 

individus n'en présentant aucun signe. 

Lors du suivi terrain (Cf Chapitre 3), la comparaison entre individus sains et individus malades a 

montré une nette influence de la maladie sur les paramètres cellulaires et moléculaires. 

L tape sui a te o siste i i à egarder l'influence de l'infestation expérimentale sur trois 

paramètres immunologiques: i) la concentration totale en hémocytes, ii) le taux de phagocytose, et 

iii) la capacité de phagocytose, et également de distinguer ou non une atteinte moléculaire sur des 

fonctions telles que le métabolisme mitochondrial, la réponse au stress oxydant ou la détoxication. 

Pour cette étude, quatre dilutions de virus seront testées afin d'évaluer un effet dose-dépendant et 

les sultats se o t o pa s à eu  p o e a t d u e condition témoin. 
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2. Matériels et méthodes 

 2.1 Matériel biologique 

Une solution mère (500 µL) de particules virales purifiées a été obtenue comme décrit 

précédemment (Cf chapitre IV) à partir des muscles adducteurs postérieurs (MPI 1 à 4, Cf 

introduction générale 2.3.1.1) de 85 palourdes d'une longueur de coquille comprise entre 30 et 40 

mm et récoltées en janvier 2011 sur le site A (Figure V.1).  

En mars 2011, 375 palourdes japonaises en position enfouie (= position "normale") de 29 à 32 mm 

ont été récoltées sur le site B (Figure V.1) puis acclimatées pendant 2 semaines (15°C- Salinité 30) 

pour être ensuite infestées. Ces deux sites ont été choisis d'une part pour leur forte densité en 

palourdes (A – 29 ind.m-² ; B- 49 ind.m-²) et pour la prévalence de la BMD, élevée pour le site A (8 

%) et faible pour le site B (2 %). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure V.1. Localisation des deux sites d'échantillonnage A (palourdes malades) et B (palourdes saines) sur le bassin d'Arcachon 

 

 2.2 Schéma expérimental 

Quatre dilutions de la solution mère virale ont été utilisées, 1/100ème, 1/1000ème, 1/5000ème et 

1/10000ème ainsi qu'une solution contrôle d'eau de mer filtrée (0,22 µm). L'infestation des 

palourdes a été réalisée par balnéation individuelle dans 100 mL d'eau de mer filtrée (0,22 µm) + 10 

µL de la solution virale (ou eau de mer filtrée). Une solution stock a été préparée pour chacune des 

4 dilutions afin d'obtenir la dilution finale souhaitée.  
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Après 24 h de balnéation (J1) les palourdes ont été réparties dans 15 unités expérimentales (U.E.) 

d'eau de mer filtrée (0,22 µm) de 12 L, à raison de 25 palourdes par U.E. et de 3 U.E. pour chaque 

dilution (= condition) de virus + la condition témoin. Les U.E. ont été maintenues à une température 

constante de 15°C et une salinité moyenne de 30, sans renouvellement d'eau et avec une pompe à 

air. 

Le jour de la balnéation puis, à + 1 jour, + 2 jours, + 4 jours et + 7 jours après le début de la 

balnéation, appelés respectivement J0, J1, J2, J4 et J7, six palourdes de chaque condition ont 

étéanalysées (2 par aquarium = 30 individus sauf pour J0 = 6 individus).  

NB : à J0, les palourdes sont prélevées avant le début de la balnéation et donc il n'y a qu'une seule condition, la condition 

témoin. 

Les analyses immunologiques et génétiques ont été réalisées sur chacun de ces échantillons. 

 

 2.3 Données immunologiques 

Entre 0,5 et 1 mL d'hémolymphe ont été prélevés dans le muscle adducteur postérieur à l'aide 

d'une seringue stérile. Les échantillons présentant des débris (phytoplancton, particules, 

a t ies…  o t été éliminés (NB : le cas échéant, une autre palourde est prélevée). L'hémolymphe a 

été filtrée sur une maille de 80 µm puis conservée dans de la glace pour limiter l'agrégation des 

hémocytes.  

Pour mesurer le nombre total d'hémocytes, 100 µL d'hémolymphe ont été dilués dans 100 µL d'eau 

de mer filtrée stérile (EMFS) puis fixés avec 200 µL d'une solution de formaldéhyde (6,4% + EMFS). 

Pour l'analyse de la phagocytose, 200 µL d'hémolymphe ont été incubés avec 40 µL d'une solution 

de billes de latex fluorescentes (Fluoresbrite TM plain YG-2.0 µm microspheres 2.5% solids-latex. 

Polysciences, Inc, Warrington, PA 18976) mimant des micro-organismes. Les échantillons ont été 

incubés 2 h à 18°C puis la phagocytose a été stoppée par ajout de 240 µL d'une solution de  

formaldéhyde (6,4% + EMFS).  

L'ensemble des échantillons a été conservé à 4°C et à l'obscurité jusqu'à analyse en cytométrie en 

flux. Les analyses ont été réalisées dans un délai maximal d'une semaine sur le cytomètre en flux 

FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA). 

Le nombre total d'hémocytes est estimé en ajoutant 4 µL d'un intercalant de l'ADN, le SYBRgreen 

aux 400 µL de l'échantillon. Cet agent intercalant émet une fluorescence verte qui est mesurée par 

le détecteur FL1 du cytomètre. La concentration en hémocytes a été déterminée en cellules.mL-1 

(Marie et al. 1999). 
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Concernant la phagocytose, les billes de latex qui fluorescent également dans le vert sont détectées 

via le détecteur FL1. Le taux de phagocytose a été défini comme le pourcentage de cellules, dites 

cellules actives, ayant ingéré au moins deux billes fluorescentes. La capacité de phagocytose est 

définie comme le nombre moyen de billes ingérées par les cellules actives. Les analyses des 

données de cytométrie ont été réalisées sur le logiciel WinMDI 2.8. 

 

 2.4 Analyse génétique 

Pour chacun des deux organes utilisés, le muscle adducteur postérieur et la glande digestive, 40 mg 

de tissus ont été prélevés puis conservés à -80°C dans du RNA later (limite la dégradation des ARNs) 

jusqu'à analyses.  

Les ARNs totaux ont été extraits suivant les instructions du fabricant avec le kit RNA Miniprep 

(Agilent technologies) puis rétro-transcrit en ADNc avec le kit cDNA synthesis (Agilent technologies). 

La PCR en temps réel a été réalisée sur le thermocycleur Lightcycler (Roche). Chaque réaction 

contient 17 µL d'un mélange de réactifs contenant du SYBRgreen I pour suivre le processus 

d'amplification, de 2 µL de la paire d'amorces spécifiques du gène d'intérêt à une concentration 

finale de 300 nM par amorce et de 1 µL de l'ADNc.  Les séquences des amorces des 5 gènes suivis et 

du g e de f e e β-actine) ainsi que leurs numéros d'accession dans le GenBank sont 

regroupés dans le tableau V.1.  

 

Tableau V.1.  Séquences nucléotidiques, fonctions et numéros d'accession des gènes utilisés. a) amorce sens et b) amorce anti-sens 

 

GENE FONCTION Numéro d'accession 
“EQUENCE -  
a) Amorce sens 

b) Amorce anti-sens 

β-actine (act) Gène de référence 
EF520696  

(Paul-Pont 2010) 
a) CGCACTTCCTCACGCCCATCAT 
b) CATTTCTTGTTCAAAGTCCAAG 

Cytochrome C oxydase 
sous-unité 1 (cox-1) Métabolisme 

mitochondriale 

HQ703309  
(Chen et al. 2011) 

a) GTACCCTCCGTTGTCGTCA 
b) CCTGTTACTCCTAAACACCAAG 

ARNr 16S (16S) 
AB065375 

 (Okazaki & Ueshima. Unpublished) 
a) AGAAGACCCTGTCGAG 
b) TTACGGCTGTTATCCCT 

Super oxyde dismutase 
mitochondriale (sod) Réponse au stress 

oxydant 

JQ362416  
(Umasuthan et al. 2012) 

a) GATAATGTTGATCATGCTGGACC 
b) GTCTACATCAGCGTGAACGACAA 

Catalase (cat) 
EF520699 

(Paul-Pont 2010) 
a) CTGATGGCTACAGACAGATC 

b) GTTGCCCTGGGCGATG 

Metallothionéines (mt) Détoxication 
AJ249686 

 (Moraga & Tanguy. Unpublished) 
a) GCAAGTGTTCCGACCAATG 

b) CGAGCAGTCGTTGCCA 
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Le programme d'amplification a été déterminé comme suit : un cycle de 10 min à 95°C suivi de 50 

cycles à 5s-95°C, 5s-60°C, 20s-72°C. La quantification relative de l'expression des gènes d'intérêt a 

été obtenue en comparant le cycle de sortie du gène d'intérêt au cycle de sortie du gène de 

f e e ∆CT = le de so tie du g e d'i t t – le de so tie de la β-actine). 

Les facteurs d'induction (IF) et de répression des gènes ont été déterminés par la méthode décrite 

par Livak & Schmittgen (2001) des 2-∆CT dont la formule est décrite ci-dessous pour le J1 et la 

dilution 1/10000ème. La même méthode a été appliquée pour chacune des dilutions et à J2, J4 et J7, 

et pour chacun des 5 gènes suivis. L'expression des gènes pour chacune des dilutions a été 

comparée à l'expression de ce gène pour les individus contrôle. 

IF = 2-∆CT (Dilution 1/10000ème- J1) / 2-∆CT o t ôle J  

 

 2.5 Analyse statistique 

L'ensemble des tests statistiques a été réalisé sous le logiciel STATISTICA 7.1 avec un seuil de 

significativité de 5%. La normalité des données a été admise et l'homoscédasticité vérifiée  à l'aide 

du test de Cochran. Une transformation log (X+1) a été réalisée pour les données présentant une 

hétérogénéité des variances. 

Les effets de la concentration en virus et de la durée de l'expérience ont été comparés à l'aide 

d'u e ANOVA fa to ielle. Les o e es o t e suite t  o pa es à l aide du test  a posteriori de 

Tukey. 
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3. Résultats 

 

Pou  l e se le des palou des diss u es au ou s de l e p ie e, soit  i di idus i fest es + 

témoins), aucune ne présentait de signes de la BMD. 

  

 3.1 Données immunologiques 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure V.1 Moyenne (± erreur standard) des données immunologiques: concentration en hémocytes totaux (cellules.mL-
1
), taux de 

phagocytose (%) et capacité de phagocytose (nombre de billes par cellule active) pour les 5 jours suivis et les 5 conditions. Chaque 

histogramme correspond à 6 palourdes analysées 



Chapitre V : Infestation expérimentale 
 

 
107 

 

Pou  les t ois pa a t es i u ologi ues sui is, le o e total d h o tes, le tau  de 

phago tose et la apa it  de phago tose, l ANOVA fa to ielle o t e u e i flue e sig ifi ati e 

du temps mais pas de la présence ou de la dilution de virus utilisée (Tableau V.2).  

Pour la concentration en hémocytes, J0 et J1 présentent des valeurs similaires et deux fois plus 

élevées que J2, J4 et J7 ui p se te t aussi des o e es ui ale tes. Pou  le tau  et l a ti it  de 

phagocytose, J0 et J1 présentent aussi des valeurs similaires et significativement différentes de J2, J4 

et J7 ui p se te t des o e es si ilai es. Cepe da t, le tau  et l a ti it  de phago tose so t 

plus importants (x3) à J2-J4-J7 u à J0-J1 (Figure V.1). 

Pour l e se le des jou s sui is et pou  les t ois pa a t es a al s s, des aleu s si ilai es o t t  

obtenues entre les 4 dilutions du virus mais également entre les dilutions du virus et la condition 

témoin (Figure V.1. Tableau V.2). 

 

Tableau V.2 Résultats de l'ANOVA factorielle comparant l'influence du jour de l'expérience (Temps) et/ou de la dilution virale utilisée 

(Dilution). ddl =  degré de liberté, F = variance inter-groupe / variance intra-groupe et p = p-value. Les lettres indiquent une différence 

significative entre deux valeurs 

 

 3.2 Analyse génétique 

  3.2.1 Muscle postérieur 

A J1, au u e diff e e d e p essio  des g es a t  ot e da s le us le post ieu  Ta leau 

V.3). A J2, une répression (x0,3) est notée pour le gène sod et une forte induction du gène mt pour 

respectivement les dilutions 1/5000ème et 1/100ème. A J4, le gène cox-1 est tantôt induit, tantôt 

réprimé et une induction est notée pour le gène cat (dilution 1/10000ème) et pour le gène mt 

(dilution 1/5000ème). A J7, diverses inductions sont notées sauf pour le gène mt (Tableau V.3). La 

comparaison des conditions témoins à J1, J2, J4 et J7 avec les témoins prélevés à J0 montre une 

  ANOVA Factorielle 

  ddl F p 

Concentration totale en hémocytes 
(Cellules.mL-1) 

Temps 4 51,89 <  0,001 

Dilution 4 1,20 0,319 

Temps x dilution 16 0,85 0,597 

Taux de phagocytose (%) 

Temps 4 69,39 <  0,001 

Dilution 4 1,14 0,34 

Temps x dilution 16 1,86 0,051 

Capacité de phagocytose  
(Nb de billes) 

Temps 4 57,60 <  0,001 

Dilution 4 1,61 0,060 

Temps x dilution 16 1,81 0,059 
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induction significative des gènes cox-1 (p < 0,001), 16S (p < 0,001), sod (p < 0,001), et cat (p = 0,04) 

ai si u une répression significative du gène mt (p < 0,001). 

 

  3.2.2 Glande digestive 

Pour la glande digestive, une induction du gène cat est notée à J1 pour les dilutions 1/10000ème et 

1/5000ème (Tableau V. . Au u e aut e i du tio  ou p essio  a t  o se e pou  le este de 

l e p ie e. 

Contrairement aux résultats obtenus dans le muscle, la comparaison des conditions témoins à J1, J2, 

J4 et J7 avec les témoins prélevés à J0 dans la glande montre une induction seulement pour le  gène 

16S (p = 0,003). 

 

Tableau V.  E p essio  elative des g es d'i t ts o pa s à la β-actine) dans le muscle adducteur postérieur et la glande 

digestive. - : aucune différence significative d'expression du gène entre la dilution et la condition contrôle; < 1 : inhibition significative 

du gène par rapport à la condition contrôle; > 1 : induction significative 

 

 
Muscle adducteur postérieur Glande digestive 

cox-1 16S sod cat mt cox-1 16S sod cat mt 

J1 

1/10000ème - - - - - - - - 2,7 - 

1/5000ème - - - - - - - - 4,7 - 

1/1000ème - - - - - - - - - - 
1/100ème - - - - - - - - - - 

J2 

1/10000ème - - - - - - - - - - 
1/5000ème - - 0,3 - - - - - - - 
1/1000ème - - - - - - - - - - 
1/100ème - - - - 8,7 - - - - - 

J4 

1/10000ème 2 - - 2,6 - - - - - - 
1/5000ème - - - - 9 - - - - - 
1/1000ème 0,2 - - - - - - - - - 
1/100ème - - - - - - - - - - 

J7 

1/10000ème - 3,4 2,4 - - - - - - - 
1/5000ème - - - - - - - - - - 
1/1000ème - - - - - - - - - - 
1/100ème 4,5 - - 4,9 - - - - - - 
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4. Discussion 

 

Pou  l e se le des pa a t es i u ologi ues et g ti ues sui is, au u e diff e e 

sig ifi ati e a t  notée entre les témoins et les différentes concentrations de virus, et ce pour les 

uat e te ps de sui i. Di e ses h poth ses pou aie t e pli ue  l a se e de po se des i di idus 

et concernent soit les particules virales utilisées soit la cinétique de la maladie. 

D'après Sader (1982 dans Maitre-Allain 1983), les capacités de filtrations des palourdes à cette 

période (hiver-printemps) sont de l'ordre de 20 L.jour-1. O  peut do  suppose  ue l e se le des 

particules virales utilisées lors de la balnéation a rapidement été ingéré par la palourde. Les 

quantités de particules virales utilisées étaient donc peut être insuffisantes pour obtenir une 

a tio  des i di idus. D aut e pa t, les di e s t aite e ts su is pa  les pa ti ules lo s des tapes de 

purification pourraient avoir limité, voire inhibé, leur pouvoir infectieux. 

 U e aut e h poth se se ait la essit  d u  aut e o ga is e hôte tel ue des esp es du 

ph topla to  pou  assu e  la p t atio  du i us et do  le su s d i festatio  pa  des 

particules virales dans la palourde. De nombreux exemples de virus infectant des organismes 

phytoplanctoniques ont été décrits (Jacquet & Bratbak 2003, Brussaard 2004, Singh et al. 2004, 

To a u et al. . U e telle h poth se pou ait e pli ue  u il e iste u e taille minimale des 

palou des pou  l appa itio  de la aladie. E  effet, la taille des pa ti ules i g es pa  la palou de 

est dépendante de sa taille et de ses capacités de filtration et peut donc évoluer au fil du temps (Le 

Treut 1986). Un hôte intermédiai e o te a t le i us, et appa aissa t ue ta di e e t da s le 

gi e ali e tai e des palou des, pou ait do  t e e isag  et e pli ue ait l he  elatif de 

ot e e p ie e d i festatio . 

 Il pourrait également exister un temps de latence importa t a a t ue l o ga is e e 

agisse à l i fe tio  o e ela peut t e le as ota e t pou  les i us de t pe he p s ‘e ault 

& Novoa 2004). Toutefois, des infestations expérimentales de larves d'huîtres par du virus de type 

herpès présentaient les premiers effets sur le comportement et la mortalité dès 48 h et des 

mortalités supérieures à 80% dès 6 jours (Deniau 2000, Schikorski et al. 2011b). 

 D ap s « the epidemiological triad » de Snieszko (1974), déjà évoqué dans l'introduction 

générale de cette thèse, une maladie se situe à l'intersection entre un hôte, un pathogène et un 

environnement. Si les conditions environnementales ne sont pas " favorables", la maladie peut ne 

pas se d la e . L i po ta e de o ditio s stressantes a déjà été mise en évidence pour des larves 
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d huît es i fest es pa  de l he pes i us ui o t e t des tau  de o talit  plus le s da s des 

conditions stressantes (Renault, unpublished data). 

 Nos résultats présentent un effet du temps d e p i e tatio  su  les pa a t es esu s 

qui est i d pe da t de la p se e ou de l a se e de i us. D s J2, la ua tit  d h o tes hute 

de moitié alors que le taux et la capacité de phagocytose sont multipliés par 3. A ces résultats 

s ajoute u e su e p essio  t s fo te des g es cox-1, 16S, sod et cat et une répression du gène mt 

par rapport au lot contrôle de J0 (uniquement dans le muscle adducteur). Il semble donc que, 

i d pe da e t de l ajout ou o  de pa ti ules i ales, la al atio  ait e t ai  u e fo te 

réaction des individus. Cette réaction reste inexpliquée (contamination par les fèces?) mais elle 

au ait pu as ue  l appa itio  d u e a tio  is-à-vis des virus.  

 

Il existe donc dans cette étude un faisceau d'hypothèses pouvant expliquer les résultats obtenus. 

Bien qu'il soit très difficile de trancher sur la véracité de celles-ci, des améliorations du protocole 

peuvent aussi être envisagées pour retenter des expériences d'infestations. 

Diverses études réalisées sur la transmission de virus de type herpès chez l'huître japonaise C. gigas 

au stade larvaire (Arzul et al. 2001a-b, Le Deuff et al. 1994b) ou au stade adulte (Schikorski et al. 

2011a-b) ont montré l'efficacité de l'utilisation d'un broyat d'individus infectés avec transmission 

horizontale. Schikorski et al. (2011a) montrent toutefois des résultats plus rapides encore chez des 

individus ayant subi une injection intramusculaire d'une suspension de virus que chez les individus 

soumis à une transmission horizontale. L'injection dans le muscle adducteur montre également de 

bons résultats avec l'Acute Virus Necrobiotic Virus (AVNV) chez le pétoncle Chlamys farreri (Xing et 

al. 2008), ou encore avec la bactérie Vibrio tapetis (agent de la maladie de l'anneau brun) chez V. 

philippinarum (Allam et al. 2006). Cependant ces expériences concernent un suivi de la mortalité 

des individus et non l'apparition des symptômes liés à la maladie. Une expérience d'injection 

directe de broyats de muscle (Dang, unpublished data) montrait des mortalités en quelques jours 

mais sans apparition préalable des symptômes visuels de la maladie.  

Pour la maladie de l'anneau brun, un dépôt de conchioline sur la face interne de la coquille,  

caractéristique de la maladie, a pu être obtenu en injectant une suspension de bactéries dans la 

cavité palléale (Paillard 2004). Cette méthode semble donc moins invasive qu'une injection directe 

dans le muscle et pourrait être envisagée dans des expériences futures.  
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1. Introduction 

 

Depuis plusieurs décennies, les essais de cultures cellulaires d'invertébrés marins, et notamment 

des mollusques bivalves, se multiplient dans le but de développer des bio-essais pour des 

applications dans les domaines de la physiologie, l'immunologie, les pathologies ou encore la 

toxicologie (Adolphe & Barlovatz-Meimon 1988, Mialhe et al. 1988, Renault 1996, Bayne 1998, 

Rinkevich 1999, Hauten et al. 2001, Droguet 2006). Les mollusques les plus étudiés sont 

naturellement les espèces à forte valeur commerciale, mais également les espèces présentant un 

intérêt pour la santé humaine (comme participant au cycle de vie d'un parasite humain) ou celles 

utilisées comme organismes modèles.  

 Toutefois, le faible nombre de publications impliquant des lignées cellulaires1 de mollusques 

souligne la difficulté d'obtenir de telles cultures avec succès (Rinkevich 1999 & 2005, Yoshino et al. 

2013). En effet, la lignée cellulaire embryonnaire de l'escargot Biomphalaria glabrata (Hansen 

1976), hôte intermédiaire des parasites Schistosoma spp. responsables de la bilharziose, reste à 

l'heure actuelle la seule lignée cellulaire de mollusque existante (Yoshino et al. 2013). 

 Parmi les mollusques bivalves, les essais de primocultures2 concernent principalement les 

huîtres (Le Marrecq-Croq 1995, Pennec et al. 2002 & 2004, Talarmin et al. 2008), ou les moules 

(Rank & Jensen 2003), les clams comme Meretrix lusoria (Wen et al. 1993), Mercenaria 

campechiensi (Ross Ellington 1993) et les palourdes Venerupis decussata (Hanana et al. 2008). Ces 

études sont majoritairement axées sur l'écotoxicologie et la réponse aux stress environnementaux 

(Domart-Coulon et al. 2000, Le Pennec & Le Pennec 2001 & 2003, Pennec et al. 2002, Hanana et al. 

2008, Talarmin et al. 2008).  

 Dans le cadre de l'étude de la BMD et dans l'hypothèse d'un agent étiologique viral, 

l'obtention de primocultures de palourde japonaise répond à trois objectifs : 1) identifier des effets 

cytopathogènes renseignant sur la famille du virus impliqué 2) obtenir une méthode de comptage 

des particules virales et 3) produire en grande quantité du virus pour des essais d'infestation 

expérimentale (Thornton et al. 1985, Crane & Benzie 1999, Miao et al. 2000).  

                                                 
1
 Les lignées cellulaires sont caractérisées par leur capacité de prolifération infinie. Elles proviennent soit de tumeurs malignes soit de 

la transformation spontanée ou viroinduite de cultures primaires ou secondaires. Leur croissance est souvent plus rapide et leur 

nombre de repiquage, appelé passage, est théoriquement infini. 

 
2 Les cultures primaires, ou primocultures, sont issues de tissus normaux dont les cellules ont été dissociées mécaniquement et/ou 

enzymatiquement. 
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 L'identification d'un nouvel agent viral passe très souvent par l'isolement en culture 

cellulaire (Goffard 2011), e.g. virus du syndrome respiratoire aigu sévère (Drosten et al. 2003). La 

culture cellulaire est une méthode relativement lente mais assez simple. Sa réussite dépend de la 

qualité du prélèvement, du tissu choisi, du milieu utilisé et du caractère cultivable du virus.  

La Microscopie Electronique à Transmission (MET), la Polymerase Chain Reaction (PCR), la 

microscopie à épifluorescence ou encore la cytométrie en flux sont également des méthodes 

couramment utilisée dans les diagnostics viraux.   

 La MET este l u e des thodes les plus utilis es da s l ide tifi atio  d u  ou eau i us. 

Elle pe et l a s à des i fo atio s o e la fo e ou la taille, sou e t i dispe sa les à 

l ide tifi ation, et permet également le comptage des particules sans être contrainte par leur taille. 

Toutefois, il s'agit d'une méthode longue, peu reproductible (soumise à l'interprétation humaine), 

non routinière, nécessitant un personnel qualifié et un matériel très outeu . L utilisatio  de la PC‘ 

ou encore de tests impliquant des anticorps spécifiques nécessitent une caractérisation moléculaire 

du virus, et sont donc peu impliqués dans le cas de virus inconnus. La microscopie à 

épifluorescence, ou la cytométrie en flux permettent un comptage rapide, automatisé et exhaustif 

des particules. Toutefois, ces deux méthodes ne permettent pas d'identification spécifique de la 

particule et surtout les limites de détection basses se situant à 30-50 nm de diamètre ne sont pas 

compatibles avec la taille des particules observées pour la BMD (Cf introduction générale).   

 Da s le ad e de ette tude l utilisatio  de la ultu e ellulai e p se te di e s a a tages. 

Elle pe et tout d a o d u  diag osti  i al o  o ie t  et e essitant pas de connaissances 

approfondies du virus, un comptage des virus par la technique des plages de lyse mais surtout, 

l'isolement viral en culture cellulaire est la seule technique permettant la production de grandes 

quantités de virus (Goffard 2011). La constitution de stocks viraux purifiés permet ensuite d'étudier   

les capacités réplicatives du virus, le cycle infectieux et dans le cas de notre étude, permettrait de 

réaliser à nouveau des infestations expérimentales sur les palourdes en s'affrachissant des 

techniques longues de purification sur gradient (Cf chapitre V). 

 La présente étude regroupe une série de tests préliminaires réalisés pour l'obtention future 

de cultures primaires de palourdes japonaises. Deux types cellulaires choisis pour ces essais ont été 

les hémocytes qui présentent de faibles taux de contamination et les cellules musculaires 

puisqu'elles proviennent du tissu affecté par la maladie. Ces premiers essais concernent d'une part 

la faisabilité de telles primocultures et d'autre part des tests sur une méthode de suivi de la survie-

prolifération des cellules : le WST-1. 



Chapitre VI : Essais de primocultures 
 

 
114 

 

2. Matériels et méthodes 

 2.1 Mise en culture des cellules 

Les palourdes japonaises utilisées (longueur de coquille > 35 mm) sont issues de viviers normands 

où la BMD a ja ais t  o se e. A ant prélèvement, les palourdes ont été maintenues 24 à 48 H 

en balnéation dans de l'eau de mer filtrée stérile supplémentée d'antibiotiques : streptomycine et 

pénicilline (concentration finale: 100 µg.mL-1 et 60 µg.mL-1 respectivement) pour limiter les 

o ta i atio s a t ie es des ultu es. L ta lisse e t de p i o ultu e a été testé à partir 

d h o tes et de ellules us ulai es disso i es :  

-  L h ol phe a été p le e da s le us le addu teu  post ieu  à l aide d u e seringue 

stérile. Après vérification de la qualité du prélèvement au microscope optique X400 (présence 

d h o tes, a se e de d is, ph topla to ,... , les h ol phe de  à  palou des o t été 

asse l es soit u  olu e d e i o  ,  L  puis o servées dans de la glace. 

- Les cellules musculaires ont été obtenues à partir des muscles (lisses + striés) antérieurs et 

postérieurs (pool de 5 palourdes). Les muscles ont été rincés plusieurs fois dans de l'éthanol 70% 

puis de l eau de e  st ile. Ils o t e suite été dissociés mécaniquement aux ciseaux dans 100 mL 

de milieu complet supplémenté en DNaseI (500 µg.mL-1) et en collagénase (2,5 mg.mL-1) pour 

dissocier les cellules. 

N.B : la DNaseI permet de limiter la formation d'amas d'ADN libéré par les cellules cassées qui rendraient la préparation filamenteuse 

et la collagénase permet d'éliminer le collagène, qui est un des constituants majeurs de la matrice extracellulaire, et donc d'obtenir 

des cellules isolées. 

La dissociation des cellules musculaires a été réalisée sur de la glace pendant 2 heures et sur plaque 

agitatrice (agitation douce). La préparation a ensuite été filtrée sur une maille de 100 µm, puis le 

filtrat a été centrifugé 15 min à 250g et 15°C. Les culots ont  été repris dans 1 mL de milieu complet. 

Les préparations d'hémocytes et de cellules musculaires sont comptées sur cellule de 

Malassez puis diluées avec du milieu complet pour obtenir la quantité de cellules souhaitée. 

Le ilieu o plet est u  ilieu de ultu e s th ti ue de pH = ,  L  → ,  g. L-1; NaCl → 

20 mg.mL-1; KCl → ,  g. L-1 et Hepes → ,  g. L-1) supplémenté d'une solution 

d'antibiotiques Co e t atio  fi ale : “t epto i e →  µg. L-1; P i illi e →  µg. L-1; 

Ge ta i e →  µg. L-1). Le milieu a été filtré sur une maille de 0,22 µm avant utilisation. Les 

cultures cellulaires ont été incubées à 17°C. 
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 2.2 Suivi de la survie-prolifération 

Le suivi de la survie-prolifération des cultures cellulaires a été réalisé par une mesure 

spe t ophoto t i ue de  l a ti it  ito ho d iale. 

Les variations du nombre de cellules viables et actives se traduisent par une variation de l a ti it  

mitochondriale. Le WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene 

disulfonate. ROCHE) est transformé en formazan via cette activité (Figure VI.1a). Les variations de 

concentrations du formazan dans la cellule ont été esti es g â e à l a so a e à  m (Figure 

VI.1b). Cette absorbance est directement corrélée au nombre de cellules métaboliquement actives 

dans la culture. 

La quantité de substrat apportée aux cellules a été variable selon nos expériences, entre 10 et 20% 

du volume suivant les instructions du fabricant. Les suivis ont été réalisés en plaque 24 ou 96 puits. 

Les conditions témoins ont été réalisées avec du milieu complet seul ou dilué avec de l'eau de mer 

stérile suivant le milieu dans lequel les cellules sont maintenues.  

 

Figure VI.1. a) Clivage du WST-i en formazan (EC = electron coupling reagent, RS = mitochondrial succinate-tetrazolium reductase 

s ste    spe t e d’a so ptio  du WST-1 (....) et de son produit, le formazan (      ap s livage pa   l’a tivit  d sh d og ase 

mitochondriale. (ROCHE) 

 

 

L'absorbance a été mesurée dans un volume de 100 µL à 415 nm avec une référence à 595 nm 

(L'absorbance décrite = absorbance à 415 nm – absorbance à 595 nm). Le kit a a t pas t  alid  

sur des cellules de bivalves, une première étape a consisté à déterminer la quantité optimale de 

a) 

b) 
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su st at à ajoute , puis la du e opti ale d i u atio  a e  le W“T-1. Dans cette optique, seules les 

p i o ultu es d h o tes o t été utilisées. La durée de la réaction après ajout du WST-1 a été 

variable en fonction des tests réalisés. L'ensemble des tests a été réalisé en duplicat ou triplicat. 

Lorsque les cultures ont été réalisées en plaque 24 puits, celles-ci ont été transférées en plaque 96 

puits pour la mesure d'absorbance. 

 

 2.3 Test 1 : Revêtement des plaques de culture cellulaire 

3 types de revêtements de plaques 24 puits ont été testés : normal en polystyrène traité (BD 

Fal o ™ , ollag e BD BioCoat™   et poly-D-lysine BD BioCoat™ .  

Le revêtement collagène facilite l'adhérence, la prolifération et la croissance cellulaire. Le 

revêtement Poly-D-lysine est un composé synthétique qui améliore l'adhérence cellulaire. 

Les deux types cellulaires ont été utilisés dans ce test comme décrit précédemment. La 

concentration en hémocytes était de 270 000 cellules.mL-1 ₵. L-1) et la concentration en cellules 

musculaires de 1 250  ₵. L-1 

Les hémocytes ont été conservés dans un mélange hémolymphe + milieu complet (6 mL + 14 mL) et 

les cellules musculaires ont été maintenues dans du milieu complet. 

Après 24 h d'incubation à 17°C, le milieu de culture des deux types cellulaires a été changé et 

remplacé par du milieu complet. Les cultures ont alors été décollées de leur support par aspiration-

refoulement et transférées en plaque 96 puits. L'analyse de la survie a été réalisée aussitôt après le 

changement de milieu en ajoutant 10 ou 20% du volume de WST-1 (soit 10 ou 20 µL) incubé en 

présence des cellules pendant 2h. 

 

 2.4 Test 2 : Influence de la quantité de substrat et de la concentration initiale en cellules 

Ce test a été réalisé uniquement sur une culture hémocytaire en plaque 96 puits. Deux 

concentrations de substrat ont été testées, comme pour le test 1 : 10% et 20%. Huit concentrations 

cellulaires ont également été testées : de l h ol phe pu e à    ₵. L-1 (soit 105 000 

₵.puits-1), puis des dilutions successives au ½ avec du milieu complet : 525 000 ; 262 500 ; 131 250 ; 

65 620; 32 810 ; 16 400 et  ₵. L-1. Le test a été réalisé sans incubation préalable à 17°C. La 

survie des cellules a été testée aussitôt après leur mise en culture et le temps d'incubation avec le 

WST-1 était de 2 h.  
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 2.5 Test 3 : Te ps d’i u atio  ave  le WST-1 

Les consignes du fabricant indiquent un te ps d i u atio  de  i  à  h pou  e p oduit da s le 

cas de cellules animales conservées à 37°C. 

Nos tests étant réalisés à 17°C pour être cohérents avec la physiologie des palourdes, une cinétique 

du te ps d i u atio  a t  alis e. Da s e test, seule une culture hémocytaire a été suivie en 

plaque de 96 puits. La concentration initiale de cellules tait de    ₵. L-1 (soit 105 000 

₵.puits-1). Les hémocytes ont été conservés dans l'hémolymphe et il n'y a pas eu de changement de 

milieu. Après 48 h d'incubation à 17°C, 10 µL de WST-1 ont été ajoutés et l'absorbance a été 

esu e toutes les heu es jus u à  h.  

 

 2.6 Test 4 : durée de survie des lignées et milieu de culture 

Les hémocytes et les cellules musculaires ont été prélevés et traités comme décrit précédemment. 

Trois plaques 96 puits ont été réalisées : des hémocytes dans leur hémolymphe d'origine sans ajout 

de milieu complet; des cellules musculaires dissociées et reprises dans du milieu complet ou de 

l h ol phe d a ass e des h ocytes par centrifugation). Durant les 7 jours d'étude et pour 

les 3 suivis réalisés, une partie des puits n'a pas subi de renouvellement de milieu, et l'autre partie a 

été renouvelée avec du milieu complet après 2 (J2) ou 6 (J6  jou s d i u atio . 

La conce t atio  h o tai e tait de    ₵. L-1 et la concentration en cellules musculaires 

tait de   ₵. L-1 pou  la ultu e da s le ilieu o plet et    ₵. L-1  pour la culture 

dans l'hémolymphe. 

La survie a été testée avec 10% de WST-1 et 4 h d'incubation à j0, j2 et j6, juste après l'éventuel 

changement de milieu. 

 

 2.7 Analyse statistique 

L'ensemble des tests statistiques a été réalisé sous le logiciel STATISTICA 7.1 avec un seuil de 

significativité de 5%. La normalité des données est supposée et l'homoscédasticité a été vérifiée à 

l'aide du test de Cochran. Les absorbances entre les différentes conditions testées ont été 

comparées à l'aide d'une ANOVA. 

La significativité différences entre deux pourcentages a été testée avec un test du Chi-2. 
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3. Résultats - Discussion 

 3.1 Test 1 : Revêtement des plaques de culture cellulaire. 

Lors du changement de milieu au bout de 24 h, le nombre de cellules présentes dans le milieu 

éliminé (le surnageant) a été estimé sur cellule de Malassez puis rapporté au nombre initial de 

cellules présentes dans le puits. La Figure VI.2 représente le pourcentage de cellules présentes dans 

le surnageant et qui se retrouvent ainsi éliminées lors du changement de milieu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure VI. 2. Pourcentage de cellules présentes dans le surnageant des plaques de cultures lors du changement de milieu pour les 3 

types de revêtements testés, polystyrène (plaque 0), collagène et poly-D-lysine et pour les deux lignées cellulaires suivies : hémocytes, 

et cellules musculaires 

 

Pour les cellules hémocytaires, entre 40 et 88% des cellules n'adhèrent pas au support et sont donc 

éliminées lors du changement de milieu. Pour les cellules musculaires, le pourcentage de perte est 

bien moins important et ne dépasse pas 9%. Dans les 3 types de revêtements, les cellules 

musculaires adhèrent mieux que les cellules hémocytaires (Chi-2 ; p < 0,001) 

Pour les deux types cellulaires, la plaque sans revêtement spécifique (plaque 0) est celle qui 

présente la moins bonne adhérence, alors que la plaque poly-D-lysine présente la meilleure 

adhérence (Chi-2 ; p < 0,001). 

L'analyse de la survie-prolifération sur les 3 types de plaques et les deux types cellulaires 

montre des résultats d'absorbance assez faibles avec un maximum à 0,05 (Figure VI.3). L'analyse 
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statistique (ANOVA multifactorielle) montre une influence du type cellulaire avec une absorbance 

plus élevée pour les cellules musculaires (F = 54,98 ; p < 0,001).  

Une quantité plus importante de WST-1 n'influence pas l'absorbance (F = 3,89 ; p = 0,060) et on ne 

constate un "effet plaque" que dans le cas des cellules musculaires incubées avec 20 µL (= 20% du 

volume) de WST-1, où l'absorbance est plus importante pour la plaque 0 que pour les plaques avec 

un revêtement spécial. 

 

Figure VI.3. Mesure d'absorbance (moyenne ± écart-type) pour le suivi de la survie / prolifération de deux types cellulaires : les 

hémocytes et les cellules musculaires (Muscles). Ces mesures sont réalisées avec deux quantités de substrat, 10  (histogramme blanc) 

ou 20 µL (histogramme noir) soit 10 ou 20% du volume du puits, et pour 3 types de revêtements de plaques de culture : standard en 

polystyrène (plaque 0), collagène ou poly-D-lysine 

 

Le test montre une meilleure adhésion avec un revêtement en poly-D-lysine, par rapport à un 

revêtement collagène. Les plaques standard en polystyrène montrent les moins bons taux 

d'adhésion. Les cellules musculaires présentent des taux d'adhérence supérieurs à 90% alors que 

ceux des hémocytes ne dépassent pas 60% et descendent même jusqu'à 12% seulement pour les 

plaques standards. 

 L'absorbance plus faible pour les hémocytes, qui traduit un nombre de cellules actives plus 

faible, s'explique en grande partie par la concentration initiale en cellules dans les puits qui était 

plus faible (   ₵. L-1 contre 1 250 000 ₵. L-1 pour les cellules musculaires) à laquelle 

s'ajoutent les lourdes pertes cellulaires au moment du changement de milieu. Malgré des niveaux 
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d'adhérence significativement différents entre les trois types de support, au sein de chaque type 

cellulaire, l'absorbance est identique entre les trois types de support sauf pour les cellules 

musculaires incubées avec 20 µL de WST-1 où est observée étonnamment une plus forte 

absorbance pour la plaque avec un revêtement standard.  

L'absorbance étant le reflet du nombre de cellules actives, le résultat attendu serait une 

absorbance positivement corrélée aux capacités d'adhérence des cellules et donc au nombre de 

cellules présentes dans la plaque, ce qui n'est pas le cas. 

Pour les mesures d'absorbance, les cellules sont décollées des plaques 24 puits par 

aspiration-refoulement et transférées en plaque 96 puits. Cela suggère que dans les plaques avec 

une forte adhérence (poly-D-lysine; collagène), les cellules sont plus difficiles à décoller et donc à 

transférer en plaque 96 puits pour les mesures d'absorbance. Le volume de WST-1 ajouté lors de la 

réaction n'influençant pas l'absorbance mesurée, la quantité de 10 µL (soit 10% du volume du puits) 

semble suffisante pour que la réaction soit complète avec ces concentrations cellulaires. 

 L'utilisation de plaques 24 puits avec un revêtement spécial semble être une bonne option 

pour maintenir des cultures importantes et permettre des changements de milieu en limitant les 

pertes cellulaires. Toutefois, la difficulté à transférer les cellules dans les plaques 96 puits limite 

l'utilisation de ces plaques 24 puits avec cette méthode d'estimation de la survie-prolifération.  

 

 3.2 Test 2 : Influence de la quantité de substrat et de la concentration initiale en cellule 

Pou  u e o e t atio  ellulai e de   ₵.puits-1 soit    ₵. L-1, l'absorbance atteint 

des valeurs proches de 0,1. Cette valeur descend à 0,045 pour une concentration deux fois moins 

importante (Figure VI.4).  

Une décroissance significative est notée pour les première dilutions cellulaire (F = 1629 ;  p < 0,001). 

E  deçà d'u  o e de ellules de l'o d e de   ₵. L-1 l'absorbance n'est plus fonction de la 

concentration cellulaire. En effet, les différentes concentrations cellulaires montrent des niveaux 

d'absorbance équivalents.   

 L'ANOVA met également en évidence un effet de la concentration en substrat avec une 

meilleure absorbance pour les cultures incubées avec 20 µL de WST-1. Ces différences sont 

significatives pour trois concentrations cellulaires. Cette différence n'est pas visible pour les très 

faibles concentrations cellulaires, ni pour la plus forte concentration (Figure VI.4). 
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Figure VI.4. Comparaison d'absorbance (moyenne ± écart-type)  pour différentes concentrations cellulaires (hémocytes) et pour 2 

concentrations en substrat. Les nombres de cellules notés correspondent à la quantité de cellules dans un puits de 100 µL déterminé 

en fonction de la concentration cellulaire de la suspension (10   ₵ pa  puits pou  u e suspe sio  à    ₵. L-1
). Chaque 

lettre indique un niveau d'absorbance significativement différent pour une concentration cellulaire (sans tenir compte de la quantité 

de substrat) et "*" indique une différence significative (p < 0,05) de l'absorbance pour une même concentration cellulaire mais avec 

un volume de substrat différent 

 

 

 Ces résultats valident l'utilisation du WST-1 comme bon indicateur de la quantité de cellules 

actives présentes dans la culture. Toutefois, en deçà d'une certaine concentration cellulaire (≈ 260 

000 ₵. L-1), les absorbances sont trop faibles et ne sont plus proportionnelles à la quantité de 

cellules présentes dans la culture. Il est donc nécessaire d'utiliser des cultures cellulaires 

suffisamment concentrées. 

 La quantité de WST-1 utilisée n'influence pas fortement l'absorbance mesurée. Il y a 

rarement de différence significative pour toutes les concentrations cellulaires, et lorsque celle-ci 

existe, elle représente une augmentation de l'absorbance de seulement quelques pourcents. Une 

quantité de substrat de 10 µL ne semble donc pas limitante pour une culture cellulaire de l'ordre de 

   ₵. L-1. Les cultures cellulaires réalisées excédant rarement cette concentration, 

l'ensemble des tests suivant sera réalisé avec 10 µL de WST-1.  
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 3.3 Test 3 : Te ps d’i u atio  ave  le WST-1 

La cinétique d'apparition du formazan, produit du clivage du WST-1 par la chaine mitochondriale 

montre une augmentation au cours des 8 h de suivi (Figure VI.5). Après 1 h d'incubation avec le 

WST-1, l'absorbance est de 0,12 et elle augmente jusqu'à 0,22 après 8 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure VI.5. Cinétique de l'apparition du formazan dans le milieu de culture 

 

Des résultats similaires sont obtenus lors du test 2 où une seconde mesure d'absorbance a été 

réalisée après 7 h d'incubation (Figure VI.6). L'absorbance est plus élevée après 7 h d'incubation 

qu'après 2 h (ANOVA, F = 873 ; p < 0,001). Cette différence significative est observée pour les 

concentrations cellulaires les plus élevées. Les mêmes différences sont observées pour l'utilisation 

de 20 µL de WST-1. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure VI.6. Comparaison de deux temps d'incubation avec le substrat WST-1: 2 heures et 7 heures pour différentes concentrations 

cellulaires. Les ua tit s de ellules ot es o espo de t à la ua tit  da s u  puits de  µL   ₵ =    ₵. L-1
). "*" 

indique une différence significative (p < 0,05) entre deux temps d'incubation pour une même concentration cellulaire 
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Le bruit de fond, lié à l'absorbance des cellules seules et du milieu de culture, est relativement 

élevé dans ces tests. Il est donc important d'obtenir des absorbances suffisamment fortes pour 

pouvoir les détecter après extraction du bruit de fond. L'utilisation d'un temps d'incubation plus 

long que les recommandations du fabricant est donc préconisée. 

 

 3.4 Test 4 : durée de survie des lignées et milieu de culture 

Les lignées cellulaires présentent des survies différentes selon le milieu de culture utilisé. Pour la 

culture hémocytaire, l'absorbance augmente significativement après 6 jours (J6) d'incubation sans 

renouvellement du milieu de culture de base (l'hémolymphe) (Tableau VI.1). Toutefois, lorsque le 

milieu de culture est renouvelé à J2 et J6 avec le milieu complet, une décroissance significative de 

l'absorbance est observée au bout de 6 jours.  

 

Tableau VI.1. Absorbance moyenne (± écart-type) des différentes lignées cellulaires testées : hémocytes dans de l'hémolymphe, 

cellules musculaires dans de l'hémolymphe et cellules musculaires dans du milieu complet. Les mesures sont réalisées le jour de la 

mise en culture (J0), après 2 jours (J2) et après 6 jours (J6). Les résultats de l'ANOVA sont donnés pour chaque groupe : F = variance 

inter-groupe / variance intra-groupe et p = p-value. Pou  u e e ultu e, Les lett es d te i e t u  iveau d’a so a e 

significativement différent entre deux valeurs (p < 0,05) 

 

Pour les cellules musculaires, deux types de milieux initiaux ont été testés, le milieu complet 

pur, mais également de l'hémolymphe débarrassée de ses hémocytes.  

A J0, l'absorbance est plus élevée pour les cellules maintenues dans l'hémolymphe que pour celles 

maintenues dans le milieu complet (F = 324 ; p < 0,001). Cette différence s'explique par la 

  
HEMOCYTES 

CELLULES MUSCULAIRES 
DANS HEMOLYMPHE 

CELLULES MUSCULAIRES 
DANS MILIEU COMPLET 

  
J0 J2 J6 J0 J2 J6 J0 J2 J6 

Sans 
changement de 

milieu 

0,11
a  

 0,15
a
  0,55

b
  0,07

a
  0,29

b

 0,31
b

 0,013
a

 0,02
a,b

  0,03
c

 

 ± 0,008 ± 0,066 ± 0,062 ± 0,003  ± 0,11  ± 0,089  ± 0,005 ± 0,004  ± 0,005 

F = 65,22 ; p < 0,001 F = 8,32 ; p = 0,020 F = 11,7 ; p = 0,008 

Avec 
Changement de 

milieu 

0,11
a

 0,08 
a,b

 0,033
b

 0,07
a
  0,8

b

 2,42
c
  0,013 0,023 0,021 

 ± 0,008 ± 0,042  ± 0,014 ± 0,003  ± 0,53 ± 0,25 ± 0,005 ± 0,005 ± 0,03 

F = 6,42 ; p = 0,030 F = 96,95 ; p < 0,001 F = 0,32 ; p = 0,740 
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concentration initiale en cellules dans le puits qui était plus faible pour la culture dans le milieu 

complet. 

Les cellules musculaires cultivées dans le milieu complet montrent des valeurs d'absorbance 

très basses tout au long du suivi, qu'il y ait ou non changement du milieu. Ces valeurs n'excèdent 

pas 0,03 et le changement de milieu n'influence pas l'absorbance, et donc la survie-prolifération 

des cellules à J2 (F = 1,12 ; p = 0,35) comme à J6 (F = 0,29 ; p = 0,62).  

Les cellules musculaires mises en culture dans de l'hémolymphe montrent tout au long du 

suivi des valeurs plus élevées que les cellules cultivées dans le milieu complet. 

Une forte différence d'absorbance entre les cultures maintenues dans le milieu initial et 

celles dont le milieu est renouvelé (avec du milieu complet) à J2 et J6 est toutefois notée. Pour les 

cellules dont le milieu n'est pas renouvelé, l'absorbance augmente à J2 puis reste stable jusqu'à J6 

avec des valeurs proches de 0,3. Les cultures cellulaires dont le milieu est renouvelé présentent une 

augmentation à J2 et également à J6. La survie-prolifération des cellules est meilleure dans un milieu 

renouvelé à J2 (F = 18,90 ; p = 0,012) comme à J6 (F = 190 ; p < 0,001). 

 

Ce dernier test indique des preferendums différents pour les deux types de cultures 

cellulaires. Alors que les hémocytes ont une meilleure survie/prolifération dans un milieu non 

renouvelé, le changement de milieu influence positivement les cultures de cellules musculaires. En 

se reportant au test 1, les faibles absorbances observées pour les hémocytes peuvent toutefois être 

imputées à une perte des cellules lors du changement de milieu. 

Des  observations en microcopie inversée des cultures de cellules musculaires dans du 

milieu complet montrent de grandes quantités de débris et de bactéries. Ces contaminations 

peuvent expliquer les très faibles taux d'absorbance mesurés pour cette série de cultures. 

Pour les cellules musculaires, le changement de milieu est favorable au développement de la 

culture. 
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4. Conclusion - Perspectives 

 

Watson et al. (1987) détermine l'ancrage comme un facteur nécessaire à la division de nombreux 

t pes ellulai es. Il est do  essai e de fa o ise  l adh e e des ellules pou  pe ett e leu  

division mais également pour limiter les pertes lors des changements de milieu. Le revêtement 

poly-D-lysine présente u  a a tage e tai  ua t à l adh e e des ellules, o e d jà o u  

pa  ‘e ault et al.  su  des ultu es d huît es plates Ostrea edulis. D aut es auteu s o e 

Le el et al.  utilise t de la o a a ali  A h agluti i e  pou  fa o ise  l adh e e. Des 

cultures réalisées directement en plaque 96 puits avec revêtement poly-D-lysine limiteraient les 

pertes liées au transfert entre pla ues pou  les a al ses e  spe t ophoto t ie. L adh e e 

pou ait gale e t t e fa o is e pa  u  te ps d i u atio  plus lo g a a t les tests. E  effet, des 

travaux réalisés chez Venerupis decussata o t e u  i i u  d i u atio  de  h pou  ue les 

cellules commencent à adhérer (Hanana et al. 2008). 

Depuis ces dernières années, le WST-1 est de plus en plus utilisé pour les suivis de culture 

cellulaire (www.dojindo.com). Ce produit est un analogue du MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide) qui caractérise également l'activité métabolique des cellules par 

spectrophotométrie et qui était jusqu'alors fréquemment utilisé (Lebel et al. 1996, Domart-Coulon 

et al. 2000, Hanana et al. 2008). Le WST-1 offre des résultats similaires à ceux obtenus avec le MTT 

(R² = 0,93. Ngamwongsatit et al. 2008) et présente de nombreux avantages comme l'absence d'une 

étape de solubilisation, une toxicité moindre pour les cellules et une meilleure stabilité de stockage 

(Panjian et al. 2005, Ngamwongsatit et al. 2008). Dans le cadre de nos expériences, une quantité 

correspondant à 10% du volume du puits et un temps d'incubation de 4  à 7 h semblent optimaux.   

Toutefois, l'utilisation de telles méthodes de spectrophotométrie (MTT ou WST-1) nécessite 

des co e t atio s ellulai es de l'o d e de    ₵. L-1 pour pouvoir détecter l'absorbance 

liée aux cellules. Chez la palourde européenne V. decussata, des concentrations similaires ont 

également été évoquées pour des analyses avec du MTT (Domart-Coulon et al. 2000). 

   

La ajo it  des ultu es ellulai es d i e t s a i s s appuie su  l e ploi de ilieu  

s th ti ues o ple es s pou  les e t s et do t l os ola it  est ajust e pa  additio  de 

NaCl. Parmi ces milieux synthétiques, le L15 est de plus en plus utilisé pour les cultures de bivalves 

(Domart-Coulon et al. 1994, Le Deuff et al. 1994a, Takeuchi et al. 1994a-b, Renault et al. 1995, 

Odintsova et al. 1999 & 2000). Ce milieu est généralement préféré, car tamponné par un tampon 
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organique (Le Marrecq-Croq 1995, Kasornchandra et al. 1999), pour sa forte teneur en acides 

aminés (Odintsova & Khomenko 1991, Wen et al. 1993a-b, Shimizu et al 2001), et également pour 

ses glu ides a alogues à eu  p se ts atu elle e t da s l h ol phe des i al es Coulon 

1993). 

Au vu de nos résultats, il est difficile de conclure sur le choix du milieu à utiliser pour ces cultures. 

U e ultu e da s de l h ol phe pu e sa s ha ge e t de ilieu est plus fa o a le pou  les 

h o tes, ie  u il soit diffi ile d t e affirmatif au vu des grosses pertes cellulaires au moment 

des changements de milieux. Pour les cellules musculaires, un début de culture dans de 

l h ol phe sui i pa  des ha ge e ts de ilieu  a e  du L  se le t fa o a les à la su ie-

prolifération. Cependant, la contamination de la culture dans le milieu complet ne nous permet pas 

de savoir quel type de milieu d'origine préférer pour une telle culture. 

 A a t l a e e t des ilieu  s th ti ues pou  la ultu e de ellules de i al es, des 

milieux dont la o positio  tait as e su  elle de l h ol phe taie t utilis s Cousse a s  

& , Mialhe et al. . D aut es tudes o e elle de ‘e ault et al.  su  des ellules 

de œu  d huît e plate Ostrea edulis montrent les meilleurs résultats pour un mélange milieu 

s th ti ue/h ol phe de l hôte. 

 La ussite d u e ultu e ellulai e d pe d e tes des o ditio s de ultu e ais gale e t 

des capacités de survie des cellules, des contaminations par des micro-organismes et des 

dommages éventuels liés à la dissociation tissulaire.   

Dans le cadre de cette étude, deux types cellulaires ont été choisis : les cellules musculaires et les 

hémocytes. Les problèmes rencontrés lors de cultures cellulaires sont souvent le fait de 

contamination (Robledo & Caraville 1997, Bayne 1998, Birmellin et al. 1999, Chen & Wen 1999, 

Rinkevich 1999). Pour les cellules musculaires, de nombreuses bactéries, champignons et autres 

débris cellulaires ont souvent été observés dans les cultures. Pour limiter les dommages liés à la 

disso iatio  ellulai e, des essais de ultu e à pa ti  d e pla t o t gale e t t  alis s. Mais là 

encore, les cultures cellulaires présentaient de fortes contaminations par divers débris et micro-

organismes. 

L a a tage de l h ol phe est u elle est relativement aseptisée (Yoshino et al. 2013), et permet 

do  de s aff a hi  de ces problèmes de contaminations. Toutefois, les hémocytes sont des 

cellules fortement différenciées (Yoshino et al. 2013). De ce fait, leur temps de survie in vitro est 

relativement court et probablement non compatible pour une production virale. 
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Tout au lo g de e hapit e, l a so a e a t  o l e à u e « survie-prolifération » des cellules. 

Toutefois, il nous est impossible de diff e ie  es deu  pa a t es. L aug e tatio  de 

l a so a e pou ait t e le fait soit de ellules d jà p se tes ais ui e o e e t seule e t 

à t e a ti es ap s u  e tai s te ps de late e, soit de ou elles ellules. Il se ait d u e pa t 

intéressant de réaliser une gamme étalon pour connaitre la correspondance exacte entre 

absorbance mesurée et nombre de cellules actives dans les conditions de culture choisies, et 

d aut e part de compléter cette analyse pour différencier les nouvelles cellules. La méthode de 

prolifération Brdu (Bromodéoxyuridine) est une alternative intéressante. Cette molécule remplace 

la thymidine au moment de la mitose. Grâce à un anticorps anti Brdu couplé à un fluorochrome, le 

i  d ADN ou elle e t s th tis  peut t e sui i et confirme la prolifération cellulaire. 

 Au vue des freins rencontrés durant cette étude et de nos objectifs (production virale et 

effets cytopathogènes), il serait intéressant de tester des primocultures présentant une durée de 

vie plus longue et un faible taux de contamination. De nombreux essais sur des cellules cardiaques 

ont été réalisés notamment chez les huîtres (Coulon 1993, Wen et al. 1993b, Domart-Coulon et al. 

1994, Le Deuff et al. 1994a, Renault et al. 1995, Boulo et al. 1996, Buchanan et al. 1999, Chen & 

Wen 1999, Domart-Coulon et al. 2000, Pennec et al. 2002). En effet, cet organe étant protégé par la 

e a e p i a di ue, il est pas e  o ta t di e t a e  l eau i te al ai e et peut t e p le  

aseptiquement. De plus, ces cultures ont u e du e de ie ui peut alle  jus u à plusieu s ois 

(Coulon 1993, Chen & Wen 1999, Itami et al. 1999, Owens & Smith 1999, Miao et al. 2000). 
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1. Introduction  

 

Définies comme méthode de l'année en 2007 par Nature Methods (Editorial, volume 5), les 

nouvelles techniques de séquençage ou NGS (Next-generation sequencing), méthodes de 

séquençage haut-débit dites de 2nde génération, s'inscrivent depuis comme des techniques 

incontournables dans l'étude des organismes modèles (Ossowski et al. 2008, Hillier et al. 2009, 

Daines et al. 2009, Smith et al. 2008, Bentley et al. 2008, Li et al. 2010, Mortazavi et al. 2008, Sultan 

et al. 2008, Wang et al. 2008) et non modèles (Buggs et al. 2010, Chen et al. 2010, Feldmeyer et al. 

2011, Wang et al. 2010a,b, Mizrachi et al. 2010, Garg et al. 2011). Le nombre de revues consacrées 

à ce sujet (Mardis 2008, Schuster 2008, Shendure & Ji 2008, Ansorgue 2009, Metzker 2010, 

Richardson 2010, Tautz et al. 2010, Zhang et al. 2011, Liu et al. 2012) ainsi que les nombreuses 

publications annuelles utilisant ces techniques (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)  

témoignent de l'engouement de la communauté scientifique pour les NGS. 

 Trois plateformes se partagent le monopole du séquençage haut-débit : Roche/454 FLX 

(www.454.com), Illumina/Solexa Genome Analyser (www.illumina.com) et Applied Biosystems 

“OLID™ s ste  .applied ios ste s. o  ejoi tes petit à petit pa  de ou elles platefo es 

techniques de 3ième génération (Schadt et al. 2010). 

L'intérêt des NGS réside dans l'automatisation des appareillages, dans la diminution du coût et du 

temps de séquençage par rapport à la méthode de première génération, dite méthode de Sanger 

(Sanger et al. 1977), et dans un champ d'application très étendu. De grands domaines sont couverts 

par les NGS comme le séquençage de novo, la métagénomique, le re-séquençage et les analyses 

fonctionnelles. 

 - Le séquençage de novo permet de fournir la séquence d'un génome inconnu. Il est tout 

particulièrement utilisé dans l'étude d'anciens génomes comme celui de l'ours des cavernes 

(Noonan et al. 2005), du mammouth (Poinar et al. 2006) ou de l'homme de Neandertal (Green et al. 

2006, Noonan et al. 2006) mais également dans la découverte d'agents pathogènes ou de nouveaux 

virus (Gaynor et al. 2007). 

 - La métagénomique vise à étudier l'ensemble des génomes issus d'un même milieu ainsi 

que les interactions entre ces génomes. Cette technique est particulièrement utilisée dans le 

domaine de l'écologie pour associer une fonction biologique à un habitat (Kennedy et al. 2010, 

Desai et al. 2012) 
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 - Le re-séquençage permet de comparer une séquence observée à une séquence de 

référence. Cette application est particulièrement utilisée dans le domaine médical pour étudier le 

polymorphisme et les mutations et ainsi détecter des variants associés à des maladies génétiques 

(Cirulli & Goldstein 2010, Ng et al. 2010). 

 - Les analyses fonctionnelles sont diverses et permettent par exemple de quantifier 

l'expression des gènes (Anders & Huber 2010, Robinson et al. 2010), de déterminer la quantité et le 

type d'ARN présent dans une cellules (Ozsolak & Milos 2011), d'analyser la régulation des 

phénomènes de transcription à travers les longs ARN non codants et les petits ARN (Ingolia et al. 

2009), de déterminer les régions de l'ADN où se fixent les facteurs de transcription (Park 2009), 

d'étudier les modifications épigénétiques d'un génome en cartographiant ses sites de méthylation 

(Laird 2010) ou encore de caractériser et cribler des biomarqueurs (Schwarzenbach et al. 2011). 

 Dans le domaine de l'identification d'agents pathogènes viraux, plusieurs revues soulignent 

l'intérêt des NGS (Hall 2007, Cheval et al. 2011, Liu et al. 2011, Radford et al. 2012, Martson et al. 

2013). Jusqu'alors, la microscopie électronique à transmission et les techniques de caractérisation 

moléculaire par clonage bactérien demeuraient les seules méthodes d'identification de nouveaux 

virus dans un échantillon biologique (Goldsmith & Miller 2009, Tang & Chiu 2010). La méthode de 

séquençage souffrait de deux contraintes majeures liées à l'isolement du virus sur lignée cellulaire 

et de certains prérequis sur la séquence virale. En effet, certains virus ne sont pas cultivables et les 

lignées cellulaires ne sont pas toujours disponibles (comme c'est le cas pour les mollusques 

bivalves- Cf chapitre VI), et l'identification moléculaire est souvent basée sur des techniques qui 

nécessitent de connaitre le virus ou la famille à laquelle il appartient pour utiliser des amorces 

adaptées. Les NGS ne nécessitant pas d'amplification préalable ni de séquences spécifiques 

complémentaires, la probabilité de réussite du séquençage est forte (Radford et al. 2012) 

Dans le cadre de l'étude de l'agent étiologique de la BMD, l'échec des méthodes "classiques" 

d'identification moléculaire des particules virales (Chapitre IV) nous a amené à considérer 

l'utilisation du séquençage haut-débit. L'approche privilégiée est une approche de transcriptomique 

comparative entre muscles sains et muscles malades. Cette approche répond à deux objectifs: i) 

pouvoir identifier des gènes induits ou réprimés par l'organisme hôte en réponse à la maladie 

comme déjà réalisé pour d'autres pathologies d'origine virale (Wang et al. 2005, Xu et al. 2012) et ii) 

de pouvoir identifier des séquences virales nous permettant de renseigner la famille mise en cause. 

La méthode de séquençage choisie est la méthode Illumina dont le principe est décrit dans le 

paragraphe 2.4.1. 
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2. Matériels et méthodes 

 2.1 Matériel biologique 

Deux lots de palourdes japonaises ont été échantillonnés sur un site interne du bassin d'Arcachon 

(44°41'N, 1°04'W). Deux lots de palourdes japonaises ont été récoltés à l'automne 2012.Un premier 

lot de 3 palourdes malades de Muscle Print Index = 3 (longueur de coquille = 32 mm) et un second 

lot de 2 palourdes saines (30 mm). Les palourdes malades ont été échantillonnées à la surface du 

sédiment où la prévalence de la maladie est plus importante (Dang et al. 2008) et les palourdes 

saines en position enfouie. La présence et l'intensité de la maladie ont été déterminées 

macroscopiquement (Cf Introduction générale). 

 

 2.2 Extraction ARN 

Pour chaque lot, environ 40 mg de muscle adducteur postérieur ont été prélevés. Les tissus ont été 

broyés avec des billes de céramique (Ø 1,4 mm) et 500 µL de trizol pendant 40 s au Fastprep (MP 

Biomedicals). L'ajout de phénol-chloroforme-alcool isoamylique 25:24:1 (400 µL) permet la 

récupération de la phase aqueuse contenant les acides nucléiques. Cette phase a ensuite été 

purifiée avec le kit RNeasy (QIAGEN) suivant les instructions du fabricant. Les ARNs extraits ont été 

conservés séparément à – 80°C dans du tampon d'élution. La qualité des ARN a été évaluée au 

Nanodrop (Thermo SCIENTIFIC) et au bioanalyseur (Agilent). 

 

 2.3 Préparation librairie d'ARN 

Les deux librairies (muscle sain + muscle malade) ont été préparées avec le kit TruSeq RNA sample 

preparation v2 (ILLUMINA) suivant les instructions du fabricant. Les ARN messagers (ARNm) ont été 

purifiés à l'aide de billes polyT puis fragmentés chimiquement en fragments de 155 pb environ. Des 

Random Hexamer-primers (séquences de 6 oligonucléotides aléatoires) ont été utilisés pour 

synthétiser le 1er brin d'ADN complémentaire (ADNc) puis le second. A chaque étape du protocole, 

une étape supplémentaire de purification a été réalisée pour éliminer les produits restant. Les 

extrémités des fragments obtenus ont ensuite été réparées par phosphorylation puis adénylées 

pour permettre la fixation orientée des adaptateurs. 

Ces derniers sont composés d'une séquence complémentaire pour fixer la librairie sur la cellule 

utilisée lors du séquençage : la flowcell, des primers pour le séquençage et également un index 

spécifique de l'échantillon concerné : muscle sain ou muscle malade. 
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 2.4 Séquençage  

  2.4.1 Principe de la méthode Illumina 

La méthode Illumina Genome Analyser est basée sur l'incorporation réversible de nucléotide 

fluorescent (CRT : cyclic reversible termination) et par lecture optique de la fluorescence. La 

méthode, développée par l'équipe de Turcatti (Fedurco et al. 2006, Turcatti et al. 2008) et 

commercialisée par Solexa en 2006, a été rachetée par la société Illumina en 2007. 

 Le principe du séquençage par la méthode Illumina Genome Analyzer est présenté en Figure 

VII.1. L'ADN à séquencer est coupé en petits fragments de quelques centaines de paires de bases 

puis ligué à des adaptateurs (a). L'ensemble des fragments d'ADN + adaptateurs est appelé 

"librairie". Cette dernière est déposée et fixée sur une surface de verre appelée flow-cell recouverte 

de séquences complémentaires aux adaptateurs (b). A partir du brin fixé, un nouveau brin va être 

synthétisé par une polymérase. La séquence présente sur la flow-cell va servir d'amorce à la 

polymérase pour synthétiser le brin complémentaire au brin fixé. Le brin néo-synthétisé est alors lié 

de façon covalente à la flow-cell et le brin d'origine est éliminé par dénaturation. L'extrémité libre 

du brin néo-synthétisé va aller s'hybrider à une séquence complémentaire sur la flow-cell et former 

un pont (c). La polymérase synthétise à nouveau le brin complémentaire pour former un pont 

d'ADN double brin, puis les deux copies sont libérées par dénaturation (d). Chacune des extrémités 

libres va à nouveau s'hybrider avec une séquence complémentaire de la flow-cell pour former un 

pont. Ce cycle d'amplification en pont est répété jusqu'à obtenir un regroupement d'environ 1000 

clones d'ADN appelé cluster ou polonie. Les brins anti-sens, correspondant à la première séquence 

à l'origine du cluster, sont clivés. L'extrémité 3' des fragments d'ADN est bloquée et l'amorce pour 

le séquençage s'hybride. Le séquençage est effectué avec des déoxyribonucléotides présentant une 

double particularité (e). Ces derniers sont associés à une molécule fluorescente et possèdent un 

groupement 3' bloquant l'action de la polymérase pouvant être tout deux chimiquement clivés. A 

chaque étape, une seule base est ainsi incorporée par la polymérase grâce au groupement 3'. La 

fluorescence émise est détectée et identifiée (chaque nucléotide émet une fluorescence différente) 

par une caméra (f). Après chaque étape, le groupement 3' et la molécule fluorescente sont clivés 

chimiquement et le cycle de synthèse recommence. La lecture du fragment va pouvoir être réalisée 

à partir des images récupérées à chaque cycle (g). Environ 100 pb sont lues pour chaque fragment. 

Les séquences de plusieurs millions de polonies sont lues simultanément. 
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Figure VII.1. Principe de la méthode illumina (Mardis 2008) 
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Dans le cas de notre étude, la méthode Pair-End a été utilisée. Après une première lecture des 

polonies, une nouvelle hybridation en pont a été réalisée. Le brin nouvellement synthétisé sert de 

matrice pour le séquençage. La séquence double brin a ainsi été séquencée des deux côtés comme 

décrit dans la figure VII.2 

 

Figure VII.2. Principe du séquençage Pair-End 

 

  2.4.2 Dépôt des librairies sur la flowcell 

Le séquençage a été réalisé sur l'HiSeq 2000 à la plateforme Génome et Transcriptome (GeT) de 

Toulouse (Genotoul). Les librairies ont été déposées sur la flowcell à l'aide des kits TruSeq PE v3 

(ILLUMINA) et le séquençage a été réalisé avec les kits TruSeq SBS v3 (ILLUMNIA) suivant les 

instructions du fabricant. Les deux librairies ont été chargées sur la même flowcell (mais 

différenciables grâce à l'index présent dans les adaptateurs). 

La méthode de séquençage utilisée a été la méthode Pair-end (Figure VII.2). Cent bases sont lues de 

chaque côté du fragment.  

 

 2.5 Assemblage et analyse des données 

Les données de séquençage ont été conservées et traitées dans l'environnement ng6 (Mariette et 

al. 2012). La qualité des séquences a été vérifiée à l'aide des programmes Burrows-Wheeler Aligner 

(Li & Durbin 2009) et fastQC (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). L'assemblage 

de novo du transcriptome a été réalisé à l'aide du programme Oases (Schulz et al. 2012) et de 

l'algorithme Velvet (Zerbino & Birney 2008). Les chimères (contigs regroupant plusieurs gènes) et 

les transcrits de moins de 200 nucléotides ont été éliminés. 

Les séquences obtenues ont été comparées à des séquences existantes sur diverses bases de 

do es à l aide du logi iel blast2go (www.blast2go.org). Seules les homologies fortes, e-value 

inférieures à 1e-10, ont été conservées dans les analyses. Les séquences annotées obtenues ont été 

utilisées dans la base de données Gene Ontology (via blast2go) pour définir les fonctions 
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biologiques associées aux différents gènes annotés. Le logiciel Blast2go permet, par un système 

d'algorithme complexe, de mettre en évidence des gènes significativement sur- ou sous-exprimés 

chez un échantillon par rapport à un échantillon témoin. Dans le cadre de cette étude, le niveau 

d'expression des gènes chez les individus malades a été comparé au niveau d'expression de ces 

gènes chez les individus sains. Pour les gènes exprimés seulement chez les individus malades, une 

analyse blastn et blastx a été r alis e su  l'e se le des s ue es . last. i. l . ih.go / ) 

pour retrouver des homologies avec des gènes ou des protéines connues. Les séquences ont 

également été comparées à la banque de données Ruphibase 

(http://compgen.bio.unipd.it/ruphibase/) contenant les 32 606 contigs séquencés chez la palourde 

japonaise par Milan et al. (2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre VII: Transcriptomique 
 

 
137 

 

3. Résultats-discussion 

 3.1 Qualité des ARNs et des librairies 

La pureté des ARN extraits a été testée au Nanodrop en mesurant l'absorption des échantillons à 

trois longueurs d'ondes, 230 nm, 260 nm et 280 nm qui représentent respectivement les maxima 

d'absorption des solvants, des acides nucléiques et des protéines. Les ratios 260/280 et 260/230 

mesurés pour les deux lots sont supérieurs à 2 et indiquent donc des échantillons exempts de 

contamination par des protéines ou des produits utilisés lors de l'extraction (solvants). Les profils 

obtenus au Bioanalyseur (Agilent) indiquent que leurss ARNs sont très peu dégradés. Les quantités 

d'ARN extraites sont de 410 ng.µL-1 pour les individus malades et de 547 ng.µL-1 pour les individus 

sains. 

 

 3.2 Résultats du séquençage 

Dans la librairie, 253 671 328 séquences correspondant aux individus sains ont été séquencées et 

169 202 692 séquences pour les individus malades. 

A partir de ces séquences, 47 339 contigs (soit 113 238 923 bases) de 200 à 33 061 bases ont été 

assemblés (Figure VII.3). La taille moyenne des contigs est de 2 392 bases (N50 = 3 105).  
 

Figure VII.3. Nombre de contigs en fonction de leur longueur. Le graphique ne tient pas compte des contigs > 5000 pb 

 

Parmi ces contigs, 15 849 (soit 33,5%) ont été annotés à des séquences existantes dans les bases de 

données interrogées par Blast2go. L'élimination des redondances et des annotations présentant 

des e-value trop faibles3 (< 1e-10) a rapporté le nombre d'unigènes à 8 895.  

                                                 
3  La e-value est une valeur statistique correspondant à E = 1-p ou p est la probabilité que l'homologie trouvée soit due au hasard. Plus 

la e-value est faible, plus l'homologie de séquence est fiable 



Chapitre VII: Transcriptomique 
 

 
138 

 

Parmi ces 8 895 unigènes, 626 sont retrouvés uniquement chez les individus sains et 36 

uniquement chez les individus malades.  

 

 3.3 Expression différentielle des gènes chez les individus malades  

Une première analyse a permis de réaliser des diagrammes circulaires présentant les voies 

métaboliques sous-exprimées/réprimées (Figure VII.4) ou surexprimées/induites (Figure VII.5) chez 

les individus malades. Dans un second temps, une analyse plus fine a permis de dresser une liste de 

gènes présentant une expression significativement différente, répression ou induction, entre les 

individus sains et les individus malades. Cette liste ne se veut pas exhaustive et se concentre sur les 

gènes liés à la réponse ou la réplication virale et sur les gènes impliqués dans la réponse 

immunitaire ou les mécanismes de défense. 

 

  3.3.1 Gènes sous-exprimés chez les individus malades 

Chez les individus malades, 2 402 gènes présentent une sous-expression comparé aux individus 

sains. Les grandes fonctions cellulaires associées à ces gènes sous-exprimés sont regroupées dans la 

figure VII.4 

NB : certains gènes pouvant être impliqués dans diverses fonctions, l'addition des gènes associés à chaque fonction excède le nombre 

total de gènes sous-exprimés (4 496 contre 2 402).  

 

Figure VII.4. Grandes fonctions biologiques sous-exprimées chez les individus malades. Nombre de gènes impliqué entre parenthèses 

 

Parmi ces gènes, un focus particulier a été réalisé sur ceux impliqués dans la réponse ou la 

reproduction virale et dans les mécanismes de défenses et le système immunitaire (Tableau VII.1). 
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Tableau VII.1. Gènes et processus biologiques associés aux contigs sous-exprimés chez les individus malades. Données blast2go. 

(x0,47) = niveau d'expression du contigs chez les individus malades par rapport aux individus sains. 

 

  

 L'analyse montre que des gènes aux fonctions biologiques antagonistes sont réprimés. 

D'une part des gènes codant pour les "activator protein" ap-1 qui sont des facteurs de transcription 

impliqués dans la réplication virale mais également la survie du virus dans l'hôte (Herbein et al. 

2008, Kang et al. 2013) et d'autre part des gènes régulant négativement la réplication virale comme 

le gène codant pour la protéine SRSF. La fonction de cette protéine a été décrite dans le cas du 

virus de l'hépatite B où elle régule sa réplication en affectant la formation de la nucléocapside 

(Zheng et al. 2005). Pour la défense de l'hôte contre les virus, des gènes régulant positivement 

cette réponse sont réprimés ainsi que des gènes régulant négativement l'action de l'hôte sur le 

virus, comme le gène codant pour la poly-protéine ORF1AB qui est impliquée dans la régulation de 

l'interaction hôte-pathogène et qui favorise également la réplication virale (van der Meer et al. 

1998). Parmi les gènes réprimés liés aux mécanismes de défense et au système immunitaire, de 

nombreux gènes concernent l'apoptose. Un antagonisme se retrouve là encore entre des gènes 

Nom du contig    
 (x niveau d'expression) 

Gène associé Processus biologique 
 

Gènes impliqués dans la réponse ou la réplication virale 

RPHIL_AP1S2.1.2 (x0,47) ap-1 complex subunit sigma -2 reproduction virale 

RPHIL_AP1G1.1.1 (x0,44) ap-1 complex subunit gamma-1 
reproduction virale / régulation de la défense de l'hôte contre le 

virus par le virus 

RPHIL_LTOR5.2.2 (x0,22) regulator complex protein lamtor5 réplication génome viral / réponse aux virus 

RPHIL_SRPK1.1.1 (x0,44) srsf protein kinase 2 régulation négative de la réplication du génome viral 

RPHIL_PCBP1.1.1 (x0,28) poly -binding protein 2-like régulation négative de la réponse aux virus 

RPHIL_RSAD2.1.1 (x0,5) 
radical s-adenosyl methionine domain-containing 

protein 2 
régulation négative de la réplication du génome viral / réponse 

de défense aux virus 

RPHIL_RS15A.5.5 (x0,47) 40s ribosomal protein s15a réponse aux virus 

RPHIL_RPB1.3.13 (x0,4) orf1ab polyprotein diminution de la réponse de l'hôte par le virus 
 

Gènes impliqués dans les mécanismes de défense et le système immunitaire 

RPHIL_RNGB.1.3 (x0,14) 
baculoviral iap repeat-containing protein 3-like60s 

ribosomal protein l4 
apoptose 

RPHIL_BIR7A.12.20 (x0,25) baculoviral iap repeat-containing protein 7-like apoptose 

RPHIL_2AAA.2.2 (x0,44) 
serine threonine-protein phosphatase 2a 65 kda 

regulatory subunit a alpha isoform-like 
Induction de l'apoptose 

RPHIL_SMAD3.1.1 (x0,37) mothers against decapentaplegic homolog 3 Induction de l'apoptose 

RPHIL_BDEF.1.4 (x0,1) big defensin 3 réponse de défense 

RPHIL_BDEF.2.4 (x0,08) big defensin 1 réponse de défense 

RPHIL_DEFI.1.1 (x0,07) defensin réponse de défense 

RPHIL_SRPK1.1.1 (x0,44) srsf protein kinase 2 réponse immunitaire innée 

RPHIL_GBP1.2.2 (x0,32) interferon-induced guanylate-binding protein 1 réponse immunitaire 

RPHIL_GBP4.1.1 (x0,2) interferon-induced guanylate-binding protein 2 réponse immunitaire 

RPHIL_TRAP1.3.3 (x0,38) tnf receptor-associated protein 1 réponse immunitaire 

RPHIL_CO3.6.10 (x0,08) complement c3 
régulation positive du complexe d'attaque membranaire / 

régulation positive de la phagocytose 

RPHIL_MYD88.3.4 (x0,45) myeloid differentiation primary response protein  
réponse aux autres organismes /  réponse de défense / système 

immunitaire  

RPHIL_GBP5.1.1 (x0,42) guanylate-binding protein 5 réponse aux autres organismes 

RPHIL_NCAN.6.9 (x0,45) low affinity immunoglobulin epsilon fc receptor régulation positive de l'élimination d'autres cellules 
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induisant l'apoptose et les gènes codant pour les IAP (inhibitor of apoptosis proteins) qui inhibent 

l'apoptose en se fixant aux récepteurs du TNF (Tumor Necrosis factor). Le gène codant pour le 

récepteur du TNF est également réprimé. Ce dernier joue un rôle clé dans le système immunitaire 

en induisant la réaction inflammatoire. Chez le virus responsable de la peste porcine, la protéine 

virale A238L permet de bloquer la transcription de ce gène et ainsi limiter la réaction inflammatoire 

(Granja et al. 2006). 

De nombreux gènes codant pour des molécules impliquées dans l'immunité innée, comme les 

défensines (peptides antimicrobiens), l'interféron, ou encore la sous-unité c3 du complément qui 

est à l'origine de l'initiation de la voie alterne du complément sont également réprimés. La 

persistance d'un virus dans un organisme hôte dépend de sa capacité à échapper aux mécanismes 

de défense de l'hôte. A ce titre, de nombreuses revues traitent des mécanismes mis en place par les 

virus pour contrer les mécanismes de l'immunité innée (van de Sandt et al. 2012, Guha & Ayyavoo 

2013) et particulièrement de la voie de l'interféron (Hugues et al. 2012) et de la voie du 

complément (Stoermer & Morrison 2011) 

  

  3.3.2 Gènes surexprimés chez les individus malades  

Chez les individus malades, 1 237 gènes présentent une surexpression comparés aux individus 

sains. Les fonctions cellulaires représentées dans la figure suivante sont identiques à celle 

considérées pour les gènes réprimés  à l'exception d'une seule : la reproduction virale (Figure VII.5). 

 

Figure VII.5. Grandes fonctions biologiques surexprimées chez les individus malades. Nombre de gènes impliqué entre parenthèses 
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NB : certains gènes pouvant être impliqués dans diverses fonctions, l'addition des gènes associés à chaque fonction excède le nombre 

total de gènes sous-exprimés (2 454 contre 1 237). 

 

Tableau VII.2. Gènes et processus biologiques associés aux contigs surexprimés chez les individus malades. Données blast2go. (x4) = 

niveau d'expression du contigs chez les individus malades par rapport aux individus sains. 

Nom du contig 
(x niveau d'expression) 

Gène associé Processus biologique 
 

Gènes impliqués dans la réponse ou la réplication virale 

RPHIL_RL35.2.5 40s ribosomal protein s15 transcription virale 

RPHIL_RS32.2.3 (x4,7) ribosomal protein s3 transcription virale 

RPHIL_RS5.1.3 (x3,6) 40s ribosomal protein s5 transcription virale 

RPHIL_RL15.5.6 (x2,08) ribosomal protein l15 transcription virale 

RPHIL_RS26.1.3 ribosomal protein s26 transcription virale 

RPHIL_RS10.2.7 (x4,9) ribosomal protein s10 reproduction virale 

RPHIL_RPAB5.1.3 (x2,4) 
dna-directed rna polymerases and iii subunit 

rpabc5 
transcription élongation du promoteur de la RNA polymérase III / 

régulation positive de la transcription virale 

RPHIL_RPB11.2.3 
dna-directed rna polymerase ii subunit 

rpb11-like 
transcription initiation du promoteur de la RNA polymérase II / 

régulation positive de la transcription virale 

RPHIL_TF2H4.1.1 general transcription factor iih subunit 4 
transcription initiation du promoteur de la RNA polymérase II / regulation 

positive de la transcription virale 

RPHIL_PPIA.2.10 (x3,1) peptidylprolyl isomerase a (cyclophilin a) 
desencapsulation du virus / entrée dans la cellule / ancrage du virus / 

régulation positive de la réplication virale / libération du virus de l'hôte 

RPHIL_HSBP1.1.3 (x4) hsbp1-like protein fusion de l'enveloppe virale et de la membrane de l'hôte 

RPHIL_PCSK5.2.6 proprotein convertase subtilisin kexin type 5   assemblage, maturation et libération du virus 

RPHIL_E2AK3.1.2 (x2,1) 
interferon- double-stranded rna-activated 

kinase 
apoptose des cellules infectées par un virus / réponse aux autres 

organismes 

RPHIL_RAC1.3.8 (x3,6) ras-related protein rac1 reproduction virale / réponse de défense aux virus par le virus 

RPHIL_PAR12.4.11 (x4) zinc finger ccch-type antiviral protein 1 regulation de la réponse aux virus par l'hôte 
 

Gènes impliqués dans les mécanismes de défense et le système immunitaire 

RPHIL_RAC1.3.8 (x3,6) ras-related protein rac1 apoptose / réponse inflammatoire 

RPHIL_SOX10.1.1 (x3,4) transcription factor sox-9 regulation negative de l'apoptose 

RPHIL_NOTC1.1.  (x4,3) neurogenic locus notch homolog protein 1 regulation negative de la mort cellulaire et de l'apoptose 

RPHIL_BIR7B.1.4 (x4,8) baculoviral iap repeat-containing protein 7-b anti-apoptose 

RPHIL_XIAP.12.17 (x3,9) baculoviral iap repeat-containing 2 mort cellulaire programmée 

RPHIL_TREX1.1.2 (x12,8) three prime repair exonuclease 2 réponse au stimulus de dommages à l'ADN / réparation de l'ADN 

RPHIL_GPX2.1.1 (x13) glutathione peroxidase 2 processus d'oxydo-réduction  / réponse au stress oxydant 

RPHIL_GPX1.1.4 (x11) glutathione peroxidase 1 processus d'oxydo-réduction  / réponse au stress oxydant 

RPHIL_PFM.3.6 (x14) fungistatic metabolite processus d'oxydo-réduction  / réponse au stress oxydant 

RPHIL_MOXD2.1.2 (x11) dbh-like 1 processus d'oxydo-réduction   

RPHIL_AOX.1.1 (x11,8) alternative oxidase isoform b processus d'oxydo-réduction   

RPHIL_SELK.1.2 (3,1) selenoprotein k réponse au stress oxydant / processus du système immunitaire 

RPHIL_LCK.1.1 (x12) tyrosine-protein kinase lck régulation positive des processus du système immunitaire 

RPHIL_RPC6.1.1 (2,3) dna-directed rna polymerase iii subunit rpc6 régulation positive des processus du système immunitaire 

RPHIL_TLR6.2.4 (x4,2) toll-like receptor 2 type-1 réponse immunitaire innée 

RPHIL_SPON2.1.1 (x5,6) spondin-2 réponse immunitaire innée 

RPHIL_LOXH1.2.4 (x2,7) 
lipoxygenase homology domain-containing 

protein 1-like 
réponse immunitaire innée 

RPHIL_SAMH1.1.7 (x3,9) 
sam domain and hd domain-containing 

protein 1-like 
processus du système immunitaire 

RPHIL_TNF15.1.2 (x12) 
tumor necrosis factor ligand superfamily 

member 
réponse immunitaire 

RPHIL_GP126.1 (x11,4) g-protein coupled receptor mth2 réponse immunitaire 

RPHIL_LCK.1.1 (x12,1) tyrosine-protein kinase lck réponse à un stimulus / régulation positive du système immunitaire  

RPHIL_FRRS1.6.18 (x4,4) defense protein 3-like réponse de defence aux protozoaires et aux bactéries 

RPHIL_CHIT1.1.2 (x4,9) chitotriosidase-1 isoform x2 réponse aux bactéries 

RPHIL_TLP1.1. (x11,5) thaumatin-like protein 1-like réponse aux autres organismes 

RPHIL_TLPH.1.1 (x12,1) pathogenesis-related thaumatin-like protein réponse aux autres organismes 

RPHIL_PAL3.1.1 (x14,7) phenylalanine ammonia-lyase réponse au stress 
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 De nombreux gènes codant pour des protéines ribosomiques sont induits. Les virus sont 

connus pour détourner et amplifier la machinerie cellulaire afin de se reproduire (Castello et al. 

2009, revue de Sànchez et al. 2013). De nombreux virus à ARN comme les retroviridae, Caliciviridae 

et Picornaviridae codent pour des protéines virales qui décuplent les capacités de l'hôte à recruter 

les A‘N  et les i oso es Al a ez et al. , Llo d , Ve toso et al. , Castellό et al. 

2011). De plus, les protéines ribosomales ont, en plus de leur rôle dans la composition des 

ribosomes, de nombreuses fonctions secondaires comme la réparation de l'ADN ou l'apoptose 

(Wool 1996, Zimmermann 2003). 

L'ensemble des étapes de la reproduction virale semble favorisé comme en témoigne l'induction de 

la cyclophilin A qui est impliquée dans bon nombre de ces étapes (Revue de Liu et al. 2013). 

Des gènes permettant une régulation négative de la réplication virale sont également induits 

comme par exemple " zinc finger ccch-type antiviral protein 1" qui inhibe la réplication virale en 

dégradant les ARNm (Kerns et al. 2008, Zhu et al. 2011) 

 Concernant les mécanismes de défenses et la réponse immunitaire, les mécanismes 

d'apoptose, de réponse au stress oxydant et de l'immunité semblent particulièrement touchés. Un 

antagonisme est à nouveau notable entre des gènes favorisant l'apoptose et d'autres l'inhibant. 

Toutefois, la majorité des gènes induits semble réguler de façon négative l'apoptose comme par 

exemple les gènes induisant des protéines de type IAP (Dubrez-Daloz et al. 2008).   

L'expression de nombreux gènes induits dans les processus d'oxydo-réduction comme par exemple 

la glutathion péroxydase dont la surexpression avait déjà été mise en évidence lors du suivi terrain 

réalisé au cours de cette thèse (Cf chapitre III), montre l'existence d'un stress oxydant important au 

sein des individus présentant les signes de la BMD. De nombreuses infections virales sont connues 

pour provoquer un stress oxydant important chez l'organisme hôte (Peterhans et al. 1987, Ano et 

al. 2010, Tung et al. 2011, Lee et al. 2013, Paracha et al. 2013, Stukelj et al. 2013) 

Différents gènes codant pour des protéines de stress sont également induits comme les Traumatin-

like protein généralement cités chez les plantes dans le cadre de stress biotique ou abiotique (Wang 

et al. 2010c). La voie des interférons semble également être surexprimée. Ces protéines du système 

immunitaire sont particulièrement mises en jeu lors d'un stress viral (Samuel 2001, Zhou et al. 

2013) et leur induction peut être induite par différents types de protéines comme " dna-directed 

rna polymerase iii subunit rpc6" (Chiu et al. 2009) et " toll-like receptor 2 " (Barbalat et al. 2009) 

elles-mêmes induites lors d'une infection virale.  
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 3.4 Gènes spécifiques aux individus malades 

Parmi les 265 contigs identifiés exclusivement chez les individus malades, seulement 14 ont été 

annotés dans la base de données Blast pour un gène (Blastn) ou une protéine connue (Blastx) à 

partir des séquences nucléotidiques. Ces contigs ont également été comparés à la base de données 

Ruphibase. Le tableau VII.3 regroupe les résultats d'annotations obtenus. 

 

Tableau VII.3. Gènes (A) et protéines (B) associées aux contigs uniques séquencés chez les individus malades et correspondance avec 

des séquences présentes dans la Ruphibase. Les e-value sont données entre paranthèses 

Nom du contig 
A) Gène annoté (e-value) 

B) Protéine annotée (e-value) 

Correspondance 
Ruphibase 
(e-value) 

   

RPHIL_ZN862.3.18 B) zinc finger protein 862-like [Strongylocentrotus purpuratus] (e-74) NON 
RPHIL_BAF.1.2 B) barrier-to-autointegration factor A-like [Metaseiulus occidentalis] (e-12) OUI (e-38) 

RPHIL_BIR7A.11.20 B) Apoptosis 1 inhibitor [Crassostrea gigas] (e-20) NON 

RPHIL_CYSP.1.1 
A) Trypanosoma rangeli clone TR05926 cysteine peptidase gene, complete cds (e-44) 

B) Famille des cathepsin L 
NON 

RPHIL_MCPI.1.1 B) Serine protease inhibitor (Ruditapes philippinarum) (e-43) OUI (e-128) 

RPHIL_MICPUCDRAF
T_49684.1.1 

A) Diplonema papillatum strain ATCC 50162 elongation factor 1 alpha-like protein 
mRNA, partial cds (0) 

NON 

RPHIL_PAR14.1.25 B) Poly [ADP-ribose] polymerase 14 [Crassostrea gigas] (e-62) OUI (e-145) 

RPHIL_POL2.4.16 

B) reverse transcriptase [Bombyx mori] (e-92) 
B) Gag-Pol polyprotein [Schistosoma japonicum] (e-89) 

B) TPA: gag-pol polyprotein [Schistosoma mansoni] (e-85) 
OUI (e-17) 

RPHIL_R1AB.1.1 B) orf1ab polyprotein [Human coronavirus HKU1] (0,007) NON 

RPHIL_TBB.2.5 A) Trypanosoma rangeli clone TR05117 beta-tubulin gene, complete cds (0) OUI (e-54) 

RPHIL_TREX2.1.1 B) three prime repair exonuclease 1 [Schistosoma japonicum] (e-16) OUI (e-16) 
RPHIL_TRPA1.3.8 B) Protein TRPA-1, isoform b [Caenorhabditis elegans] (e-37) NON 
RPHIL_XIAP.4.17 B) Apoptosis inhibitor IAP [Acromyrmex echinatior] (e-33) OUI (e-34) 

RPHIL_ZN862.3.18 B) zinc finger protein 862-like [Strongylocentrotus purpuratus] (e-74) NON 

 

Parmi les contigs annotés, des processus liés à la réplication virale ou aux mécanismes de défenses 

de l'hôte sont identifiés comme Baf (Barrier to autointegration factor) qui semble impliqué dans la 

répression de la réplication virale (Wiebe & Traktman 2007, Ibrahim et al. 2013). Des gènes codant 

pour des mécanismes de défenses sont également retrouvés : les sérines protéases inhibitors qui 

ont un rôle dans la défense contre les pathogènes (Xue et al. 2009, La Peyre JF et al. 2010) ou des 

protéines impliquées dans la réparation des dommages causés à l'ADN comme la poly (ADP-ribose) 

polymerase (Yu et al. 2002, Rajawat et al. 2011) ou la three prime repair exonuclease 1 (Hasan et al. 

2013, Unterholzner 2013). 

Des protéines comme la cathepsin L, impliquée dans l'entrée des virus dans les cellules (Regan et al. 

2008, Schornberg et al. 2009) ou la tubuline, pouvant être nécessaires à la formation des virus 

(Mayer et al. 1986, Fang et al. 2009) sont également retrouvées uniquement chez des palourdes 



Chapitre VII: Transcriptomique 
 

 
144 

 

atteintes de la BMD. La présence d'une protéine apparentée à un coronavirus est également à 

noter. 

Parmi ces contigs, l'analyse du RPHIL_POL2.4.16 nous a paru particulièrement intéressante. La 

cartographie (Figure VII.6) du contigs nous apporte de nombreuses preuves de l'existence d'un 

retroviridae (famille des rétrovirus). En témoigne les différents domaines protéiques décrits :  

 - Domaine rve "Integrase core domain" (e-value 2,76e-04). L'intégrase permet l'intégration 

d'une copie d'ADN du génome viral dans le chromosome de l'hôte 

 - Domaine RT-LTR "Reverse transcriptase" (e-value 6,89e-30). Reverse transcriptase de 

rétrotransposons et retrovirus qui a de longues séquences terminales répétées (LTRs) 

 - Domaine RNase-HI-RT-Ty3 (e-value 4,22e-17). RNase Hi décrite comme complément du 

gène de la reverse transcriptase chez les rétrovirus. 

 - Domaine RT-ZFREV like (e-value 8,96e-03). Famille des reverses transcriptases. Témoigne 

d'un rétrotransposon ou d'un retrovirus 

 - Domaine RVT-1 (e-value 3,77-05). Famille des reverses transcriptases (RNA dependant DNA 

polymerase). Témoigne d'un rétrotransposon ou d'un rétrovirus 

On note également sur ce contig, une courte séquence spécifique de la palourde japonaise non 

annotée (e-value = e-17) suggérant l'intégration du virus dans le génome de l'hôte. 

 

Figure VII.6. Cartographie du contig RPHIL_POL2.4.16 
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4. Conclusion 

 

Lors d'une infection virale, les cellules infectées modifient le niveau d'expression de leurs gènes 

pour établir une réponse antivirale satisfaisante (Sànchez et al. 2013). Dans le même temps, les 

virus sont capables de détourner la machinerie cellulaire de l'hôte pour effectuer leur reproduction 

mais également, comme le prouve leur persistance dans les organismes hôtes, de contrôler la 

réponse de l'hôte pour échapper au système de défense et ne pas être éliminés avant d'avoir pu 

engendrer de nouvelles particules virales (Golem & Culver 2003, Galván-Alvarez et al. 2012, Huang 

et al. 2012, Silva da Costa et al. 2012, Carmo et al. 2013, Sànchez et al. 2013). 

 Les IAP (inhibitor of apoptosis proteins) dont certaines représentantes sont sous-exprimées 

alors que d'autres sont surexprimées sont à l'image de cet antagonisme entre les mécanismes de 

défense de l'hôte et les mécanismes de persistance du virus. L'apoptose, ou mort cellulaire 

programmée, constitue la réponse ultime de l'organisme face à un agent pathogène en éliminant la 

cellule infectée. Limitant fortement la production virale, de nombreux virus possèdent des gènes 

codant pour des protéines capables de retarder ou supprimer ce phénomène d'apoptose (Teodoro 

& Branton 1997, Miller & White 1998, Miszczak et al. 2013). Cet antagonisme est également 

notable pour de nombreuses molécules liées à la reproduction du virus et au système immunitaire. 

L'hôte va stimuler des fonctions de répression de la reproduction virale et d'induction des 

mécanismes de défense comme les interférons alors que le virus va coder pour des molécules 

pouvant interagir avec le métabolisme de l'hôte induisant notamment le recrutement des 

ribosomes pour la réplication ou l'inhibition de la voie alterne du complément. 

  

La plus grande contrainte des techniques de séquençage haut-débit concerne les très grandes 

quantités de données engendrées et le temps nécessaire pour les traiter (Zhang et al. 2011). 

Dans cette étude, une contrainte de temps ne nous a pas permis d'exploiter l'ensemble des 

séquences issues du séquençage et le choix d'analyse s'est porté sur les preuves de la présence 

potentielle d'un virus et des réactions principales de l'hôte vis-à-vis de la maladie. Les résultats 

montrent un impact important de la maladie sur l'hôte avec des actions antagonistes entre les 

systèmes de défense de l'hôte et les mécanismes de persistance du virus. La présence de séquences 

spécifiques de rétrovirus (LTR, rétro-transcriptase et intégrase) s'avère très intéressante pour 

l'identification prochaine de l'agent de la BMD. Les LTRs, longues séquences répétées terminales, 

ont un rôle de promoteur puissant de la transcription en 5' et en 3' font office de signal de coupure 
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précédant la polyadénylation. Dans le cytoplasme des cellules infectées, la rétro-transcriptase virale 

copie l'ARN du virus en ADN simple brin. Elle hydrolyse ensuite le brin d'ARN et copie l'ADN simple 

brin pour former un ADN bicaténaire qui sera intégré au génome de l'hôte via l'intégrase. 

Une étiologie "rétrovirale" a déjà été mise en cause chez des mollusques bivalves dans le cadre des 

néoplasies chez la coque (Romalde et al. 2007) ou la mye (AboElkhair et al. 2009). 

 Les retroviridae sont également caractérisés par une taille d'une centaine de nanomètre et 

par une enveloppe. Or, ces données sont relativement contradictoires avec les observations 

réalisées en microscopie électronique à transmission sur les tissus infectés où les particles 

observées semblaient nues et d'une taille maximale de 50 nm. 

L'analyse plus poussée des données de séquençage et particulièrement des séquences spécifiques 

aux individus malades et ne présentant aucune similarité avec des séquences identifiées dans la 

Ruphibase permettrait probablement d'affiner nos conclusions. 

  

 

 

 



Références bibliographiques 
 

 
147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Conclusion générale et perspectives de 

recherche 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Références bibliographiques 
 

 
148 

 

 Comme énoncé par Snieszko en 1974, une maladie se définit comme le résultat d'une 

interaction complexe entre un pathogène, son ou ses hôtes, et l'environnement dans lequel ils 

évoluent. La compréhension du système dans sa globalité est nécessaire pour appréhender le 

fonctionnement d'une maladie et pouvoir à long terme, particulièrement dans le cas de la santé 

humaine ou dans le cas d'espèces exploitées à fort intérêt économique, la contrôler voire 

l'éradiquer ou tout du moins en prédire l'évolution. 

 Bien que ce travail de thèse ait une visée scientifique fondamentale de connaissance de la 

maladie, de son épizootiologie en passant par son impact sur l'hôte et l'agent qui en est 

responsable, son intérêt appliqué sur les aspects de gestion d'une population exploitée n'est pas à 

négliger pour autant. 

 

Au travers de ces 7 chapitres, nous nous sommes intéressés aux compartiments identifiés par 

Snieszko et aux interactions qui en découlaient. Quelle est la répartition de la maladie et son 

évolution au cours du temps ? Quels sont les facteurs qui régissent sa distribution ? Quel est 

l'impact de la maladie sur l'organisme hôte ? Quel est l'agent responsable de la maladie ?   

Autant de questions auxquelles nous avons tenté de répondre par diverses techniques et 

approches expérimentales dont les grandes conclusions sont présentées ici.  

Les différents résultats obtenus durant cette thèse nous ouvrent également de nombreuses 

perspectives de recherche qui seront proposées dans le paragraphe 4. 

 

1. Epizootiologie de la BMD 

L'épizootiologie est définie comme la science qui étudie la fréquence, la répartition, et le rôle des 

facteurs qui déterminent une maladie animale. Dans le cas de la BMD, dont la découverte reste 

relativement récente (2005), sa présence à l'échelle du bassin d'Arcachon depuis maintenant plus 

de 8 ans prouve que la maladie est bien installée et non le résultat d'un épisode infectieux mineur. 

Par ses caractéristiques lagunaires, le bassin d'Arcachon présente des facteurs de régulation des 

maladies qui divergent des schémas de régulation habituellement reconnu où le gradient de salinité 

océan-continent joue un rôle prépondérant. Pour la BMD, comme pour la perkinsose, on ne voit 

pas apparaitre ce gradient océan vs. continent, commun aux écosystèmes côtiers mais un 

découpage du bassin en deux zones Nord-Ouest et Sud-Est, appelées ici sous-bassin Nord et sous-

bassin Sud. Parmi l'ensemble des facteurs environnementaux suivis (salinité, température, taux de 
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recouvrement en herbier, % de matière organique et de pélites (sédiments < 63 µm), le sous-bassin 

Nord est caractérisé par un fort pourcentage en matière organique et en pélites, un fort taux 

d'émersion et des extrema de températures plus importants que le sous-bassin Sud. On retrouve 

les plus fortes prévalences pour la BMD et la perkinsose dans le sous-bassin Nord. Notre hypothèse 

est que ces caractéristiques, taux d'émersion et % en matière organique et en pélites, sont 

corrélables avec le turn-over des masses lors de la marée, autrement dit avec l'importance de 

l'hydrodynamisme. En effet, dans le sous-bassin Nord, seulement 1/3 des eaux s'engouffre à 

chaque marée. Le turn-over, moins important, permettrait une meilleure sédimentation des 

particules fines et serait la cause (et/ou la conséquence) d'un temps passé à l'émersion plus 

important à cause d'un niveau hypsométrique plus élevé. Une plus forte dilution des hypnospores 

de Perkinsus permettrait une diminution de la probabilité de rencontre entre les hypnospores et un 

nouvel hôte et expliquerait la plus faible intensité parasitaire relevé dans le sous-bassin Sud. 

Bien que les résultats ne soient pas comparables du fait d'une disparité au niveau de 

l'échantillonnage, l'analyse par strate réalisée dans le chapitre II montre également une forte 

disparité sous-bassin Nord vs. sous-bassin Sud.  

On remarque une diminution de la prévalence entre 2010 et 2012 à l'échelle du bassin, qui, 

lorsqu'on s'y intéresse de plus près, est le résultat d'un sous-bassin Nord dont la prévalence reste 

constante ↗ effe tifs totau  + ↗ effectifs malades) et d'un sous-bassin Sud dont la prévalence 

chute ↗ effe tifs totau  + ↘ effe tifs alades  pou  les individus de 29 à 35 mm, soit des individus 

âgés de 2 à 3 ans. L'analyse de l'intensité (MPI) montre que cette dernière est constante entre les 

sous-bassins et dans le temps. On note toutefois que les stades 1 prédominent par rapport aux trois 

autres stades, ce qui suggère un début d'infestation relativement long et des stades avancés 

rapides où l'hôte n'est plus en mesure de se défendre contre la maladie et où la mort de l'individu 

intervient relativement rapidement.  

Bien qu'à l'échelle des individus de taille > 23 mm, une prévalence de 3 % puisse sembler faible, les 

valeurs notées pour la fraction exploitable du stock (> 35 mm), de l'ordre de 15 % restent fortement 

préoccupantes pour l'activité de pêche. La diminution de la prévalence de la BMD notée à l'échelle 

du bassin d'Arcachon peut s'avérer encourageante mais il convient cependant de la nuancer. Les 

prévalences sur la fraction exploitable du stock restent constantes et les pertes d'effectifs 

enregistrées pour cette gamme de taille sont sans doute en partie imputables à la BMD. De plus, la 

diminution de la prévalence pour les individus de 29-35 mm pourrait être expliquée soit par un plus 

faible risque d'infection durant leur croissance, soit par une mortalité BMD-dépendante éliminant 
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des calculs bon nombre d'individus infectés. Dans le cadre d'un agent étiologique libre dans l'eau, 

comme c'est le cas de la perkinsose, le fort turn-over évoqué dans le chapitre I favoriserait notre 

première hypothèse. Cependant, les effectifs ayant plus faiblement augmenté dans le sous-bassin 

Sud par rapport au sous-bassin Nord, cela tendrait à considérer la seconde hypothèse comme plus 

pertinente. Pour finir, la diminution de la taille minimale d'infestation à 23 mm accroit le risque 

d'une mortalité juvénile et donc une plus faible probabilité pour les palourdes d'atteindre l'âge 

adulte et donc la taille légale de pêche (35 mm). 

 

2. Impact de la BMD sur la palourde japonaise 

La comparaison entre individus de profondeur ne présentant pas de signes de la BMD et individus 

de surface présentant ou non des signes de la maladie nous permet de mettre en évidence divers 

phénomènes provoqués par la BMD chez les individus malades. 

Les impacts de la maladie sur l'indice de condition, le système immunitaire et le métabolisme 

énergétique de l'hôte sont évidents. Les résultats de la transcriptomique comparative entre 

individus malades et individus sains viennent confirmer ces résultats. 

 On retrouve chez les individus malades une dualité très forte entre réponse de l'hôte et 

impact de l'agent causal.  

Les virus sont des parasites intracellulaires obligatoire qui ne peuvent vivre, i.e. être en mesure de 

se reproduire, en dehors d'une cellule hôte (Villareal 2004). A ce titre, ils sont capables de 

détourner la machinerie cellulaire de l'hôte pour permettre la production en grande quantité de 

particules virales mais également de contrer les défenses de l'hôte pour se maintenir dans 

l'organisme et accomplir leur reproduction (Golem & Culver 2003, Galván-Alvarez et al. 2012, 

Huang et al. 2012, Silva da Costa et al. 2012, Carmo et al. 2013, Sànchez et al. 2013). 

Quant à l'immunité innée de l'hôte on en retrouve tout de même de nombreux effecteurs comme 

les molécules de la voie du complément, de la voie de l'interféron, de la phagocytose et d'autres 

peptides antimicrobiens comme les défensines.  

L'induction du métabolisme énergétique de l'hôte pour la réplication virale est très visible à travers 

le stress oxydant provoqué. Les gènes codant pour des protéines anti-oxydantes sont induites 

(Catalase, Superoxide dismutase) et on retrouve également ce type de protéine dans les analyses 

de transcriptomique comparative. 
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La comparaison entre individus de profondeur ne présentant pas de signes de la BMD et individus 

de surface présentant ou non des signes de la maladie met également en évidence un statut 

intermédiaire des palourdes de surface ne présentant pas de signes de la BMD. On distingue en 

effet un gradient de l'état de santé allant des palourdes de profondeur aux palourdes de surfaces 

avec la BMD en passant par un état intermédiaire : les palourdes de surface sans BMD. Le marqueur 

le plus représentatif de ce gradient est l'indice de condition qui diminue de 40 (profondeur) à 30 

(surface sans BMD) puis 20 (surface avec BMD). Pour les autres facteurs étudiés, les palourdes de 

surfaces "saines" (en terme de BMD) présentent tantôt un profil proche de celui des palourdes de 

profondeur comme pour le taux de phagocytose ou un profil proche des individus malades comme 

pour la capacité de phagocytose ou l'intensité de Perkinsus. Il en est de même pour l'expression des 

gènes liés au métabolisme mitochondrial, à la réponse au stress oxydant, aux mécanismes de 

détoxication et au système immunitaire. 

Deux hypothèses ont été émises pour expliquer ce statut intermédiaire. Soit un stress biotique ou 

abiotique entraine la remontée des palourdes à la surface ce qui les rends plus vulnérables à 

l'infection par la BMD (celles-ci sont toutefois capables de se ré-enfouir, ce qui explique la 

prévalence faible mais existante de la BMD en profondeur), hypothèse soutenue par l'intensité plus 

forte de la perkinsose chez les individus de surface (malades ou non), soit les palourdes de surface 

qui ne présentent pas de signes de la BMD, en sont déjà atteintes mais à un stade moindre où les 

signes pathognomoniques ne sont pas visibles et où l'impact sur l'organisme est moindre. 

 

3. Virus or not virus ? 

Malgré toutes nos investigations, la question d'un agent étiologique viral reste légitime. De 

nombreux auteurs ont déjà pointé du doigt la difficulté d'affirmer une causalité virale pour les 

maladies (Rivers 1937, Friedricks & Relman 1996, Lipkin 2009), et surtout de répondre aux postulats 

de Koch qui, même après plus d'un siècle après leur formulation, restent encore la preuve la plus 

persuasive de la causalité agent-maladie (Lipkin 2009). Dès 1937, Rivers souligne la difficulté pour 

cultiver certains virus et la présence de porteurs sains. Le virus étant intimement lié à la cellule 

hôte, il doit par conséquent être retrouvé dans toutes les lésions spécifiques sans que cela 

permette de définir s'il s'agit de la conséquence ou d'une cause de la maladie. L'auteur souligne 

également l'intérêt de se baser sur l'immunité adaptative (via la spécificité des anticorps), ce qui est 

impossible dans le cas des mollusques bivalves. Friedricks & Relman (1996) impliquent les récentes 
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avancées de la technologie pour rediscuter des directives de Koch. Ils invoquent notamment la 

complexité du système parasite-hôte-environnement pour l'induction d'une maladie et indique que 

bien que la présence du pathogène soit nécessaire à la maladie, celle-ci n'est pas suffisante. 

En 1991, Marley & McMichael mettent en évidence le caractère "non-observable" de la causalité. 

Seuls des évènements qui suggèrent un lien entre une cause et un effet sont observables. 

 Dans le cadre de la BMD, les arguments pour la présence d'un virus ne manquent pas. 

On peut tout d'abord noter la présence de Virus-Like Particles (VLPs) dans l'ensemble des coupes 

histologiques de muscles atteints de la maladie mais aussi leur absence sur les coupes d'individus 

ne présentant aucun signe de la maladie. Ces particules peuvent être purifiées en grande quantités 

sur gradient de sucrose à partir de tissus malades. Ces deux premiers critères répondent aux 

premiers postulats de Koch. 

A l'échelle génétique, les arguments sont également nombreux. On note notamment une forte 

surexpression de la voie de l'interféron qui est un antiviral extrêmement important dans les cellules 

(Revue de Unterholzner 2013) et de nombreuses répressions des mécanismes de l'apoptose 

relativement typiques des virus (Teodoro & Branton 1997, Miller & White 1998, Miszczak et al. 

2013). On note également une forte augmentation du métabolisme énergétique de l'hôte, 

compatible avec le détournement de la machinerie cellulaire engendré par un agent viral pour sa 

reproduction. 

Le dernier argument de la présence d'un virus est apporté par la séquence découverte chez les 

individus malades et présentant des LTRs et les gènes codant pour une intégrase et une réverse 

transcriptase qui sont des protéines spécifiques des retroviridae (rétrovirus). Les caractéristiques 

des retroviridae : génome à ARN, enveloppe virale, forme sphérique et taille de 80 à 100 nm sont 

toutefois en partie contradictoire avec les observations réalisées en microscopie optique à 

transmission sur les coupes de muscles malades où la taille des particules ne semblait pas excéder 

50 nm et où aucune enveloppe n'était visible. Cependant la découverte d'une nouvelle famille de 

virus n'est pas à exclure.  

Les arguments de la présence d'un ou plusieurs virus chez les individus malades mais pas chez les 

individus sains sont extrêmement nombreux. Toutefois, il nous est impossible à l'heure actuelle 

d'affirmer si ce ou ces virus sont la cause de la BMD ou juste des virus opportunistes intimement 

associés à la maladie. 

Toutefois, l'absence d'agents de type bactéries, champignons et protozoaires lors des investigations 

en microscopie électronique à transmission, lors des analyses de PCR avec des amorces spécifiques 
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réalisées par Dang et al. (2008) mais également dans les résultats de transcriptomique comparative 

est favorable à une causalité entre maladies et agents viraux observés. 

  

4. Perspectives de recherche 

 Parmi les diverses perspectives de recherche envisagées, la caractérisation de l'agent 

étiologique reste une des piste les plus importante à creuser. Les améliorations envisagées pour les 

essais d'infestations (injection directe dans la cavité palléale, utilisation de broyat d'individus 

malades) et pour l'utilisation de primocultures (cellules cardiaques) sont évidemment à tester. Etre 

en mesure de recréer la maladie chez des individus sains à partir des particules virales observées 

serait une preuve incontestable de l'étiologie virale de la maladie. Pour cela, la production en 

grande quantité de particules virales sur culture primaire serait un avantage énorme comparé à des 

purifications sur gradient de sucrose beaucoup plus fastidieuses. De plus, l'utilisation de 

primocultures limiterait les risques de perte du pouvoir infectieux des particules liés aux diverses 

étapes de purification.  

Les primocultures permettraient également d'accroitre les connaissances sur l'impact de la maladie 

chez l'hôte à une échelle cellulaire. 

 Dans le même temps, les nombreuses séquences issues de la transcriptomique sont loin 

d'avoir révélé tous leurs secrets et les pistes de travail sont multiples à partir d'une telle base de 

données. Parmi les séquences observées uniquement chez les individus malades mais ne 

présentant pas de correspondance avec des séquences préalablement obtenues dans la Ruphibase, 

notre objectif est de trouver d'autres séquences spécifiques du virus et ainsi de pouvoir en 

déterminer le génome.  

Fredricks & Relman (1996) souligne l'importance de connaitre la séquence virale pour déterminer 

d'une part la phylogénie du virus et d'autre part déterminer des sondes complémentaires de ce 

génome viral.  Dans le cadre de l'étude de la BMD, la fabrication d'une sonde spécifique de l'agent 

étiologique présente de nombreux avantages. Lors des suivis réalisés sur le terrain et les études 

épidémiologiques, l'utilisation d'une sonde PCR permettrait une détection rapide et ne nécessitant 

pas le sacrifice de l'animal. Il serait également envisageable de suivre la cinétique de la maladie via 

cette sonde et pouvoir être en mesure de déterminer le temps nécessaire à l'agent pour entrainer 

la mort de l'individu hôte. Cette technique permettrait également de déterminer si les individus 
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"sains" sont ou non porteur de l'agent et si le virus peut s'intégrer dans le génome de l'hôte et s'y 

maintenir dans un état de dormance. 

La découverte de séquences spécifiques à un retroviridae nous a amenés à reconsidérer notre 

hypothèse de départ sur la famille virale. En effet, la famille des retroviridae est caractérisée par 

des virus de forme sphérique, enveloppés, de 80 à 100 nm alors que nos observations en 

microscopie électronique à transmission indiquaient des particules icosaédriques de 30 à 40 nm 

non enveloppées qui pouvait indiquer des Picornaviridae ou des Caliciviridae (génome à ARN). Une 

sonde spécifique permettrait de vérifier si les séquences virales retrouvées lors de la 

transcriptomique sont caractéristiques des particules virales purifiées sur gradient de sucrose. 

 Pour finir, l'idée d'un agent endémique qui aurait co-évolué avec les espèces natives et qui 

expliquerait qu'on n'ait pas d'impact sur ces dernières a été évoquée dans le chapitre II. L'utilisation 

d'une sonde spécifique de l'agent étiologique de la BMD, couplée à une approche de génomique 

permettrait une comparaison entre caractéristiques des espèces natives vs. l'espèce introduite. Il 

serait alors possible de déterminer quels facteurs permettent soit la résistance des espèces natives 

à cette maladie si l'agent est présent soit pourquoi l'agent n'est pas en mesure d'infecter ou tout du 

moins de se reproduire et de se maintenir dans ces espèces et donc dans le même temps, détecter 

les caractéristiques génétiques de la palourde japonaise qui la rendent sensible à cet agent. 

L'analyse des séquences spécifiques des palourdes saines obtenues en transcriptomique 

comparative pourrait également nous donner des pistes de gènes impliqués dans la résistance à la 

BMD. Pour aller plus loin encore dans l'identification des facteurs permettant l'établissement de la 

maladie, l'utilisation de la sonde PCR permettrait de mener des investigations à grande échelle sur 

d'autres régions. Il serait alors possible de déterminer si l'absence de la maladie sur d'autres 

populations de palourdes japonaises est le résultat de l'absence de l'agent pathogène ou bien s'il 

s'agit d'une forme de résistance de l'hôte, ou encore si les conditions environnementales sont 

défavorables à l'établissement de la maladie. Il serait possible par exemple de déterminer si les 

particules virales observées par Bateman et al. (2012) sur des palourdes japonaises de 10 mm en 

Grande-Bretagne correspondent aux mêmes particules virales observées sur le bassin d'Arcachon. 

 De telles connaissances sur l'épizootiologie de la BMD et notamment les facteurs 

environnementaux pouvant l'influencer tout comme la découverte éventuelle de populations de 

palourdes japonaises présentant une forme de résistance à la maladie présentent un intérêt majeur 

pour les mesures de gestions à entreprendre pour limiter l'impact de la maladie à l'échelle du 

bassin d'Arcachon. 
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Résumé 
 
Seconde espèce de mollusque bivalve la plus exploitée au monde, la palourde japonaise Venerupis philippinarum 
ep se te u  i t t o o i ue ajeu . A l helle du bassi  d A a ho , la aladie du us le a o  ou BMD 

(pour Brown Muscle Disease), pathologie émergente découverte en 2005 inquiète tout particulièrement le secteur 
de la pêche. Cette pathologie affe te le us le addu teu  post ieu  de la palou de et pe tu e l ou e tu e-
fermeture des valves. Cette perturbation entraine la remontée des individus à la surface du sédiment et la mort. 
Ces t a au  de th se o t po t  d u e pa t su  l pizootiologie de la aladie et so  i pa t su  l'hôte et d aut e pa t 
su  l ide tifi atio  de l age t espo sa le de la aladie. 
Une étude sur la distribution des palourdes dans le bassi  d A a ho  (littoral Atlantique français) montre que la 
prévalence de la BMD a diminué entre 2010 et 2012. Toutefois cette baisse ne concerne pas les individus ayant 
atteint la taille légale de pêche (> 35mm). De plus, la maladie semble apparaitre chez des individus de plus en plus 
petit et is ue do  d a oit e la o talit  au  plus jeu es stades. L a al se des fa teu s e i o e e tau  
impliqués dans la distribution de la maladie souligne la corrélation entre la prévalence de la BMD et un 
hydrodynamisme relativement « calme ». 
La BMD affecte tout particulièrement le métabolisme énergétique de l hôte, les a is es de po se au st ess 
oxydant et également le système immunitaire. De nombreuses fonctions sont surexprimées chez les hôtes malades 

ais d aut es oies o e elle de l apoptose so t gul es gati e e t pa  l age t i fe tieu . 
Si l o igi e i ale est ai te a t u e h poth se solide i os opie le t o i ue, t a s ipto i ue , la atu e 
e a te de l age t tiologi ue fa ille i ale  e peut à e jou  t e d te i e a e  e titude. Des pa ti ules i ales 
ont bien été observées dans les tissus malades mais pas dans les tissus sains, et ont pu être purifiées sur gradient de 
sucrose. Toutefois, les essais pour provoquer la maladie chez des individus sains ont échoué. 
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Abstract  

 

The Manila clam Venerupis philippinarum is the second most exploited mollusk bivalve in the world and represents a 
major economic interest. At the scale of Arcachon bay, the Brown Muscle Disease or BMD, an emergent pathology 
discovered in 2005, concerns fishing activity. This pathology affects the posterior adductor muscle of the clam and 
disrupts the valve opening and closing process. It induces the migration of clams to the surface and their death. 
This thesis concerns on the one hand the epizootiology of the disease and its impact on host and on the other hand 
the identification of the causal agent of the disease.  
A study of the clam distribution in Arcachon bay (French Atlantic coast) shows that prevalence of BMD decreased 
between 2010 and 2012. However this decrease doesn't affect clams of the legal harvesting size (> 35mm). 
Furthermore, the disease seems to appear in individuals with increasingly smaller size and thus risks to increase 
mortality in the youngest stages. The analysis of the environmental factors that are involved in the disease 
distribution highlights the correlation between prevalence of the BMD and relatively "quiet" hydrodynamism. 
BMD particularly affects the energy metabolism of the host, the oxidative stress response mechanisms and the 
immune system. 
Many functions are up-regulated in the BMD-affected hosts but other ways, as the apoptosis, are down-regulated by 
the infectious agent. 
Although viral origin of BMD is now a convincing hypothesis (electronic microscopy, transcriptomic), the nature of 
the etiological agent (viral family) cannot so far be determined with certainty. Viral particles were observed in tissues 
of BMD-diseased hosts but not in tissues of healthy host. They have been purified on sucrose gradient. However, the 
attempt to provoke the disease in healthy individuals failed. 
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