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Les moules marines sont des mollusques bivalves fréquemment trouvés sur le littoral en 

zone intertidale. A leur intérêt économique -le chiffre d’affaires annuel de la mytiliculture 

française est estimé à 150 millions d’euros (“Comité National de la Conchyliculture”)- s'ajoute 

leur utilisation scientifique depuis de nombreuses années dans des programmes de surveillance 

environnementale en tant qu'espèces bioindicatrices. A titre d’exemple, il convient de citer le 

programme Mussel Watch aux Etats Unis ou encore le Réseau d’Observation de la 

Contamination CHimique du littoral (ROCCH) (Beliaeff et al., 2002). Ces organismes filtreurs 

sont en effet exposés à une multitude de contaminants biologiques et chimiques qu'ils sont 

capables de bioaccumuler (Sánchez-Marín et al., 2016; Williams et al., 1997), voire de 

bioconcentrer (Gilroy et al., 2014; Ricciardi et al., 2016).  

Les moules sont considérées parmi les espèces les plus résistantes aux contaminants. 

Contrairement aux autres bivalves comme les huîtres ou les palourdes, les animaux du genre 

Mytilus ne sont pas affectés par les maladies infectieuses ni dans le milieu naturel ni dans les 

élevages (Travers et al., 2015). De plus, malgré leur exposition chronique aux xénobiotiques 

dans certaines régions à haute pollution, les mortalités sont en général faibles. Néanmoins, 

différentes réponses biologiques sont engendrées notamment sur le plan des fonctions 

immunitaires et sont utilisées comme biomarqueurs d'exposition ou d’effet (Auffret et al., 2006; 

Gravato et al., 2005; Taleb et al., 2007). 

En 2010, dans le cadre du réseau de surveillance de la santé des mollusques marins sur 

le littoral français REPAMO1 mis en place par Ifremer2, des mortalités de la moule bleue ont 

été déclarées en élevage et en gisements naturels (Guichard et al., 2011). En 2014, le taux de 

mortalités dans les cheptels mytilicoles a dramatiquement évolué jusqu’à atteindre les 100% 

dans certains secteurs des Pertuis Charentais (Bechemin et al., 2014). Face à l’ampleur sans 

précédents de cet évènement, un programme spécifique MORBLEU a été établi pour en 

identifier les causes. Les premières investigations ont mis en évidence des conditions 

environnementales particulières telles que des baisses successives de salinité, des pics 

importants de turbidité et une température de l’eau supérieure de 1-2°C par rapport à la médiane 

interannuelle. La présence de bactéries du genre Vibrio a été également démontrée (Bechemin 

et al., 2014; Travers et al., 2016).   

                                                 
1 REPAMO : REseau de Pathologie des Mollusques 
2 Ifremer : Institut Français de Recherche pour l'Exploitation de la Mer 
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D’après Snieszko (1974) Le déclenchement d’une maladie chez un organisme résulte 

souvent de l’interaction entre l’hôte, l’organisme pathogène et l’environnement (Figure 1). Dès 

lors, l’évaluation du niveau d’immunocompétence de ces animaux est susceptible de fournir 

des données déterminantes pour établir des corrélations entre les fluctuations des paramètres 

environnementaux et l’état de santé des populations. 

 

Figure 1. Représentation schématique des interactions environnement-hôte-pathogène d’après Snieszko 

1974 modifié 

 

Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse est d’étudier les mécanismes de défense 

hémocytaire de Mytilus edulis en interaction avec les agents pathogènes et les contaminants 

chimiques.  

Le premier chapitre est dédié aux interactions de la moule bleue avec les espèces de 

Vibrio Splendidus. D’abord, la caractérisation de la virulence des isolats bactériens obtenus à 

partir d’animaux sains ou moribonds entre 2010 et 2013 et leur classification phylogénétique 

nous a permis de sélectionner une souche pathogène V. splendidus 10/068 1T1 qui servira de 

modèle pour la suite. Puis, les réponses hémocytaires face à cette bactérie ont été explorées et 

comparées systématiquement avec une bactérie non virulente et phylogénétiquement proche 

(article 1). Enfin, les dynamiques d’infection du pathogène ont été suivies à travers l’élaboration 

d’un modèle expérimental in vivo (article 2).  
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Le deuxième chapitre concerne l’étude du phénotype MXR dans les hémocytes et les 

branchies de la moule bleue et sa modulation par les xénobiotiques. Un nouveau transporteur a 

été identifié et caractérisé sur le plan moléculaire et fonctionnel (article 3). Par la suite, l’effet 

des contaminants sur l’expression des gènes des trois transporteurs abcb, abcc et abcg2 a été 

suivi dans les branchies et les hémocytes de moules 1) exposés au BaP au laboratoire ou 2) 

prélevées à partir de sites différentiellement contaminés à différentes saisons (article 4). 
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Chapitre 1 : Mécanismes de défense 
contre les agents pathogènes  
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I. Mytilus edulis   

1. Généralités  

Le phylum des mollusques est l’un des plus larges, diversifiés et importants groupes du 

règne animal (Gosling, 2008). Il renferme des métazoaires des plus étranges et des plus 

familiers (Figure 2). Parmi les classes majeures représentatives des mollusques, on retrouve le 

groupe des gastéropodes avec plus de 100 000 espèces suivi des bivalves contenant plus de 

15000 espèces (Encyclopædia Britannica, 2016; Gosling, 2015). 

 

Figure 2. Classification phylogénétique des mollusques (Lecointre and Guyader, 2001) 

(4) les eumollusques sont caractérisés par un pied développé, un manteau qui délimite un sillon ou une cavité 

palléale contenant les branchies et dont les glandes sécrètent des plaques coquillères, (6) les conchifères sont 

caractérisés primitivement par une coquille univalve ou bivalve (acquisition secondaire) (8) les ganglioneures sont 

caractérisés par la réduction du nombre de muscles rétracteurs du pied (9) les viscéroconques sont caractérisés par 

une coquille qui ne protège primitivement que les viscères qui sont entourés du manteau; la tête est bien développée 

et contient un système nerveux ganglionnaire condensé (12) les diasomes sont caractérisés par la disparition de la 

tête; le manteau et la coquille entourent la totalité de l'animal. Le pied est en forme de "hache" ou de "doigt". La 

larve véligère qui a une coquille primitivement à une valve, acquiert ensuite une structure bivalve. 

Mollusques 
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Les bivalves, appelés également lamellibranches, sont caractérisés par leur forme 

comprimée latéralement avec une symétrie bilatérale conservée et une coquille composée de 

deux valves articulées entre elles par une charnière médiodorsale et un ligament non calcifié. 

Une autre caractéristique de cette classe est l’absence de la tête et du radula, organe typique de 

la plupart des mollusques (Lecointre and Guyader, 2001). 

La moule bleue fait partie des représentants les plus connus des bivalves. Elle appartient 

à la famille des mytilidés et au genre Mytilus. L’appellation « moule bleue » peut se référer à 

plusieurs espèces (Mytilus trossulus, M. edulis et M. galloprovincialis) du fait que ces 

organismes frères sont  capables de se reproduire entre eux et générer des hybrides (Hilbish et 

al., 2002; Toro et al., 2004). Toutefois, malgré la ressemblance morphologique, ils possèdent 

des physiologies distinctes et une répartition géographique différente (Gosling, 2008). Dans ce 

manuscrit, la dénomination « moule bleue » désigne l’espèce Mytilus edulis, objet de ce travail. 

2. Ecologie et répartition  

Mytilus edulis vit en milieu marin dans la zone de balancement des marées (zone 

intertidale) et dans les eaux peu profondes en se fixant solidement à des substrats durs par le 

biais des fibres du byssus. Cet organisme sessile s’attache également aux autres individus en 

formant des amas  pour mieux se protéger contre les vagues (Gosling, 2008). La moule présente 

un modèle de grande distribution, principalement dû à sa capacité de supporter de larges 

fluctuations de salinités, dessiccation, température et oxygène. Elle a une aire de répartition très 

vaste dans le monde. Elle est présente au sud de l’océan Arctique et au nord des océans 

Atlantique et Pacifique. Sur la côte Est américaine, ses populations se distribuent du Labrador 

à la Caroline du Nord (Wells and Gray, 1960). En Europe, on trouve cette espèce dans 

l'Atlantique, en France, sur la côte de la Nouvelle-Zemble et l'Islande. La moule bleue colonise 

l’estran, zone qui s’étend de la ligne du flux maximum (vives eaux) à la ligne de reflux 

maximum (mortes eaux).  

3. Anatomie et nutrition 

La moule a une coquille de forme triangulaire et allongée avec des bords arrondis, 

formée de deux valves symétriques, réunies du côté antérieur par un ligament élastique (Figure 

3). Un deuxième muscle adducteur situé au pôle postérieur permet l’ouverture de l’animal lors 

de son alimentation. A l’intérieur de la coquille, on trouve le manteau et les organes internes de 

l’animal (estomac, foie, reins, gonade, cœur, bouche). Le manteau est constitué de deux lobes 
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de tissus tapissés de cellules nerveuses. Il est également responsable de la sécrétion des couches 

de la coquille.  

La moule possède un long pied qu’elle peut sortir par l'entrebâillement de la coquille et 

utiliser pour se déplacer. A la base de cette saillie musculaire se trouve la glande byssogène 

permettant la formation du byssus. Ce dernier est constitué d’un disque adhésif muni de 

nombreux filaments de nature protéique très résistants que l’animal peut rompre les uns après 

les autres pour se déplacer. 

 

 

Figure 3. Anatomie de la moule 

 

Deux branchies flottent dans la cavité palléale contre la masse viscérale. Chaque 

branchie a la forme d'un "W" et est formée par un feuillet direct qui descend de 1’axe branchial 

et se replie au niveau du sillon marginal pour former le feuillet réfléchi avec son sillon dorsal 

(Figure 4). Ces feuillets comprennent des longs filaments à fines structure avec une orientation 

dorsale-ventrale. La paroi des filaments est constituée d'un épithélium simple qui porte de 

nombreux cils : cils frontaux, latéro-frontaux et latéraux. Ceux-ci sont animés de mouvements 

ondulatoires incessants qui entretiennent la circulation de l'eau dans la cavité palléale.  
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Figure 4. Organisation schématique des branchies d'après Luckenbach and Epel (2008) 

 

Le système circulatoire est composé du cœur dorsal qui comprend deux oreillettes 

latérales et un ventricule (Figure 5). L’hémolymphe, incolore, est propulsée à partir du 

ventricule dans deux aortes pour être distribuée aux différentes parties de l'organisme par un 

réseau de vaisseaux sanguins. Le système artériel, qualifié de diffus, aboutit à des espaces libres 

sans parois propres : les lacunes. Ainsi l’hémolymphe n’est plus canalisée dans des vaisseaux 

individualisés et baigne directement les tissus. Elle circule vers les reins pour purification puis 

gagne les branchies où elle s’enrichit en oxygène avant de retourner aux oreillettes du cœur. 

L’hémolymphe assure de nombreuses fonctions physiologiques comme les échanges des gaz 

dissous, l’osmorégulation, la distribution des nutriments et l’élimination des déchets. Elle joue 

aussi le rôle de fluide squelettique, assurant la rigidité de certains organes comme les palpes 

labiaux, le pied ou encore le bord de manteau (Gosling, 2008). 

 

Figure 5. Système circulatoire typique chez les bivalves. Les régions ombrées montrent la voie de 

l’hémolymphe oxygénée d’après Pechenik 2010 (Gosling, 2015) 
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Mytilus edulis est un animal filtreur et microphage. Elle se sert de ses branchies pour 

recueillir le seston nécessaire à son alimentation et l'oxygène nécessaire à sa respiration. L’eau 

de mer chargée en particules et en oxygène dissous est pompée par le siphon inhalant, ensuite 

propulsée hors de la cavité palléale par le siphon exhalant (Figure 6). Les nombreux cils 

vibratiles des branchies sont responsables de l’entretien du courant d’eau mais assurent 

également un courant permanent de mucus amenant la nourriture vers les palpes labiaux et 

ensuite vers la bouche. Ainsi, les fines particules, essentiellement des algues microscopiques, 

sont ingérées et digérées par le système digestif et les plus grosses particules sont rejetées. 

Quant à l’oxygène capté, il pénètre dans l’hémolymphe pour être distribué dans tout 

l’organisme.  

 

Figure 6. Processus de filtration chez Mytilus edulis  

 

4. Reproduction et cycle de vie 

La moule est sexuellement différenciée. Son cycle sexuel comprend quatre stades, allant 

du repos au cours duquel l’animal accumule des réserves, à la maturité sexuelle (Figure 7). 

 

Figure 7. Stades de développement sexuel de Mytilus edulis 
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Les variations brusques du milieu telles que le changement de température provoquent 

une émission des gamètes en une ou plusieurs fois. Les spermatozoïdes libérés dans la colonne 

d'eau sont entrainés par la circulation d’eau entrante et vont à la rencontre des ovules dans la 

cavité palléale. Peu de temps après la fécondation, les embryons deviennent des larves 

trochophores qui nagent librement. Ces dernières se transforment en 24h en larves véligères 

caractérisées par une bouche fonctionnelle et un tube digestif. Les larves continuent à croître 

pendant 2 à 3 semaines. Une fois les pédivéligères entièrement développés, les pieds s'étendent 

et entrent en contact avec le substrat pour se fixer. Si le substrat est approprié, la larve se 

métamorphose alors dans la forme juvénile et fixe son byssus.  

II. Défenses immunitaires de la moule bleue  

Comme tous les invertébrés, la moule bleue est dotée d’un système immunitaire 

exclusivement inné. Ce dernier utilise des cellules circulantes appelées hémocytes et une grande 

variété d’effecteurs moléculaires. Différents mécanismes cellulaires sont impliqués pour 

protéger l’animal des microorganismes envahisseurs comme la phagocytose, les réactions 

cytotoxiques incluant la libération des enzymes lysosomales, des peptides antimicrobiens et des 

radicaux libres. L’hémolymphe contient un faible taux de protéines incluant des lectines 

solubles, des enzymes lysosomales et une variété de peptides antimicrobiens. 

1. L’immunité cellulaire 

1.1. Les hémocytes 

Chez les mollusques bivalves, les hémocytes sont considérés comme les effecteurs de 

défense contre les microbes. Ces cellules actives du système immunitaire sont capables de 

s’infiltrer dans les tissus afin de rejoindre le site d’infection. Elles participent également à 

diverses fonctions biologiques et physiologiques telles que la réparation de la coquille 

(Johnstone et al., 2008; Mount et al., 2004) et le transport des particules nutritives (Beninger et 

al., 2003). En observation microscopique, ces immunocytes forment une population hétérogène. 

Plusieurs classifications ont été proposées ces dernières années et souvent, deux principaux 

types cellulaires sont décrits: les cellules granulaires et les cellules agranulaires (Stefano, 1990). 

Le Foll et al. (2010) ont distingué trois groupes cellulaires chez Mytilus edulis à partir de 

critères cytochimiques, morphologiques et fonctionnels: des petits basophiles semi-granulés, 

des hyalinocytes agranulés et des éosinophiles granulocytes plus complexes. Le Tableau 1 

récapitule ces trois populations hémocytaires ainsi que leurs principales caractéristiques 

morphologiques. 
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Tableau 1. Récapitulatif des différentes populations des hémocytes de Mytilus edulis d’après Le Foll et al. 

(2010) 

 

Comme chez tous les autres bivalves, l’origine des hémocytes reste inconnue. Plusieurs 

hypothèses ont été émises sur la présence ou l’absence d’un tissu hématopoïétique et sur la 

différenciation des cellules. Certaines études supposent qu’elles proviennent de tissus diffus 

dans le manteau et les branchies (Smith, 2001) tandis que d’autres ont élaboré des modèles 

d’ontogenèse hémocytaire (Mix, 1976). Plus récemment, une étude effectuée chez l’huitre 

Crassostrea rhizophorae a suggéré la provenance des hémocytes à partir d’un seul type 

cellulaire. D’après les auteurs, les différentes sous populations hémocytaires correspondent à 

plusieurs stades de maturation ou d’activité (Rebelo et al., 2013). Toutefois, l’absence de 

connaissances sur l’organe producteur et l’existence de lignées cellulaires indépendantes ne 

permet pas de vérifier ces hypothèses et conclure sur l’origine de ces cellules. 

1.2. Les mécanismes de défense cellulaire 

La fonction principale des hémocytes est d’assurer une protection contre les agents 

infectieux. En effet ces cellules actives du système immunitaire sont capables de reconnaitre et 

éliminer les microbes à travers plusieurs activités cellulaires. Elles agissent en coordination 

avec les facteurs humoraux (détaillés dans le paragraphe 2) pour répondre aux attaques des 

envahisseurs. La phagocytose est le centre de la réponse immunitaire chez les vertébrés comme 

chez les invertébrés, toutefois d’autres mécanismes cellulaires peuvent intervenir comme 

l’encapsulation et l’apoptose (Figure 8). 
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Figure 8. Représentation schématique des activités immunitaires cellulaires des invertébrés après une 

invasion par des microorganismes d'après Smith (2001)  

1.2.1. La phagocytose 

La phagocytose est le processus par lequel les cellules circulantes ou infiltrées ingèrent 

une ou plusieurs particules étrangères (Smith, 2001). Elle joue un rôle clé dans la réponse 

immunitaire mais elle est aussi impliquée dans le transport des nutriments chez les invertébrés. 

Les cellules en charge de la phagocytose sont appelées phagocytes. Elles peuvent être classées 

en deux groupes : les phagocytes professionnels qui sont exécuteurs à plein temps et les 

phagocytes occasionnels qui ont d’autres fonctions et ne participent au processus qu’en cas de 

besoin (Nakanishi and Shiratsuchi, 2006). Chez les invertébrés, le type et le nombre de 

phagocytes varie entre les espèces. Pour les hémocytes de la moule bleue, la phagocytose est 

principalement assurée par les granulocytes éosinophiles, avec 42% de cellules contenant 3 

billes de latex ou plus après 2h de contact in vitro (Le Foll et al., 2010).   

La phagocytose peut être divisée en quatre étapes. L’entrée des particules étrangères 

dans l’organisme stimule une réponse chimiotactique des hémocytes. Cette étape est suivie par 

l’adhésion et la reconnaissance des envahisseurs qui permet leur internalisation ou leur 

endocytose. Enfin, les particules étrangères sont éliminées par la phase de la digestion (Figure 

9).  
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Figure 9. Représentation schématique des différents stades de la phagocytose et de l’encapsulation. 

 Les rectangles bleus représentent les différentes étapes de phagocytose ou d’encapsulation, les rectangles 

oranges représentent les facteurs humoraux intervenant à chaque étape (Soudant et al., 2013)  

 

 Le chimiotactisme 

Le chimiotactisme est le mouvement dirigé des cellules en gradient chimique (Cheng 

and Howland, 1979). Il est considéré comme étant la cause de leur accumulation dans les sites 

d’infection ou les tissus endommagés (Nelson et al., 1976). Il augmente la probabilité du contact 

physique entre les immunocytes et les envahisseurs et donc leur détection et élimination 

(Schneeweiss and Renwrantz, 1993). Plusieurs études ont décrit le chimiotactisme des 
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neutrophiles chez les vertébrés ainsi que les substances attractives (Voir la revue de Smith and 

Lumsden, 1983) tandis que peu de données sont disponibles pour les mollusques bivalves.  

Dans une récente étude, la motilité des hémocytes de Mytilus edulis a été caractérisée 

confirmant leur pouvoir de migration (Rioult et al., 2013). L’activation de la migration des 

hémocytes par des bactéries ou leurs produits sécrétés a été également rapportée chez la moule 

et l’huitre (Alvarez et al., 1995; Cheng and Howland, 1979; Schneeweiss and Renwrantz, 1993). 

 La reconnaissance des particules étrangères et l’attachement 

La phagocytose dépend de la capacité des immunocytes à reconnaitre les particules 

étrangères. Pour ce fait, des motifs de reconnaissance appelés PAMPs (pathogen-associated 

molecular patterns) sont exprimés à la surface des microorganismes pathogènes comme le 

lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram négatif, le peptidoglycane des bactéries gram 

positif et le β-glucane des champignons (Smith, 2001). Les PAMPs sont reconnus par plusieurs 

récepteurs phagocytaires. Ces récepteurs sont soit représentés par des protéines solubles de 

l’hôte (PRPs - pattern recognition proteins), soit associés aux membranes cellulaires (PRRs - 

pattern recognition receptors).  Parmi les récepteurs de surface cellulaires, on trouve chez les 

bivalves, les Toll-like (TLRs), les récepteurs de reconnaissance des peptidoglycanes (PGRPs) 

et les lectines. 

Les TLRs constituent un des plus anciens composants du système immunitaire. Ce sont 

des protéines transmembranaires comportant 1) un domaine extracellulaire composé de 

nombreux motifs LRR (leucin-rich repeats) capable de lier une grande variété de PAMPs, 2) 

une région transmembranaire et 3) un domaine cytoplasmique Toll /IL-1R (TIR) conservé 

(Takeda et al., 2003). Des transcrits de TLRs ont été identifiés chez plusieurs espèces de 

bivalves comme l’huitre (Zhang et al., 2011), la moule (Tanguy et al., 2013a; Venier et al., 

2011), la palourde (Mateo et al., 2010; Moreira et al., 2012) et d’autres (Qiu et al., 2007). 

Récemment, Toubiana et al. (2014) ont obtenu 15 séquences nucléotidiques complètes de TLRs 

chez Mytilus galloprovincialis, 11 transcrits chez Mytilus edulis et 21 transcrits chez 

Crassostrea gigas. De plus, l’injection de la moule méditerranéenne par des bactéries a induit 

une surexpression de certains gènes reliés au TLRs.   

Les PGRPs sont des protéines ubiquitaires qu’on retrouve chez la plupart des animaux 

incluant les vertébrés, les échinodermes et les mollusques. Elles reconnaissent  les bactéries à 

travers  le composant majeur de la paroi cellulaire ; le peptidoglycane (Dziarski and Gupta, 

2006). Chez les bivalves, les PGRPs ont été identifiés chez le pétoncle A. irradians, les 
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palourdes R. philippinarum et S. grandis ainsi que chez l’huitre C. gigas (Itoh and Takahashi, 

2008; Moreira et al., 2012; Ni et al., 2007; Wei et al., 2012). Un transcrit homologue à PGRP 

S1S de l’huitre creuse a été également identifié chez Mytilus edulis (Tanguy et al., 2013a). 

Les lectines sont les PRRs les plus connus chez les mollusques bivalves. Ce sont des 

glycoprotéines synthétisées et secrétées par les hémocytes, capables de se lier à la surface des 

microorganismes, avec un large spectre de reconnaissance. Ces molécules jouent un rôle 

important dans la reconnaissance du pathogène, la transduction du signal ainsi que l’adhésion 

cellulaire et l’inflammation (Kilpatrick, 2002). Elles possèdent des propriétés d’agglutination 

et d’opsonisation qui ont été mises en évidence chez les bivalves (Chatterjee and Adhya, 2013). 

Par exemple, une activité d’agglutination plus importante a été décrite chez une population 

résistante de  C. gigas en comparaison avec la population sensible de C. virginica (La Peyre et 

al., 1995). De plus, Romestand et al. (2002) ont rapporté l’augmentation de cette activité chez 

les mêmes espèces après exposition au parasite P. marinus.  

Différents types de lectines incluant les lectine type C, lectine liant l’acide sialique, la 

fucolectine et la galectine ont été caractérisées chez la moule méditerranéenne (Venier et al., 

2009, 2011). Dans une récente étude, Tanguy et al. (2013a) ont identifié dans les hémocytes de 

la moule bleue 4 transcrits homologues à la galectine et 34 homologues aux FREPs (Fibrinogen-

related protein). Les galectines sont caractérisées par une séquence conservée dans leur 

domaine carbohydrate de reconnaissance et une affinité spécifique pour les β-galactosides 

(Vasta, 2012), tandis que les FREPs sont dotés d'un domaine fibrinogène-like (FBG) dans la 

partie C-terminale mais qui diffèrent dans la région N-terminale (Romero et al., 2011).  

 L’internalisation ou l’endocytose 

L’internalisation est un processus séquentiel qui implique plusieurs molécules incluant 

des récepteurs, des transducteurs de signal et le cytosquelette. Le mécanisme est initié après la 

liaison des particules étrangères au récepteur phagocytaire spécifique ce qui active les voies de 

signalisation menant au réarrangement de l’actine cytosquelettique. Par conséquent, les 

pseudopodes sont étendus au point du contact,  pour entourer la particule et l’enfermer dans des 

vésicules appelées vacuoles endocytiques ou phagosomes primaires.  

L’enveloppement des cellules cibles par les plis membranaires des hémocytes a été décrit chez 

les bivalves (Cheng, 1975; Stefano, 1990). D’autres études ont également rapporté un autre 

mode d’ingestion. Par exemple, chez l’huitre creuse et la moule bleue, les hémocytes sont 

capables d’étendre un unique pseudopode en forme de cône qui engloutit le microenvahisseur 



  Etude bibliographique  

29 

 

(Renwrantz et al., 1979; Stefano, 1990). Il a été suggéré que le mode d’internalisation varie en 

fonction des récepteurs responsables de l’induction de la phagocytose mais aussi en fonction 

de la taille et la forme des particules visées (Champion and Mitragotri, 2006).  

 La digestion  

Après l’internalisation, le phagosome subit rapidement une série de transformations 

résultant de son interaction avec des sous compartiments de la voie endocytique (granules et 

lysosomes). En effet, des évènements de fission et de fusion avec différentes vésicules 

intracellulaires lui permettent l’acquisition de caractéristiques de dégradation propres aux 

lysosomes. Ainsi, après maturation, le phagosome aquiert un milieu acide contenant des 

enzymes protéolytiques lui permettant de détruire les particules ingérées (Russell, 2001).  

Différentes activités enzymatiques hydrolytiques libérées dans le phagolysosome ont été 

identifiées chez les bivalves, telles que les β-glucuronidases, les phosphatases alcalines et 

acides, le lysozyme, les lipases, les arylsulphatases et les estérases non spécifiques (Carballal 

et al., 1997a; Wootton et al., 2003). 

En plus de ces activités hydrolytiques, les hémocytes possèdent des activités 

microbicides dépendantes de l’oxygène, assurées par les espèces oxygénées réactives (EOR). 

Ces dernières peuvent être naturellement générées, comme une partie du métabolisme basal des 

hémocytes, mais aussi en réponse aux stimuli endogène ou exogène (Donaghy et al., 2015). Les 

EOR ont plusieurs sources cellulaires. Elles peuvent être produites à l’extérieur de la membrane 

cytoplasmique ou à l’intérieur de la cellule dans les mitochondries, le réticulum endoplasmique, 

les peroxysomes ou encore dans la vésicule phagocytique. La génération des EOR dans la 

mitochondrie a été démontrée chez plusieurs espèces de bivalves notamment dans les 

hémocytes de C. gigas en absence de stimulation (Donaghy et al., 2012). Tandis que peu de 

données sont disponibles pour l’implication du réticulum endoplasmique et des peroxysomes 

dans la synthèse de ces radicaux libres (Donaghy et al., 2015). 

La voie de synthèse des EOR la plus connue résulte de l’activation de l’enzyme appelée 

NADPH oxidase (Geiszt and Leto, 2004; Underhill and Ozinsky, 2002) qui libère l’anion 

superoxyde (O2
-) (Figure 10). Ensuite, la superoxidase dismutase (SOD) catalyse la production 

du peroxyde d’hydrogène (H2O2) à partir de l’O2. Le H2O2 peut à son tour réagir avec O2
- pour 

générer des radicaux hydroxyles (OH-) et des singulets d’oxygène (1O2) fortement réactifs. De 

plus, H2O2 peut être converti en acide hypochloreux et chloramines par les myeloperoxydases. 

Ainsi les EOR sont composées de superoxyde et de peroxyde avec des activités microbicides. 
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Les mécanismes oxydatifs ont été décrits chez plusieurs espèces de bivalves souvent après 

exposition à des stimulateurs chimiques (PMA) ou biologiques (zymosan, bactéries, produits 

bactériens). On peut citer les exemples suivants : chez les huitres C. virginica, C. gigas 

(Goedken and De Guise, 2004; Labreuche et al., 2006; Lambert et al., 2003), les moules M. 

edulis et M. galloprovincialis (Carballal et al., 1997b; Ordás et al., 2000; Pipe, 1992) et la 

coquille saint jacques P. maximus (Le Gall et al., 1991).  

Parmi les radicaux toxiques, on retrouve également des espèces nitriques réactives 

(ENR). Elles agissent en synergie avec les EOR dans les phagosomes où elles exercent des 

effets toxiques sur les microorganismes internalisés (Fang, 2004). Leur production débute avec 

la synthèse de l’oxyde nitrique (NO) par la NO synthase (NOS) à partir de l’arginine. Le NO 

peut réagir avec l’anion superoxyde et générer du peroxynitrite (ONOO-), composé au fort 

pouvoir microbicide. Les hémocytes de bivalves sont capables de produire du NO en réponse à 

des stimuli immunitaire (Gourdon et al., 2001; Novas et al., 2004; Tafalla et al., 2003; Villamil 

et al., 2007). 

 

Figure 10. Les différentes voies impliquées dans la production des EOR et ENR par les hémocytes de 

bivalves 

En dehors de la voie mitochondriale, les principales espèces réactives de l'oxygène dans les hémocytes des 

mollusques bivalves peuvent être produites à l'extérieur de la membrane cellulaire (à gauche) ou à l’intérieur du 

phagosome (à droite). Les enzymes sont notées en orange et les EOR et ENR en rouge. NO, oxyde nitrique; 

ONOO-, péroxynitrite; O2
-, superoxide; H2O2, peroxyde d’hydrogène; HOCl, hypochlorite; NOS, oxyde nitrique 

synthase; SOD, superoxyde dismutase; MPO, myeloperoxidase (Soudant 2008) 
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1.2.2. L’encapsulation 

L’encapsulation est la deuxième réponse immunitaire majeure des invertébrés contre les 

microorganismes et plus particulièrement contre les protozoaires. Elle est connue chez les 

bivalves comme la palourde commune ou la palourde japonaise infectées par les différentes 

espèces du parasite Perkinsus (Montes et al., 1995, 1997). Toutefois les processus moléculaires 

impliqués restent peu documentés. Quelques avancées ont été effectuées à travers le modèle du 

mollusque gastéropode Biomphalaria glabrata infecté par les trématodes Schistosoma mansoni 

(Van der Knaap and Loker, 1990). 

Selon Cheng and Rifkin (1970) ce mécanisme observé chez les bivalves représente une tentative 

de phagocytose interrompue lorsque la cible est trop grande pour être ingérée. La réponse est 

initiée par la libération des molécules d’adhésion par les granulocytes suite à la reconnaissance 

des particules cibles (Johansson et al., 1995). Ceci engendre le regroupement des cellules 

hémocytaires qui s’organisent en couches concentriques afin de former une capsule fine autour 

du parasite (Figure 9). La structure est mélanisée à travers l’activité de l’enzyme 

phénoloxydase fixée à la surface des hémocytes (Söderhäll et al., 1994) et le parasite est détruit 

grâce aux enzymes lysosomales et les EOR générées par les hémocytes (Soudant et al., 2013). 

1.2.3. La mort cellulaire programmée 

La mort cellulaire programmée regroupe un ensemble de processus cellulaires qui en 

réponse à certains signaux spécifiques conduit à exécuter un programme génétique aboutissant 

à la mort cellulaire. Elle permet notamment la destruction des cellules malades ou 

chimiquement endommagées sans libérer les composés cellulaires ou les agents infectieux qui 

peuvent menacer l’hôte. L’apoptose est une des catégories de la mort cellulaire programmée. 

Ce mécanisme utilise la propre énergie de la cellule et son contrôle génétique contrairement 

aux cellules nécrotiques. Morphologiquement, les cellules apoptotiques subissent des 

transformations comme le bourgeonnement des membranes et une condensation de la 

chromatine avec une fragmentation de l’ADN (Kim and Sharma, 2004). Une fois les cellules 

mortes, leur contenu est enfermé dans des vésicules connues comme les corps apoptotiques qui 

sont détruits par les phagocytes (Elmore, 2007).  

L‘apoptose est une des principales réponses face à une infection virale (Renault et al., 2000), 

en empêchant ainsi la dissémination des pathogènes dans l’organisme. Divers travaux ont 

permis de démontrer son existence chez Ruditapes philippinarum, Ostrea edulis et Crassostrea 

gigas (Lacoste et al., 2002; Renault et al., 2000). 
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2. L’immunité humorale  

Plusieurs molécules biologiquement actives ont été décrites dans l’hémolymphe des 

bivalves. Elles sont généralement classifiées en deux catégories : les biomolécules 

sérologiquement actives (opsonines, lysines, agglutines, facteurs antimicrobiens, lysozymes) et 

les enzymes d’origine lysosomale (aminopeptidases, β-glucuronidases, acide phosphatase, 

alcaline phosphatase, α-mannosidase, estérases et peroxydases).  

Les mécanismes moléculaires d’action précis sont seulement connus pour certains facteurs 

humoraux, malgré l’importance de leur rôle en tant qu’agents bactériolytiques et 

bactériostatiques (Gestal et al., 2008). 

2.1. Cascade de la prophénoloxydase 

Le système de la prophénoloxydase  joue un rôle crucial dans l’immunité innée. Il repose 

sur une métalloprotéine à cuivre, la phénoloxydase (PO), responsable de la production de 

mélanine. En réponse à la présence de microorganismes, la pro-protéine est clivée 

spécifiquement par une serine protéase endogène (Söderhäll et al., 1994). Sous sa forme active, 

la PO catalyse la réaction de conversion de phénols en quinones, qui forment par polymérisation 

la mélanine, et des composés intermédiaires bactéricides comme l’o-quinone (Coles and Pipe, 

1994; Söderhäll and Cerenius, 1998).   

L’activité de la PO a été mise en évidence dans les hémocytes et l’hémolymphe des bivalves 

comme M. edulis (Coles and Pipe, 1994), Perna viridis (Asokan et al., 1997) et C. gigas (Hellio 

et al., 2007). Butt and Raftos (2008) ont décrit la mélanisation des hémocytes de l’huitre  

Saccostrea glomerata sous l’action de la PO, après ingestion du parasite Marteilia sydneyi 

(Figure 11).  

 

Figure 11. Formation de la mélanine sous l’action de la PO après phagocytose de sporonts de Marteilia 

sydneyi par les hémocytes de Saccostrea glomerata. A : La mélanisation débute autour des sporonts 

phagocytés. B : Phagosome totalement mélanisé. Barre = 5µm (Butt and Raftos, 2008). 
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2.2. Enzymes lysosomales hydrolytiques 

Chez les mollusques bivalves, une grande variété d’enzymes lysosomales a été 

identifiée dans les hémocytes et le sérum (Tableau 2). Ces hydrolases sont responsables de la 

dégradation des agents infectieux réalisée à l’intérieur ou à l’extérieur des cellules (Xue and 

Renault, 2000). Elles sont induites par exposition aux bactéries ou à leurs composants 

structuraux (Cheng, 1986; Oubella et al., 1994). 

Tableau 2. Exemples d’enzymes lysosomales chez les mollusques bivalves 

Enzymes  Activité biologique Espèces  Référence  

Lysozyme 
Lyse bactéries Gram + 

 

Mercenaria mercenaria   

Mytilus edulis  

Cheng, 1975 

Pipe, 1990 

Aminopeptidase Exopeptidase  
Mytilus edulis 

Ruditapes philippinarum 

Renwrantz and Lam, 2010 

Oubella et al., 1994 

β glucuronidase 

Hydrolyse des 

mucopolysaccharides  

 

Mercenaria mercenaria   

Mytilus edulis 

Mytilus galloprovincialis 

Moore and Gelder, 1985 

Pipe, 1990 

Carballal et al., 1997a 

Phosphatase 

acide 

Dégradation intracellulaire 

des particules étrangères  

Mya arenaria 

Mytilus edulis 

Huffman and Tripp, 1982 

Moore and Lowe, 1977 

α mannosidase 
Dégradation intracellulaire 

des particules étrangères 
Crassostrea gigas  Cheng, 1992 

Estérase 
Dégradation intracellulaire 

des particules étrangères 

Crassostrea gigas 

Mytilus galloprovincialis 

Feng et al., 1971 

Carballal et al., 1997a 

Peroxydase  
Dégradation intracellulaire 

des particules étrangères 

Mytilus edulis 

Mytilus galloprovincialis 

Renwrantz et al., 1996 

Torreilles et al., 1997 

 

2.3. Inhibiteurs de protéases  

Les inhibiteurs de protéases sont des protéines qui régulent l’activité catalytique des 

protéases. Ils protègent l’hôte de l’activation excessive de cascades protéolytiques endogènes 

générant des produits toxiques qui peuvent endommager les tissus (Hibbetts et al., 1999). Ils 

luttent également contre les protéases produites par les organismes pathogènes en tant que 

facteurs de virulence (Oliver et al., 1999; Tall et al., 1999). Parmi ces protéines, on distingue 

les inhibiteurs spécifiques d’une classe de protéases comme les serpines (inhibiteurs de serine 

protéase) et les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéases (TIMP) (pour revue, voir Brew and 

Nagase, 2010). Elles ont été identifiées chez les bivalves comme les huitres C. gigas (Gueguen 

et al., 2003; Montagnani et al., 2007) et C. virginica (Faisal et al., 1998; Xue et al., 2009) ainsi 

que la moule Mytilus galloprovincialis (Venier et al., 2011).  
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Certaines études ont démontré leur rôle dans la lutte contre les pathogènes. Par exemple, 

Montagnani et al. (2007) ont rapporté l’expression de la Cg-Timp (Crassostrea gigas Tissue 

Inhibitor of Metalloprotease) dans les hémocytes en réponse à des injections bactériennes et de 

produits extracellulaires bactériens (ECPs). L’inhibition de la perkinsine, protéase 

extracellulaire majoritaire du protozoaire parasite de l’huître Perkinsus marinus par la sérine 

protéase de C. virginica cvSI-2 a été également démontrée (Xue et al., 2009).  

2.4. Peptides antimicrobiens 

Les peptides antimicrobiens (AMPs) sont parmi les plus importants effecteurs de 

défense immunitaire. Répandus dans l’ensemble du monde vivant, on peut les retrouver chez 

les plantes, les animaux et même les bactéries (voir revue Boman, 1995). Ils jouent des rôles 

complexes et multifonctionnels dans l’immunité allant de la destruction des microorganismes 

jusqu’à l’immunomodulation sélective des effets sur l’hôte (Ganz, 2003; Yeaman and Yount, 

2003). Ils sont synthétisés dans les granulocytes même en absence de menace ; toutefois la 

présence des bactéries induit une augmentation de leur concentration dans l’hémolymphe 

(Hubert et al., 1997; Mitta et al., 1999b). Différents peptides sont engagés dans la destruction 

des bactéries dans les phagocytes avant leur libération dans l’hémolymphe pour participer aux 

réponses systémiques (Mitta et al., 2000a, 2000b). 

Une grande diversité de peptides antimicrobiens a été révélée chez les espèces de 

moules. Des peptides similaires aux défensines des arthropodes ont été purifiés de 

l’hémolymphe de M. edulis et M. galloprovincialis (Charlet et al., 1996; Hubert et al., 1996). 

Dans les années suivantes, d’autres AMPs ont été caractérisés : les mytilines (Mitta et al., 

2000a), les myticines (Mitta et al., 1999a) et les mytimycines à activité strictement 

antifongique (Cantet et al., 2012; Charlet et al., 1996; Sonthi et al., 2012). Récemment, des 

nouvelles classes d’AMPs ont été découvertes soit par analyse des données de séquençage 

comme pour les mytimacines et les big défensines chez M. galloprovincialis (Gerdol et al., 

2012), soit par clonage des séquences nucléotidiques obtenus des ARNm comme pour les 

myticusines chez M. coruscus (Liao et al., 2013). Toutefois l’action de ces dernières familles 

reste à explorer. 
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III. Pathologies  

Durant les dernières décennies, les maladies touchant les mollusques bivalves se sont 

multipliées et plusieurs agents infectieux ont été décrits incluant des bactéries, des protozoaires 

et des virus (Le Tableau 3 en récence une partie).  

 Pathologies des moules 

 Divers organismes pathogènes ont été associés avec les espèces de mytilidés 

particulièrement dans un contexte de mortalités. Le copépode parasite Mytilicola intestinalis a 

causé d’importantes pertes dans la production mytilicole française en Charente Maritime et en 

Vendée au début des années soixante (Brienne, 1960, 1964). Polydora ciliata a également 

engendré de fortes mortalités en France. Cet annélide polychète se fixe sur les moulières de 

larves en quantités importantes formant une « couverture » qui gêne l'alimentation des 

mollusques (Ropert and Olivési, 2002). Plus récemment, des microorganismes ont été décrits 

comme agents infectieux des moules. Par exemple,  Jones et al. (1996) ont associé les mortalités 

de Perna canaliculus et Mytilus galloprovincialis avec la présence de virus. De même, la 

virulence de deux isolats affiliés à V. splendidus et V. coralliilyticus/ neptunius-like a été 

démontrée envers les larves de Perna canaliculus (Kesarcodi-Watson et al., 2009). 
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Tableau 3. Exemples de maladies et d’agents pathogènes affectant les bivalves 

 
Agents 

responsables  
Maladies  Espèces affectées  Références  

Champignon  
Ostracoblabe 

implexa 
Maladie de la coquille 

O. edulis, C. angulata 

C. gigas 

Alderman, 1985; 

Pirkova and Demenko, 2008 

Protozoaires 

Perkinsus 

marinus 
Maladie “Dermo”   C. virginica Soniat, 1996 

Perkinsus olseni  
R. philippinarum,  

R. decussatus 
El Bour et al., 2012 

Haplosporidium 

costale 

Haplosporidium 

nelsoni 

SSO (seaside 

organism) 

MSX (multi-nucleated 

unknown) 

C. virginica, C. gigas 
Burreson and Ford, 2004;  

Wang et al., 2010 

Bonamia 

ostreae 
Microcell disease  O. edulis Banning, 1982 

Marteilla  

refingens 

Maladie de la glande 

digestive 
O. edulis Grizel et al., 1974 

Marteilla 

sydneyl 

QX (Queensland 

Unknown) disease  
S. glomerata Butt and Raftos, 2008 

Virus  

Iridovirus 

Maladie des branchies 

OVVD (Oyster Velar 

Virus Disease) 

C. angulata, C. gigas 
Comps, 1983;  

Elston and Wilkinson, 1985 

Herpès Virus  

C. gigas, O. edulis, R.  

philippinarum, P.  

maximus 

Arzul et al., 2001;  

Renault et al., 2001 

Petits virus   
P. canaliculus,  

M. galloprovincialis 
Jones et al., 1996 

Bactéries 

Rickettsia  
C. chione, C. ariakensis, 

T. granosa 

Delgado et al., 2007;  

Wu and Pan, 2000;  

Zhu et al., 2012 

Nocardia 

crassostreae 
 C. gigas Friedman and Hedrick, 1991 

Roseovarius 

crassostreae 

JOD (juvenile oyster 

disease) 
C. virginica Boettcher et al., 2005 

Groupe V. 

Splendidus 
 

P. maximus, C. gigas,  

P. canaliculus, O. edulis 

Kesarcodi-Watson et al., 2009; 

Nicolas et al., 1996;  

Saulnier et al., 2010;  

Thompson et al., 2003 

V. tubiashii  C. gigas Travers et al., 2014 

V. tapetis  
BRD (Brown Ring 

Disease) 
R. philippinarum Allam et al., 2002 

V. coralliilyticus  C .giga, P. canaliculus 
Genard et al., 2013;  

Kesarcodi-Watson et al., 2009 

V. aestuarianus  C. gigas Garnier et al., 2007 
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IV. Les bactéries du genre Vibrio  

1. Caractéristiques phénotypiques, écologiques et taxonomiques 

1.1. Caractéristiques phénotypiques 

Les Vibrio sont des bacilles Gram négatif, de 2 à 3 μm de long, en forme de bâtonnet 

incurvé. Ces bactéries typiquement aquatiques sont aérobies-anaérobies facultatives, 

mésophiles et chimio-organotrophes. Elles sont le plus souvent oxydase positive et nitrate 

réductase positive. Elles sont cultivées sur des milieux gélosés type « Marine agar » et « Luria 

Bertani agar » additionné de 1 à 3% de sel. Elles peuvent également pousser sur le milieu 

sélectif TCBS (Thiosulfate-Citrate-Bile Saltsucrose agar) où elles forment des colonies vertes 

(couleur du milieu) ou jaunes pour les bactéries capables d’utiliser le sucrose (Figure 12).  

 

Figure 12. Diversité phénotypique de deux souches3 appartenant au groupe Vibrio Splendidus (V. 

crassostreae et V. tasmaniensis) sur le milieu TCBS: (Travers et al., 2015) 

Les vibrions sont caractérisés par une grande motilité. (Figure 13). Ils se déplacent dans 

les milieux liquides en « swimming » grâce à leurs flagelles polaires et dans les milieux solides 

en «swarming» via leurs flagelles latéraux (McCarter, 1999). Ils peuvent également avoir une 

motilité de type «twitching» générée par l’ancrage et les rétractions du pilus sur une surface 

solide (Wall and Kaiser, 1999; Watnick and Kolter, 1999). 

 

Figure 13. Micrographie de Vibrio pectenicida souche A365T sur milieu solide montrant les flagelles 

polaires et latéraux (×14000) obtenue en microscopie électronique à transmission (Lambert, 1998) 

                                                 
3 Une souche est un ensemble d'une espèce bactérienne, différente des autres bactéries de la même espèce par des différences 

mineures mais identifiables. 
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1.2. Caractéristiques écologiques 

Les Vibrio sont des bactéries aquatiques qu’on retrouve aussi bien dans l’eau douce que 

dans les habitats aquatiques salés tels que les eaux côtières, les estuaires et les infrastructures 

aquacoles. Ils jouent un rôle important dans la biodégradation, la régénération des nutriments 

et le cycle biogéochimique. Certaines espèces sont plus communes dans l’eau douce toutefois 

elles peuvent être transportées dans les environnements salés par le courant d’eau (Tantillo et 

al., 2004). Ces bactéries vivent sous forme libre ou en formant des biofilms qui sont des amas 

structurés de cellules bactériennes enrobés d’une matrice polymérique et attachés à une surface 

biotique ou abiotique (Tremblay et al., 2014). Ils peuvent également vivre en colonisant des 

animaux. En effet, plusieurs espèces ont été associées à des organismes marins comme les 

coraux (Rosenberg and Ben-Haim, 2002), les poissons (Frans et al., 2011), les mollusques 

(Travers et al., 2014), les algues (Lee et al., 2016), les crevettes (Gopal et al., 2005) et le 

zooplancton (Heidelberg et al., 2002).  

Le changement des paramètres de l’écosystème aquatique peut être critique à la survie 

et à la colonisation des bactéries. Parmi les facteurs environnementaux, la salinité, la 

disponibilité des nutriments et la température agissent sur l’abondance et la distribution des 

Vibrio. Par exemple, une température comprise entre 20 et 30°C augmente considérablement le 

nombre de bactéries (Kim et al., 2012; Randa et al., 2004). Pour s’adapter aux conditions 

environnementales hostiles, les Vibrio forment des biofilms (Yildiz and Visick, 2009). Ce mode 

de vie favorise la croissance des communautés bactériennes en donnant accès aux nutriments 

et les protège aussi des prédateurs et des substances antimicrobiennes (Donlan and Costerton, 

2002). 

Un autre moyen de survie des vibrions dans l’environnement est l’état « viable non 

cultivable » (VBNC) (Nilsson et al., 1991; Zhong et al., 2009). Dans cet état, les bactéries sont 

métaboliquement actives mais elles ne forment pas de colonies quand elles sont étalées sur un 

milieu de culture conventionnel. Le passage à l’état de VBNC peut s’accompagner de 

modifications morphologiques comme la réduction de la taille des cellules observée pour des 

souches de V. cholerae  (Chaiyanan et al., 2007).  

1.3. Taxonomie 

Les Vibrio appartiennent à la famille des Vibrionaceae et à la classe des gamma 

proteobacteria. Regroupant aujourd’hui plus de 130 espèces, ce genre est reconnu comme étant 
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un des groupes les plus diversifié des bactéries aquatiques hétérotrophes (Gomez-Gil et al., 

2014, http://www.bacterio.net/vibrio.html#r).  

Dans la taxonomie traditionnelle, l’identification des espèces est fondée sur des caractères 

phénotypiques d’ordre morphologique (coloration Gram, colonie, incurvation, présence de 

flagelle, etc…) ou biochimique (source de carbone, tolérance au sel, activité enzymatique, 

etc…) (Alsina and Blanch, 1994). Toutefois, face à la grande variabilité et au nombre croissant 

des nouvelles espèces, des méthodes d’identifications moléculaires se sont avérées nécessaires. 

Aujourd’hui les taxonomistes privilégient une approche polyphasique, c’est-à-dire reposant sur  

une synthèse des résultats obtenus à partir de plusieurs techniques comme l’hybridation 

ADN/ADN, le séquençage de l’ARNr 16S ou la MLST4 et le phénotypage. La combinaison de 

ces outils a permis de mettre en évidence la nature polyphylétique des vibrions (Thompson et 

al., 2004). Dans une récente étude, Sawabe et al. (2013) ont différencié de nouveaux groupes 

en se basant sur l’analyse de séquences multilocus (MLSA). Le pourcentage de similarité des 

séquences de 8 marqueurs génomiques (gapA, gyrB, ftsZ, mreB, pyrH, recA, rpoA et topA) a 

permis de distinguer 23 groupes au sein de 96 espèces identifiées (Figure 14). Le groupe V. 

Splendidus semble être le plus polyphylétique, il regroupe 16 espèces isolées dans la plupart 

des cas à partir de mollusques bivalves (Travers et al., 2015).

                                                 
4 MLST ou « Multilocus sequence typing » est une technique de typage qui examine les séquences nucléotidiques 

de plusieurs locus codant des gènes de ménage. 

http://www.bacterio.net/vibrio.html#r
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Figure 14. Arbre phylogénétique fondé sur le séquençage de huit gènes de référence  (gapA, gyrB, ftsZ, mreB, pyrH, recA, rpoA, et topA) des 96 espèces de Vibrio.  

Les nouveaux groupes sont indiqués en trait plein rouge et les lignes pointillées en rouge ou noir indiquent respectivement les groupes changés ou inchangés (Sawabe et al., 2013)
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2. Pouvoir pathogène 

Les bactéries peuvent être classées selon leur pouvoir pathogène qui représente leur 

capacité potentielle à produire une maladie (Casadevall and Pirofski, 1999). Ces 

microorganismes regroupent différentes catégories incluant des commensales avirulentes, des 

opportunistes qui peuvent causer des dommages en cas d’affaiblissement de l’hôte et des 

pathogènes virulentes en toutes circonstances. Le groupe de Vibrio contient aussi bien des 

bactéries symbiotiques que des pathogènes pour l’Homme ou les organismes marins comme les 

poissons, les crustacés et les mollusques. 

2.1. Les vibrions pathogènes pour l’Homme 

Une douzaine d’espèces de Vibrio est connue pour sa pathogénicité envers l’Homme 

dont les plus dangereuses V. cholerae, V. parahaemolyticus, et V. vulnificus. Ces bactéries 

peuvent infecter leur hôte soit 1) par voie orale après ingestion d’aliments ou d’eau contaminée 

par des excréments humains ou eaux usées ou encore des fruits de mer et poisson crus, soit 2) 

par voie cutanée en exposant des coupures ou blessures ouvertes à l’environnement aquatique 

et les animaux marins (Lee and Younger, 2002; Toti et al., 1996; West, 1989). Les infections 

causées par les Vibrio peuvent être divisées en trois principaux syndromes cliniques : 

septicémie primaire, gastroentérite et infections des plaies. Le Tableau 4 énumère les 

différentes espèces pathogènes pour l’Homme et leur association avec les syndromes cliniques.  

Tableau 4. Association des espèces de Vibrio pathogènes avec les syndromes cliniques (Tantillo et al., 2004) 

Espèces de Vibrio Septicémie primaire Gastroentérite Infection des plaies 

V. cholerae O1 * + + + + 

V. cholerae non-O1 + + + + + + 

V. parahaemolyticus + + + + + + 

V. vulnificus + + + + + + + + 

V. fluvialis * + + * 

V. alginolyticus + * + + + 

V. damesela * * + + + 

V. furnissii * + * 

V. hollisae + + + * 

V. mimicus * + + + + 

V. metschnikovii + + * 

V. cincinnatiensis + * * 
 

+++ Association courante; ++ Association possible; + Association rare; * Association non établie avec certitude 
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2.1.1. V. cholerae  

Vibrio cholerae est l’agent causatif de la maladie infectieuse souvent épidémique : le 

choléra. Cette bactérie se transmet à l’hôte humaine à travers l’eau et les aliments contaminés 

(Depaola, 1981). Une fois dans l’estomac, elle adhère à l’épithélium et produit une entérotoxine 

appelée « cholera toxin » (CT) qui provoque des diarrhées sévères pouvant engendrer une 

déshydratation mortelle (Reidl and Klose, 2002). 

Jusqu’à 1992, le choléra était causé par le groupe toxigénique V cholerae O1 qui 

comprend deux biotypes5 : classique et El Tor. Ces organismes peuvent être identifiés par 

l’agglutination de l’antisérum spécifique à l’antigène O1, constituant des lipopolysaccharides 

de la membrane externe des vibrions (Stroeher et al., 1992). En 1992, une souche appartenant 

au sérogroupe O139 a émergé durant les épidémies en Inde et au Bangladesh. Elle est identifiée 

par l’agglutination dans l’antisérum spécifique au groupe O139 et aussi à la présence de 

capsule. Cette souche produit la même entérotoxine et a le même potentiel épidémique que les 

souches O1 (Finkelstein, 1996).  

2.1.2. V. parahaemolyticus 

Vibrio parahaemolyticus est la principale cause de la gastroentérite engendrée via les 

fruits de mer crus ou insuffisamment cuits (Barker and Gangarosa, 1974). Son pouvoir 

pathogène est lié à la production des hémolysines TDH (Thermostable Direct Hemolysin) et 

TRH (TDH-Related Hemolysin), apparentée à la toxine TDH (Raghunath, 2015; Suthienkul et 

al., 1995). Ces enzymes ont des activités lytiques, cytotoxiques et entérotoxiques. Elles lysent 

les érythrocytes et perturbent l’organisation du cytosquelette ainsi que l’homéostasie du 

calcium (Fabbri et al., 1999; Honda et al., 1992; Raimondi et al., 2000). Dans le milieu naturel, 

la plupart des souches de V. parahaemolyticus ne sont pas pathogènes (Velazquez-Roman et 

al., 2012). En revanche, les bactéries isolées de patients infectés possèdent les gènes codant 

pour au moins une des deux hémolysines (Kaufman et al., 2002; Suthienkul et al., 1995). 

Les isolats de V. parahaemolyticus sont classés par sérotypage en se basant sur les 

propriétés des antigènes O et K. Toutefois, la corrélation entre le sérotype et le caractère 

pathogène des bactéries n’a pas été établie jusqu’à l’apparition, en 1996, de souche responsable 

des maladies appartenant au sérotype O3:K6. Ce clone pandémique a été identifié comme étant 

                                                 
5 Le terme « biotype » distingue des caractères biochimiques permettant de définir différents groupes au sein des bactéries 

d'une même espèce. 
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le sérotype dominant des cas cliniques décrits dans divers pays incluant l’Inde, l’Asie du sud-

est, le Japon, l’Amérique du Nord et l’Europe (Bag et al., 1999; Daniels et al., 2000; Martinez-

Urtaza et al., 2005; Matsumoto et al., 2000; Toyofuku, 2014; Vuddhakul et al., 2000). 

2.1.3. V. vulnificus 

Vibrio vulnificus est l’agent étiologique des infections nécrosantes de la peau et de la 

septicémie chez les humains (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1996; 

Finkelstein et al., 2002). Cet agent opportuniste engendre une dangereuse septicémie (taux de 

mortalité excédant 50%) principalement chez les personnes immunodéprimées ou présentant 

une surcharge en fer dans leur sérum tels que les malades de foie (Hlady and Klontz, 1996). 

Quant à l’infection cutanée, elle évolue rapidement en cellulite, ecchymoses et potentiellement 

en fasciite nécrosante. Toutefois elle induit un taux de mortalité plus faible (25%) (Bowdre et 

al., 1981; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 1993; Klontz et al., 1988). Parmi 

les facteurs de virulence de V. vulnificus, la capsule polysaccharidique (CPS) semble jouer un 

rôle important dans l’inflammation et dans la résistance aux réponses immunitaires (Horseman 

and Surani, 2011; Yoshida et al., 1985). 

Les souches de V. vulnificus sont classées suivant des caractéristiques biochimiques en 

deux biotypes. Le  biotype 1 inclue les bactéries responsables de la majorité des infections 

humaines tandis que les bactéries du biotype 2 sont des pathogènes des anguilles (Amaro and 

Biosca, 1996; Jones and Oliver, 2009; Tison et al., 1982). Plus récemment, un troisième biotype 

a été identifié (biotype 3) réunissant des propriétés des deux premiers groupes et causant des 

infections cutanées (Bisharat et al., 1999; Zaidenstein et al., 2008).  

2.2. Les vibrions pathogènes des organismes marins 

Les Vibrio sont à l’origine de la plupart des pathologies bactériennes en aquaculture 

marine. Ils touchent tous les types de filières de production incluant poisson, crustacé ou 

mollusque.  

2.2.1. Chez les poissons 

La mortalité des poissons par les vibrions est très commune. Elle touche les différents 

stades de développement, du larvaire à l’adulte, aboutissant dans certains cas à la mort de la 

population entière (Diggles et al., 2000; Hansen and Olafsen, 1999; Ishimaru et al., 1996; 

Iwamoto et al., 1995; Olafsen, 2001).  
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Plusieurs espèces de Vibrio ont été décrites pour leur pathogénicité envers les poissons, 

avec parmi les plus connues V. anguillarum, V. salmonicida, et V. vulnificus (pour revue, 

Colwell and Grimes, 1984; Woo et al., 2011).  

Vibrio anguillarum a été initialement décrit en 1909 comme l’agent étiologique de la 

maladie de la peste rouge des anguilles. Actuellement il affecte plus de 50 espèces de poissons 

d’eau douce et salée comme le saumon atlantique, la truite arc en ciel, le turbot, la daurade ou 

l’ayu (Frans et al., 2011; Toranzo et al., 2005). Ce pathogène infecte son hôte principalement à 

travers les blessures dans la peau ou par voie orale. Il adhère, colonise et se prolifère en utilisant 

le mucus intestinal comme source de nutriments (Olsson et al., 1998; O’Toole et al., 2004). 

Ensuite, il entre dans la circulation sanguine engendrant une septicémie ou une infection des 

organes internes comme le foie, la rate et les reins (Grisez et al., 1996). 

Vibrio salmonicida est responsable de la maladie d’Hitra appelée également « la 

vibriose de l’eau froide ». Elle affecte le saumon et la morue cultivés au Canada et dans les pays 

nordiques (Bruno et al., 1985; Egidius et al., 1986; Sørum et al., 1990). Cette bactérie agit à des 

températures basses au-dessous de 15°C et provoque une anémie sévère et une importante 

hémorragie (Toranzo et al., 2005). 

2.2.2. Chez les coraux 

Le blanchiment est l’une des maladies les plus sévères et les plus répandues chez le 

corail (Rosenberg and Loya, 2013). Elle se traduit par une décoloration due à l’interruption de 

la symbiose entre les coraux et les microalgues (les zooxanthelles) (Sutherland et al., 2004). Ce 

phénomène est généralement corrélé à des conditions environnementales particulières telles que 

l’élévation de la température ou la réduction de la salinité mais aussi à la présence de bactéries 

pathogènes du genre Vibrio (Rosenberg and Ben-Haim, 2002).  

Vibrio shiloi est l’agent étiologique du blanchiment d’Oculina patagonica. Sa virulence 

est strictement reliée à une température élevée, comprise entre 24 et 29°C (Kushmaro et al., 

1998, 2001). Dans ces conditions, la bactérie pénètre dans les tissus de son hôte et se transforme 

en une forme viable et non cultivable (VBNC) lui permettant de se multiplier (Banin et al., 

2000). De plus, son internalisation est accompagnée de la production d’une toxine P capable 

d’inhiber la photosynthèse du zooxanthelle (Banin et al., 2001). 

Vibrio coralliilyticus est également un pathogène dépendant de la température, qui 

affecte Pocillopora damicornis. En effet, il est capable d’induire le blanchiment à 25°C et de 
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lyser les tissus entre 27 et 29°C (Ben-Haim et al., 2003a, 2003b; Ben-Haim and Rosenberg, 

2002). Récemment, Rubio-Portillo et al. (2014) ont démontré que V. coralliilyticus peut agir en 

synergie avec V. shiloi et induire la maladie à des températures moins importantes (20°C). 

2.2.3. Chez les crustacés  

La vibriose touche plusieurs espèces de crustacés. Chez les crabes marins, l’infection 

entraine une bactériémie ou une maladie de la coquille (voir revue Wang, 2011). De fait, des 

bactéries du genre Vibrio ont été isolées à partir de l’hémolymphe du crabe bleu Callinectes 

sapidus (Davis and Sizemore, 1982; Krantz et al., 1969; Welsh and Sizemore, 1985), de 

Callinectes bocourti (Rivera et al., 1999) et du crabe de roche Cancer irroratus (Newman and 

Feng, 1982). De plus, la pathogénicité des isolats a été démontrée en conditions expérimentales 

(Newman and Feng, 1982). Similairement, Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus et V. 

alginolyticus ont été décrits comme agents causatifs de la maladie de la coquille chez le homard 

(Abraham et al., 1996; Porter et al., 2001). La souche luminescente V. harveyi a également 

induit des mortalités importantes dans les cultures des larves de Sagmariasus verreauxi en 

nouvelle Zélande (Diggles et al., 2000). Ces mêmes espèces (V. harveyi, V. vulnificus, V. 

parahaemolyticus et V. alginolyticus) ainsi que V. anguillarum et V. splendidus ont été 

associées aux pathologies observées dans les élevages de la crevette Penaeus monodon en Inde 

(Jayasree et al., 2006). Les souches V. nigripulchritudo et V. penaeicida ont aussi induit 

d’importantes mortalités chez les crevettes Litopenaeus stylirostris cultivées en Nouvelle 

Calédonie (Goarant et al., 2000, 2006a, 2006b). 

2.2.4. Chez les mollusques  

Les Vibrio affectent les mollusques marins quels que soit leur famille, genre ou espèce. 

Chez les céphalopodes, V. alginolyticus infectent les seiches Sepia officinalis, S. apama et S. 

pharaonis (Reimschuessel et al., 1990; Sangster and Smolowitz, 2003) tandis que V. lentus  

provoque des lésions de la peau chez la pieuvre sauvage Octopus vulgaris (Farto et al., 2003). 

Chez les gastéropodes, Li et al. (1998) ont reproduit la maladie des pustules blanches de 

l’ormeau Haliotis discus après infection expérimentale par des souches de V. fluvialis II. De 

même, Nicolas et al. (2002) ont prouvé la pathogénicité de V. carchariae qui infecte les 

populations sauvages et d’élevage d’Haliotis tuberculata. 

Les bivalves constituent la classe la plus touchée par la vibriose. Depuis les épisodes de 

mortalités observées dans les élevages d’huitres, les études se sont multipliées et différentes 

souches bactériennes ont été identifiées (voir revues Beaz-Hidalgo et al., 2010; Paillard et al., 
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2004; Romalde et al., 2014; Romalde and Barja, 2010; Travers et al., 2015). Le Tableau 5 

récapitule les principales espèces ou groupes décrits.  

Tableau 5. Exemples d’espèces de Vibrio pathogènes pour les mollusques bivalves (adapté de Travers et 

al., 2015) 

Espèces  Hôte  Références  

Groupe V. Splendidus  Crassostrea gigas 

Ostrea edulis 

Perna canaliculus 

Pecten maximus  

Venerupis decussatus  

Venerupis rhomboides 

Lacoste et al., 2001; Saulnier et al., 2010 

Thompson et al., 2003 

Kesarcodi-Watson et al., 2009 

Lambert et al., 1999; Nicolas et al., 1996 

Gómez-León et al., 2005 

Lago et al., 2009 

Groupe V. Harveyi  Crassostrea gigas 

Venerupis decussatus 

Pinctada maxima 

Saulnier et al., 2010 

Gómez-León et al., 2005 

Pass et al., 1987 

V. tubiashii Crassostrea gigas 

Crassostrea virginica 

Mercenaria mercenaria 

Ostrea edulis 

Travers et al., 2014 

Tubiash et al., 1965 

 

Jeffries, 1982; Lodeiros et al., 1987 

V. aestuarianus Crassostrea gigas Garnier et al., 2007; Labreuche et al., 2010 

V. coralliilyticus Crassostrea gigas  

Perna canaliculus 

Genard et al., 2013 

Kesarcodi-Watson et al., 2009 

V. tapetis Ruditapes philippinarum 

Cerastoderma glaucum 

Pecten glaber 

Donax trunculus 

Lithophaga lithophaga 

Paillard et al., 2006 

El Bour et al., 2008 

 

On distingue particulièrement le groupe V. Splendidus qui est souvent relié à plusieurs 

épisodes de mortalités. Ce clade polyphylétique rassemble jusqu’à aujourd’hui 16 espèces dont 

certaines sont pathogènes des bivalves (V. celticus, V. crassostreae, V. cyclitrophicus, V. 

tasmaniensis et V. splendidus) et d’autres ne le sont pas (Guisande et al., 2004; Prado et al., 

2005; Saulnier et al., 2010; Vanhove et al., 2015). Toutefois, ces bactéries à pathotypes6 

                                                 
6 Le terme « pathotype » est synonyme de « biotype » ou encore de « race physiologique », et désigne une entité génétique 

d’un agent pathogène définie par son profil de virulence. 
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contrastés peuvent collaborer dans les infections polymicrobiennes. En effet, les souches 

virulentes et avirulentes peuvent interagir et faciliter la pathologie induite chez l’huitre par V. 

crassostreae (Lemire et al., 2015) ou V. tasmaniensis (Gay et al., 2004). Par exemple, la souche 

virulente V. crassostreae n’a pas d’effet létal à faible dose (4.104 UFC/animal) néanmoins en 

présence de la souche avirulente, elle induit jusqu’à 70% de mortalité (Lemire et al., 2015). 

3. Facteurs de virulence 

Pour provoquer une maladie, un organisme pathogène doit être capable de coloniser les 

surfaces de l’hôte, pénétrer dans ses tissus, interférer avec ses mécanismes de défense, pouvoir 

se multiplier dans l’environnement et enfin causer des dommages à l’hôte (Casadevall and 

Pirofski, 1999). Pour cela, il utilise des facteurs de virulence qui interviennent au cours de ces 

différentes phases et qui assurent également sa viabilité. Le Tableau 6 décrit les principaux 

facteurs de virulence chez Vibrio ainsi que leurs fonctions. 

Tableau 6. Les différents facteurs de la virulence décrits chez Vibrio adapté de Mersni Achour (2014) 

 Facteurs  Fonction(s) principale(s) Références 

 

Facteurs d’adhésion 

et de colonisation 

(Mise en contact hôte- 

pathogène) 

Le flagelle 
-Facilite le mouvement 

chimiotactique dirigé (swarming et 

swimming) 

-Attachement 

-Formation de biofilm 

-Impliqué dans la virulence 

(pénétration) 

Guentzel and Berry, 1975; 

Milton et al., 1996; 

Richardson, 1991; Syed and 

Klose, 2011 

Les pili (adhésines) 
 

-Mobilité (twitching) 

-Colonisation 

-Adhésion 

-Formation de biofilm 

Attridge et al., 1996; Bardy 

et al., 2003; Li et al., 2008; 

Shime-Hattori et al., 2006; 

Thelin and Taylor, 1996; 

Voss et al., 1996; Voss and 

Attridge, 1993 

Les protéines de la 

membrane externe 

(OMP) 

-Adhésion 

-Invasion 

-Adaptation du pathogène à divers 

environnements 

-Impliquées dans la virulence: 

adhésion et invasion aux cellules de 

l’hôte. 

Beaubrun et al., 2008; 

Duperthuy et al., 2011, 

2010; Goo et al., 2006; Lin 

et al., 2002; Nandi et al., 

2005 

 

 

Facteurs d’altération 

et de multiplication 

(au niveau 

membranaire et à 

l’intérieur de l’hôte) 

Enzymes hydrolytiques: 

Lipases, protéases, 

nucléases, hyaluronidases, 

hémolysines (action 

locale) 

 

 

 

 

 

 

Sidérophores 

 

-Permettent aux bactéries: 

d’échapper à la réponse 

immunitaire humorale et de 

proliférer dans une niche bien 

protégée 

-Réarrangement du cytosquelette 

d'actine 

-Augmentent la perméabilité 

vasculaire et induit la formation 

d’œdème 

- Dégradation de substrats comme 

le collagène et l'élastine 

 

-Approvisionnement en fer (Fe3+) 

-Impliqués dans la virulence 

(multiplication) 

Chuang et al., 1997; Kochut 

and Dersch, 2013; Miyoshi 

et al., 1987; Miyoshi and 

Shinoda, 1992; Niemann et 

al., 2004; Oliver et al., 

1986; Shinoda and Miyoshi, 

2011; Teo et al., 2003 

 

 

Andrus et al., 1983; Guan et 

al., 2001; Simpson and 

Oliver, 1983 
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Tableau 6. (Suite) 

 Facteurs  Fonction(s) principale(s) Références 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Facteurs d’altération 

et de multiplication (au 

niveau membranaire et à 

l’intérieur de l’hôte) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Exotoxines : 

i): Les toxines ciblant la 

membrane plasmique 

Les hémolysines 

 

 

 

 

 

 

 

RTX (repeats in toxin) 

 

 

 

 

 

 

ii) les toxines à cible 

intracellulaire 

Les toxines du type AB: le 

plus connu est la toxine 

cholérique (CT) 

 

 

 

 

iii) Les toxines injectées 

Le système de sécrétion de 

type trois ou SSTT) 

 

 

 

 

 

 

Endotoxines (composés 

toxiques structuraux de la 

membrane bactérienne)   

LPS 

 

 

-Lyse cellulaire 

-Lésion tissulaire 

-Destruction des cellules du 

système immunitaire 

-Induction d’apoptose 

-Impliquées dans la virulence 

(formation de pores et 

désorganisation cellulaire) 

 

 

-Lyse cellulaire par formation des 

pores 

-Induction d’apoptose 

-Choc osmotique 

-Impliqués dans la virulence 

(formation de pores et 

désorganisation cellulaire) 

 

 

 

-Entérotoxine: provoque 

l’augmentation d’AMP cyclique qui 

induit un déséquilibre dans 

l’absorption des ions Na+ et Cl- 

-Modulation de l'immunité de l'hôte 

-Toxicité 

 

 

-Sécrétion et translocation des 

facteurs de virulence dans la cellule 

de l’hôte 

-Impliquées dans la virulence 

(subvertir le système de 

signalisation de l'hôte) 
 
 
 

 

-Induction de l'apoptose 

-Sur-stimulation du système 

immunitaire 

-Toxicité 

 

 

 

Chen et al., 2004; Olivier et 

al., 2007; Rodkhum et al., 

2005; Wong et al., 2012 

 

 

 

Lee et al., 2008; Lin et al., 

1999 

 

 

 

 

 

Sanchez and Holmgren, 2011; 

Satchell, 2003 

 

 

 

Ham and Orth, 2012; Park et 

al., 2004 

 

 

 

 

 

Foster et al., 2000; Jones and 

Oliver, 2009; Kabir, 1982 

Facteurs de résistance 

au système immunitaire 

de l’hôte 

(en contact avec les 

acteurs du système 

immunitaires de l’hôte) 

Capsule 

 

 

 

 

 

Pompes à efflux 

 

 

Superoxyde dismutase 

(SOD) et catalase 

-Adhésion 

-Résistance à la phagocytose et aux 

effets bactéricides du sérum de 

l’hôte 

-Impliquée dans la virulence 

(protection de pathogène) 

 

-Résistance multiple aux 

antibiotiques 

 

-Inhibition de la production 

d’espèces oxygénées réactives 

Casadevall and Pirofski, 

2009; Johnson et al., 1992; 

Trigiani-Fernandez, 2001 

 

 

Bina et al., 2008 

 

Banin et al., 2003; Daily et 

al., 1978 
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Chez le groupe V. Splendidus, les facteurs de virulence de V. tasmaniensis sont les 

mieux décrits. La porine OmpU a été démontrée pour être un effecteur majeur dans l’interaction 

entre la souche V. tasmaniensis LGP32 et l’huitre creuse. Elle est impliquée dans la virulence 

de la bactérie et dans la résistance aux peptides antimicrobiens (Duperthuy et al., 2010). De 

plus, elle favorise l’internalisation du pathogène dans les hémocytes où il peut survivre et éviter 

son élimination (Duperthuy et al., 2011). V. tasmaniensis secrète également des facteurs 

toxiques dans ses produits extracellulaires comme la métalloprotéase Vsm (Binesse et al., 2008; 

Le Roux et al., 2007) et les vésicules OMVs (Outer Membrane Vesicles) (Vanhove et al., 2015). 

Ces dernières sont riches en hydrolases, en particulier la protéase serine vésiculaire qui 

contribue à la virulence de la bactérie.  
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Chapitre 2 : Mécanismes de défense 
contre les contaminants chimiques :  

le système MXR 
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I. Contamination chimique des milieux aquatiques  

1. Impact des polluants 

Durant les dernières décennies, la pollution de l’hydrosphère a augmenté à un taux 

alarmant principalement à cause du rejet d’un large nombre de polluants de source anthropique. 

Les effluents agricoles, industriels et domestiques libérés dans l’environnement sont souvent 

constitués d’un mélange complexe de contaminants toxiques comme les pesticides, les métaux 

ou encore les substances médicamenteuses (Fisson et al., 2014). Plusieurs centaines de ces 

composés sont considérés comme particulièrement dangereux, seuls ou en combinaison avec 

les autres et malgré l’interdiction de leur utilisation ils continuent à être présents dans 

l’environnement ce qui constitue une menace pour les prochaines décennies (Richardson, 2002; 

Smith et al., 2013).  

Le devenir des contaminants dépend de leurs propriétés physicochimiques, en 

particulier de leur caractère lipophile, de leur pression de vapeur et de leur stabilité chimique 

(Walker et al., 2016). Parmi ces contaminants, sous l’influence de l’environnement, certains 

sont transformés par chélation, hydrolyse, photodégradation, biodégradation etc. Toutefois, 

dans la plupart des cas, les produits de métabolisation sont aussi toxiques que la molécule 

initiale voire plus (Amiard-Triquet et al., 2016). Outre la dégradation de la qualité des eaux, la 

présence des xénobiotiques (dans leur état initial ou sous forme de métabolites) entraine des 

répercussions sur les organismes aquatiques touchant différents niveaux d’intégration à 

l’échelle des individus, des populations, des communautés et enfin des habitats (Figure 15). En 

effet, l’impact sur les organismes aquatiques des métaux et des polluants organiques persistants 

tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), les polychlorobiphényles 

(PCBs), les polybromodiphényleséthers (PBDE) et les pesticides, est reconnu depuis longtemps 

(voir Mearns et al., 2015 pour revue). En plus de ces contaminants dits classiques, de nouveaux 

polluants émergents apparaissent dans le milieu et semblent avoir des effets néfastes sur les 

organismes aquatiques (Mottaleb et al., 2015). Ils regroupent les substances pharmaceutiques, 

domestiques, industrielles et de soins corporels (Geissen et al., 2015). Entrant par voie 

respiratoire (branchies), dermique ou orale, ces différentes classes de polluants peuvent altérer 

la croissance, la reproduction ou encore le système immunitaire de plusieurs espèces de 

vertébrés et d’invertébrés marins (Akaishi et al., 2007; Allen et al., 1999; Chagot et al., 1990). 
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Figure 15. Impact des polluants sur les organismes et l’écosystème (adapté de Mason, 2002)  

 

2. Biosurveillance  

Pendant longtemps, l’étude de la pollution des écosystèmes s’est fondée sur des 

procédés de chimie analytique permettant de détecter ou doser les contaminants. Toutefois, 

cette approche n’est pas utilisable dans la réalité environnementale caractérisée par une 

contamination multiple associée à des stress variés induisant des effets cocktails. De plus, la 

présence d’un xénobiotique dans un milieu n’indique pas son pouvoir d’endommagement. De 

ce fait, il est indispensable non seulement de connaitre la distribution des polluants et leur 

concentration dans les biotopes mais aussi leur niveau d’accumulation dans les organismes ainsi 

que leurs effets sur l’état de santé (Ramade, 2007).  
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Ces informations permettent d’établir des connections entre les niveaux d’exposition, les 

niveaux  de contamination des tissus et les impacts précoces. C’est dans cette optique que la 

biosurveillance a pris place et a complété la surveillance chimique. La démarche s’appuie sur 

des espèces bioindicatrices pour 1) détecter l’effet des contaminants sur l’abondance relative, 

la présence ou absence de ces espèces et le changement dans la structure de peuplement ; 2) 

évaluer les effets des contaminants sur les organismes à des doses sublétales et les corréler avec 

les concentrations observées et d’autres indicateurs abiotiques et biotiques et 3) repérer 

l’éventuelle existence de souches naturelles résistantes parmi les espèces tolérantes à la 

pollution (Ramade, 2007). 

Les invertébrés aquatiques sont souvent utilisés dans la biosurveillance grâce aux 

avantages qu’ils présentent. Ils sont relativement faciles à échantillonner, à transporter, 

couvrent une grande diversité phylogénétique, sont omniprésents et abondants. Toutefois, ils 

présentent aussi des inconvénients tels que la différence entre leur physiologie et celle des 

vertébrés ce qui empêche la transposition simple des observations. Parmi les espèces les plus 

utilisées dans la biosurveillance, on retrouve les moules.  Ces dernières ont été utilisées dans 

les programmes de monitoring de la qualité des milieux côtiers , tels que le Réseau national 

d’Observation de la Contamination CHimique du milieu marin (ROCCH, ancien RNO) en 

France ou encore le « Mussel Watch Program » aux Etats-Unis depuis 1986 (Beliaeff et al., 

2002). Lors de ces programmes, des indicateurs biologiques ou biomarqueurs ont été mesurés. 

Les biomarqueurs s’appuient sur une série de changements physiologiques, biochimiques et 

histologiques dans les échantillons biologiques pouvant indiquer un impact direct ou indirect 

de polluants (Huggett, 1992). 

II. Mécanismes de défense contre les xénobiotiques  

Des mécanismes de défense permettent aux organismes aquatiques de faire face à la 

présence des polluants dans leur environnement en prévenant leur toxicité. Ils limitent leur 

bioaccumulation, par le contrôle de la distribution et l’augmentation de l’excrétion, mais aussi 

transforment le composé chimique sous une forme physicochimique non toxique lorsqu’il est 

internalisé (Amiard et al., 2006; Marigómez et al., 2002; Perales-Vela et al., 2006). Dans la 

section qui suit, les processus de détoxication seront principalement développés. 
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1. Les métallothionéines 

Les métallothionéines (MTs) sont des protéines soufrées de faible masse moléculaire. 

Elles jouent un rôle important dans les processus de protection cellulaire contre les actions des 

agents dangereux et dans les mécanismes contrôlant la croissance, la différenciation et la 

prolifération des cellules (voir revue Mao et al., 2012).  

Elles sont connues pour leur fonction de régulation des teneurs internes en métaux essentiels 

(Cu, Zn) et la détoxication des métaux non-essentiels (Ag, Cd, Hg) (Roesijadi, 1992; Viarengo 

and Nott, 1993). L’induction de la synthèse des MTs par les métaux a été démontrée chez 

plusieurs espèces aquatiques notamment les invertébrés, suggérant le potentiel de leur 

utilisation en tant que biomarqueurs (voir revue Amiard et al., 2006). Par exemple, Couillard et 

al. (1995) ont montré l’augmentation lente des MTs chez des populations de moule d’eau douce, 

Pyganodon grandi, transférées dans un lac très contaminé. De plus, cet accroissement était 

corrélé avec une augmentation tout aussi lente des concentrations tissulaires de cadmium. Des 

résultats similaires ont été observés chez la moule méditerranéenne Mytilus galloprovincialis 

(Mourgaud et al., 2002). 

2. Les enzymes de phase 0, I, II et III 

La bioaccumulation des composés organiques s’effectue principalement d’une manière 

passive à cause de leur hydrophobicité. Une fois absorbé, le xénobiotique peut suivre une voie 

de détoxication permettant son excrétion de l’organisme avant d’exercer son effet toxique (van 

der Oost et al., 2003). Parmi les voies de détoxication cellulaire, la biotransformation des 

xénobiotiques par les enzymes de phase I et II est la plus étudiée. Elle consiste en un processus 

en deux phases de réactions enzymatiques qui convertissent les produits lipophiles en 

métabolites plus hydrophiles permettant ainsi leur élimination (Black and Coon, 1987; Vrolijk 

et al., 1994). Les enzymes de la phase I à cytochromes P450 (CYP), catalysent essentiellement 

les réactions d’oxydo-réduction et d’hydrolyse permettant l’introduction d’un groupe 

fonctionnel au xénobiotique (Commandeur et al., 1995; Sheweita, 2000). Par exemple, le 

cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) est induit par l’activation du récepteur de l’aryl hydrocarbone 

(AHR) suite à la liaison du benzo[a]pyrène (Nebert et al., 2000). Quant aux enzymes de la phase 

II (comme la glutathione-S-transférase ou GST), elles permettent la conjugaison des 

métabolites issus de la phase I avec un ligand endogène (Jancova et al., 2010).  

Deux étapes de transport sont ajoutées aux activités de biotransformation et nommées 

respectivement phase 0 et phase III de la détoxication (Figure 16). Elles impliquent l’efflux des 
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composés chimiques parents et de leurs dérivés par les transporteurs ABC (ATP binding 

cassette) comme la Pgp (P-glycoprotéine) et la MRP (multidrug resistance protein) (Szakács et 

al., 2008; Xu et al., 2005). La Pgp et l’ABCG2 exportent des produits chimiques dans leur 

forme d’origine ou métabolisée contrairement à MRP1 qui efflue principalement des 

métabolites et le glutathion (Sharom, 2008). 

 

Figure 16. Métabolisme des xénobiotiques au niveau cellulaire (source IRSN http://www.irsn.fr/) 

CYP (les cytochromes P450), SULT (sulfotransférase), GST (glutathion-S-transférase), UGT (UDP 

glucuronosyltransférase), MRP (multidrug resistance proteins) 

 

De nombreuses études ont décrit l’induction des cytochromes P450 chez les bivalves 

par les contaminants organiques, particulièrement les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAPs) (Livingstone et al., 1997; Petushok et al., 2002; Porte et al., 2001; Serafim et al., 2008). 

Par exemple, l’activité de la NAD(P)H cytochrome c reductase augmente dans les tissus de 

moules exposées au benzo[a]pyrène au laboratoire (Michel et al., 1993) ou transplantées dans 

des milieux à forte contamination organique (Michel et al., 1994; Nasci et al., 2002). 

3. Le système MXR 

Le système MXR ou « Multixenobitic Resistance » est un mécanisme d’efflux des 

xénobiotiques connu chez les organismes aquatiques (voir revue Bard, 2000). Il a été nommé 

ainsi par analogie au phénomène de résistance des cellules cancéreuses à la chimiothérapie 

appelé « Multidrug Resistance » ou MDR (Kurelec, 1992). Comme son analogue, il utilise des 

protéines transmembranaires appelées transporteurs ABC qui effluent activement les composés 

http://www.irsn.fr/
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toxiques à travers la membrane cellulaire. Cette résistance a été décrite pour la première fois 

chez la moule d’eau douce Anodonta cygnea (Kurelec and Pivcević, 1989). Par la suite plusieurs 

études ont identifié et caractérisé le phénotype MXR chez de nombreuses espèces aquatiques 

comme les éponges (Kurelec et al., 1992), les mollusques (Faria et al., 2011; McFadzen et al., 

2000; Rioult et al., 2014), les crabes (Köhler et al., 1998; Minier et al., 2008), les oursins 

(Hamdoun et al., 2002; Toomey and Epel, 1993), les daphnies (Campos et al., 2014) et surtout 

les poissons (Chan et al., 1992; Ferreira et al., 2014; Fischer et al., 2013; Luckenbach et al., 

2014). 

III. Les Transporteurs ABC effecteurs du phénotype MXR 

1. La famille ABC 

Les transporteurs ABC représentent une des plus larges familles de protéines en biologie 

(Dassa and Bouige, 2001). Chez les eucaryotes, ils jouent un rôle exclusivement exportateur et 

sont situés au niveau de la membrane plasmique et de celle des organites subcellulaires 

(Sharom, 2008). Dépendants de l’ATP, ils interviennent dans le transport des différents 

substrats (sucres, acides aminés, lipides…) à travers les membranes ou dans l’efflux des 

xénobiotiques (Dean et al., 2001; Leslie et al., 2005). D’autres membres de la famille ABC 

peuvent avoir la fonction de canaux ioniques, récepteurs ou facteurs intervenant dans la 

transcription et la traduction (Dean et al., 2001). 48 gènes ABC ont été identifiés chez l’humain. 

Ils sont divisés en 7 sous-familles nommées de ABCA à ABCG (Dean et al., 2001). 

Récemment, une 8ème sous-famille appelée ABCH a été découverte chez le poisson zèbre mais 

sa fonction est encore inconnue (Popovic et al., 2010). 

1.1. Structure  

Sur le plan structural, les sous-familles présentent un haut degré d’homologie avec 

toutefois certaines variations (Linton and Higgins, 2007). Typiquement, une protéine 

fonctionnelle complète contient deux domaines cytoplasmiques NBDs (Nucleotide Binding 

Domains) qui hydrolysent l’ATP et deux domaines transmembranaires MSDs (Membrane 

Spanning Domains) qui participent à la reconnaissance et le transport des substrats (Leslie et 

al., 2005). Il existe également des demi-transporteurs constitués d’un seul domaine NBD et un 

MSD qui doivent former des homo- ou hétérodimères pour être une pompe fonctionnelle 

(Schinkel and Jonker, 2003). Les groupes ABCA et ABCC sont entièrement composés de 

transporteurs complets contrairement aux sous-familles ABCD, ABCG, et ABCH qui ne 

comptent que des demi-transporteurs. Dans le cas des protéines d’ABCB, on trouve les deux 
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configurations. Enfin, les sous-familles ABCE et ABCF regroupent des protéines agencées 

uniquement en deux NBDs sans MSDs. Les membres de ces sous-familles n’interviennent pas 

dans les transports membranaires (voir revue Dean et al., 2001).  

Les NBDs partagent trois motifs caractérisant la cassette de fixation de l’ATP (Figure 

17) : les motifs Walker A appelé aussi P-loop (GXXGXGK(S/T), X représentent un acide 

aminé variable) et Walker B (φφφφD avec φ résidu hydrophobe) communs à toutes les protéines 

fixant des nucléosides triphosphates, et un motif C qui constitue la signature spécifique des 

transporteurs ABC (Mourez et al., 2000; Walker et al., 1982). Le motif C contient une séquence 

consensus LSGGQ qui a pour fonction de transmettre les signaux des régions NBDs aux TMDs 

(Borges-Walmsley et al., 2003). Toutefois, il peut exister des variations de motif par exemple, 

chez les champignons, on retrouve plus fréquemment une signature VSGGE (Kumar et al., 

2010). D’autres motifs conservés dans la région NBD semblent jouer un rôle important dans le 

mécanisme catalytique. La boucle « A-loop » contient un résidu aromatique essentiel pour 

l’union et l’hydrolyse de l’ATP (Ambudkar et al., 2006). La « Q-loop » est caractérisée par la 

présence d’un résidu invariant de glutamine qui s’engage dans de nombreuses interactions avec 

les domaines transmembranaires (Dalmas et al., 2005; Takahashi et al., 2005). La « D-loop » 

formée d’un résidu d’acide aspartique est impliquée dans l’activité catalytique des sites actifs 

(Schmitt and Tampé, 2002). Enfin, la « H-loop» dotée d’un résidu histidine est nécessaire pour 

l’hydrolyse de l’ATP et l’activité du transport (Nikaido and Ames, 1999; Shyamala et al., 1991). 

 

Figure 17. Structure des transporteurs ABC et séquences d’acides aminés caractéristiques des domaines 

NBDs ( Linton, 2007 modifié). Une pompe ABC contient typiquement 2 domaines transmembranaires MSDs 

(membrane spanning domains) et deux domaines cytoplasmiques NBDs (nucleotide binding domains). Les 

NBDs contiennent des motifs fortement conservés: Walker A/P-loop, Motif C, Walker B, A-loop, Q-loop, D-

loop, H-loop. P-gp: P-glycoprotéine, Sav: transporteur ABC de Staphylococcus aureus. 
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1.2. Mécanismes de transport  

A l’heure actuelle, les mécanismes d’action détaillés des transporteurs ABC restent 

controversés. Plusieurs modèles ont été proposés en se basant sur les données biochimiques et 

structurales. Les plus connus pour la Pgp sont les configurations « alternance de site » et « ATP-

switch » (Higgins and Linton, 2004; Senior et al., 1995). Le premier modèle (alternance de site) 

suppose l’existence d’un cycle catalytique alternant entre les 2 NBDs durant l’hydrolyse de 

l’ATP. Dans ce cas, les deux sites nucléotidiques ne fonctionnent pas en même temps mais ils 

se relaient. De plus, cette configuration considère l’hydrolyse de l’ATP comme l’étape 

énergétiquement la plus importante (Senior et al., 1995). Quant au modèle « ATP-switch », il 

suggère un fonctionnement combiné des deux sites nucléotidiques. Contrairement à la 

configuration d’alternance de site, la liaison de l’ATP constitue la principale source d’énergie 

pour le transport (Higgins and Linton, 2004). La Figure 18 décrit les principales étapes du 

mécanisme.  

 

 

 

Figure 18. Mécanisme de transport des pompes ABC selon le modèle « ATP-switch » (Linton, 2007) 

Quatre étapes sont décrites : (1) La liaison du ligand au MSD induit un changement conformationnel du NBD et 

une augmentation de son affinité pour l’ATP, (2) la liaison de l’ATP provoque la fermeture des domaines 

nucléotidiques et par conséquence un réarrangement des domaines transmembranaires suffisant pour déplacer le 

ligand vers l’extérieur (3) l’hydrolyse de l’ATP permet la dissolution du dimère NBD fermé (4) le relargage de 

l’ADP et le Phosphate inorganique Pi complète le cycle de transport et rétablit la haute affinité de la protéine 

pour le ligand 

 

 

 

(1) (2) (3) (4) 
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2. Les principaux transporteurs impliqués dans la résistance 

MDR/MXR 

Parmi les pompes associées à l’efflux des composés chimiques, on distingue les sous-

familles les plus étudiées B, C et G. 

2.1. La P-glycoprotéine (Pgp) 

La Pgp est la pompe ABC la mieux caractérisée, elle appartient à la famille ABCB. Chez 

les humains, elle est codée par deux gènes MDR1 et MDR3 toutefois le terme Pgp se réfère 

souvent à l’isoforme MDRI de la classe 1 (Ferreira et al., 2014). C’est une protéine de 170 kDa 

contenant 1280 acides aminés. Elle a une structure complète de 4 domaines (2 NBDs et 2 

MSDs) avec 6 hélices transmembranaires dans chaque région MSD (Loo and Clarke, 1999) 

(Figure 19). ABCB1 est le premier membre identifié chez les eucaryotes, à cause de son 

implication dans la résistance des cellules cancéreuses à la chimiothérapie (Gottesman and 

Ling, 2006). Cette pompe est caractérisée par sa « non spécificité » remarquable vis-à-vis des 

allocrites7. En effet, son large spectre de transport inclut les produits naturels, les médicaments 

antinéoplasiques ou encore les stéroïdes (Sharom, 2008). Toutefois, certaines études ont 

indiqué des caractéristiques communes à ces substrats telles que l’hydrophobicité modérée, la 

petite taille, la charge positive ou la présence de domaines neutres (Ferreira et al., 2014; Ueda 

et al., 1997).  

 

 

Figure 19. Structure de la Pgp (Ferreira et al., 2014) 

MSD (membrane spanning domains), NBD (nucleotide binding domains), W-A (walker A) et W-B (walker B) 

 

                                                 
7 Un allocrite est défini comme un composé transporté par une pompe ABC. 
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2.2. Les Multidrug related proteins (MRPs)  

Après la découverte de l’ABCB1, l’étude du phénotype MDR dans les cellules 

cancéreuses a permis l’identification de l’ABCC1, premier membre de la sous-famille ABCC 

(Cole et al., 1992). Cette dernière comprend 13 membres dont les transporteurs ABCC1-5 

potentiellement impliqués dans la résistance aux médicaments, particulièrement les composés 

anioniques (Cole et al., 1992; Evers et al., 1998; Kool et al., 1997).  

Les protéines MRP1 et MRP2 sont les transporteurs les plus connus de ce groupe. Elles 

font une taille de 190 kDa et ont une structure atypique. En effet, en plus des quatre domaines 

typiques du transporteur complet, ces pompes comprennent une région MSD (MSD0) 

supplémentaire située au terminal N (Figure 20). Toutefois, le domaine MSD0 ne semble pas 

être essentiel pour l’activité de transport de MRP1 (Bakos et al., 1998). De plus, malgré la 

différence structurale et le faible degré d’homologie avec ABCB1 (15%), la résistance aux 

agents anticancéreux conférée par la surexpression de l’un ou l’autre de ces deux transporteurs 

a un profil similaire à celle associée à la Pgp  (Cole et al., 1994; Leschziner et al., 2006). MRP1 

transporte aussi une variété de molécules endogènes comme le glutathione, les composés 

conjugués au glucuronide ou au sulfate (Sharom, 2008).  

 

 

 

 

Figure 20. Structure des transporteurs MRP1 et MRP2 (Ferreira et al., 2014)  

MSD (membrane spanning domains), NBD (nucleotide binding domains), W-A (walker A) et W-B (walker B) 
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2.3. La Breast cancer resistance protein (BCRP) 

La BCRP est également connue sous le nom ABCG2, MitoXantrone-resistance protein 

(MXR), ou encore Placenta specific ABC protein (ABCP). Cette protéine est le deuxième 

membre de la famille ABCG. Elle a été initialement découverte dans les cellules MCF-7 

d’adénocarcinome mammaire humain (Doyle et al., 1998). Peu de temps après, deux protéines 

quasi identiques ont été identifiées à partir d’une lignée humaine de carcinome du colon 

hautement résistante à la mitoxantrone (appelée MXR) et à partir du placenta humain (appelée 

ABCP) (Allikmets et al., 1998; Miyake et al., 1999). Dans ce manuscrit, on utilisera que les 

dénominations BCRP/ABCG2 afin d’éviter la confusion avec le système MXR 

(Multixenobiotic resistance). La BCRP est un demi-transporteur de 72 kDa, composé d’un 

domaine NBD et d’un MSD (Figure 21). Elle a une configuration atypique dans laquelle la 

région NBD précède la MSD contrairement aux groupes ABCB et ABCC. Elle peut transporter 

plusieurs substrats allant des agents chimiothérapeutiques aux composés organiques anioniques 

(Mao and Unadkat, 2005). 

 

 

 

Figure 21. Structure de la BCRP (Ferreira et al., 2014). 

MSD (membrane spanning domains), NBD (nucleotide binding domains), W-A (walker A) et W-B (walker B) 

 

3. Les outils d’étude du système MXR chez les bivalves  

La présence des transporteurs ABC a été explorée chez les bivalves en utilisant des outils 

de détection moléculaire ou protéique ou encore par des approches fonctionnelles via des tests 

biochimiques. 
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3.1. Détection moléculaire et protéique 

Parmi les transporteurs ABC, la Pgp est la pompe la plus étudiée. Minier et al. (1993) 

ont été les premiers à avoir décrit des régions conservées du gène mdr ainsi que des protéines 

homologues à la Pgp  dans des extraits d’ADN et de protéines de Mytilus edulis et Crassostrea 

gigas. Par la suite, plusieurs études ont identifié partiellement les transcrits de abcb1-like dans 

différents organes de ces espèces (Luedeking and Koehler, 2002; Minier et al., 2002; Minier 

and Galgani, 1995) ainsi que chez Mytilus galloprovincialis (Della Torre et al., 2014), 

Dreissena polymorpha (Faria et al., 2011) et Corbicula fluminea (Chen et al., 2015). D’autres 

travaux ont utilisé l’anticorps monoclonal de la Pgp humaine C219 pour détecter la protéine 

principalement dans les branchies des moules M. californianus (Eufemia and Epel, 2000), M. 

galloprovincialis (Kurelec et al., 1996) M. edulis (Minier and Galgani, 1995; Minier and Moore, 

1996) et D. polymorpha (Minier et al., 2006),  les huitres C. gigas (Keppler and Ringwood, 

2001) et S. forskali (Kingtong et al., 2007) et la palourde C. fluminea (Achard et al., 2004). 

Depuis 2008, des études plus abouties sont apparues en combinant les outils moléculaires, 

protéiques et dans certains cas fonctionnels. Par exemple, Luckenbach and Epel, 2008 ont 

caractérisé la Pgp dans les branchies de M. californianus en décrivant la  séquence complète 

d’acides aminés et en localisant la protéine dans les tissus ainsi que son activité d’efflux. Plus 

récemment, la Pgp a été similairement caractérisée chez P. viridis, R. philippinarum, S. 

subcrenata et T. granosa (Huang et al., 2014, 2015). 

Quelques auteurs se sont intéressés à l’étude de la MRP chez les bivalves. Luedeking et 

al. (2005) ont isolé et caractérisé à partir des tissus de la moule bleue deux séquences 

apparentées à MRP1 et MRP2 (respectivement 50 et 70% d’homologie). Par la suite, d’autres 

transcrits mrp-like (partiels ou complets) ont été identifiés chez les moules M. californianus 

(Luckenbach and Epel, 2008), M. galloprovincialis (Della Torre et al., 2014) et D. polymorpha 

(Faria et al., 2016) ainsi que chez la palourde C. fluminea (Chen et al., 2015). La détection de 

la protéine est peu fréquente voire absente pour cette classe de transporteur. Une seule étude a 

décrit l’immunodétection de la MRP1 dans les branchies, manteau et la glande digestive de 

l’huitre S. forskali (Kingtong et al., 2007). 

La sous famille G2 est moins étudiée chez les bivalves. A notre connaissance, la 

présence de transcrits homologues à l’ABCG2 a été démontrée uniquement dans la glande 

digestive de la palourde asiatique C. fluminea  (Chen et al., 2015) et de la moule 

méditerranéenne M. galloprovincialis (d’après la base de données NCBI : 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HE599220.1). Un gène codant pour l’ABCG2 a été 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HE599220.1
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également identifié chez l’huitre creuse C. gigas (Zhang et al., 2012). Similairement à la Mrp, 

la protéine ABCG2 a été seulement détectée dans les tissus de S. forskali (Kingtong et al., 2007). 

3.2. Approche fonctionnelle biochimique 

En plus des substrats cités auparavant (cf. paragraphe 2), les pompes ABC sont capables 

de transporter des composés fluorescents. Cette propriété constitue un outil utile pour explorer 

leur activité à travers des essais d’accumulation de fluorescence dans la cellule ou de son efflux 

dans le milieu extracellulaire. Toutefois, certaines sondes sont allocrites de plusieurs 

transporteurs ce qui empêche la différenciation des activités dans un système muni de plusieurs 

pompes (Figure 22 A).  

        

Figure 22. Diagrammes de Venn représentant des exemples de sondes fluorescentes allocrites et de 

modulateurs des transporteurs ABC humains. (A) sondes fluorescentes allocrites des transporteurs ABC 

humains d’après Sarkadi et al., 2006. H 33342 : Hoechst 33342 ( adapté des données de Sharom, 2008 avec 

modification ). Le Pheophorbide A a été rajouté en tant qu’allocrite de la BCRP. (B) Les modulateurs cliniques 

de l’activité des Pgp, MRP1 et BCRP humains (Sharom, 2008 modifié) 

 

Pour remédier à cette difficulté, des modulateurs sont utilisés. Ces substances ont été 

développées dans le but d’inhiber ou inactiver les transporteurs et par conséquence augmenter 

la concentration des médicaments anti cancer dans la cellule (Kathawala et al., 2015). Combinés 

avec les sondes fluorescentes, ils permettent de distinguer l’activité des différents transporteurs. 

Un large nombre de modulateurs a été identifié pour la Pgp contrairement à la MRP et l’ABCG2 

(Figure 22B). Certains sont spécifiques à un seul transporteur tandis que d’autres ne le sont pas 

(comme le biricodar ou l’elacridar).  
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Plus récemment, d’autres classes de modulateurs d’origine naturelle ont été décrites. On cite le 

triterpène sipholane isolé de l’éponge marine Callyspongia siphonella capable d’inhiber 

l’activité de la Pgp (Shi et al., 2007) ou encore le curcumin bloqueur de l’efflux des pompes 

ABCB1, ABCC1 et ABCG2 (Limtrakul, 2007). 

Plusieurs travaux ont mesuré l’activité d’efflux des pompes ABC chez des espèces de 

bivalves en se fondant sur la pharmacologie connue chez l’humain. Initialement, les essais 

étaient focalisés sur l’étude de la Pgp. Grâce à la sonde fluorescente rhodamine B et les 

inhibiteurs verapamil et cyclosporine A, les auteurs ont mis en évidence une activité d’efflux 

dans les hémocytes des moules M. edulis et U. pictorum ainsi que dans les branchies de U. 

pictorum, D. polymorpha et M. californianus (Eufemia and Epel, 2000; Minier and Moore, 

1996; Smital and Kurelec, 1998; Zaja et al., 2006) ou encore dans les larves et les embryons de 

M. edulis (McFadzen et al., 2000). Par la suite, la présence d’un autre transporteur (MRP1) a 

été révélée dans les branchies de M. californianus, M. galloprovincialis et D. polymorpha en 

utilisant la sonde calcéine AM, commune aux pompes Pgp et MRP1, combinée avec d’autres 

inhibiteurs spécifiques (Della Torre et al., 2014; Faria et al., 2016; Luckenbach et al., 2008). 

Quant aux hémocytes, l’efflux de la pompe ABCC1 a été mesuré chez la moule 

méditerranéenne et la moule bleue (Della Torre et al., 2014; Rioult et al., 2014). Jusqu’à 

maintenant, il n’existe aucune donnée sur la présence d’une activité ABCG2 chez ces 

organismes.  

4. Régulation du système MXR chez les bivalves 

La modulation du système MXR a été fréquemment décrite chez les bivalves. Des 

réponses d’induction ou d’inhibition par des facteurs biotiques et abiotiques ont été observées 

au niveau génique et/ou protéique. Les effets diffèrent en fonction des organismes mais aussi 

des tissus étudiés. Toutefois, les mécanismes de régulation restent méconnus. Une étude récente 

a suggéré l’implication de la voie cAMP/PKA dans la régulation transcriptionnelle de l’ABCB 

et l’ABCC dans les hémocytes de la moule méditerranéenne (Franzellitti et al., 2016; 

Franzellitti and Fabbri, 2013). 

4.1. Par les contaminants 

Le système MXR peut être induit en réponse à l’exposition à des contaminants 

chimiques. Cette propriété a fait de lui l’objet de plusieurs études en vue de son utilisation en 

tant qu’un potentiel biomarqueur de l’état de santé des organismes mais aussi de la présence de 

polluants dans l’environnement (Bard, 2000; Minier et al., 1999). Chez les bivalves, des 
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mesures d’activité ou d’expression des protéines et des gènes des transporteurs ABC ont été 

effectuées sur des animaux prélevés ou transplantés dans des sites contaminés ou encore 

exposés au laboratoire. En conséquence, les auteurs ont corrélé l’induction observée avec la 

présence de contaminants de nature organique (HAP, PCB), métallique (cadmium) ou 

biologique (dinoflagellés). Le Tableau 7 recense les différents travaux et les principaux 

résultats.  

D’autres types de contaminants peuvent avoir l’effet inverse sur le phénotype MXR. 

Ces substances appelées chimio-sensibilisateurs inhibent le fonctionnement des pompes ou leur 

expression ce qui constitue une menace pour leur rôle protecteur. Parmi ce groupe, on trouve 

des médicaments comme la fluoxétine et des toxines algales (Tableau 8). 

4.2. Effet saison 

Outre la régulation par les contaminants, le système MXR peut être influé par le 

changement saisonnier. A cet égard, de nombreux travaux ont associé l’élévation de la 

température avec l’augmentation de l’expression de la Pgp ou de son activité chez M. 

galloprovincialis (Kamel et al., 2014; Minier et al., 2000), D. polymorpha (Minier et al., 2006; 

Pain et al., 2007) et C. virginica (Keppler and Ringwood, 2001). Toutefois, ces résultats sont 

issus d’étude sur le terrain où différents facteurs peuvent intervenir en plus de la température 

(salinité, disponibilité en nourriture, turbidité, pH, état physiologique, reproduction…). Ceci 

rend l’interprétation des données plus délicate d’autant plus que certains auteurs ont rapporté 

l’absence d’effet de la température sur l’expression de la Pgp au niveau protéique chez D. 

polymorpha (Tutundjian and Minier, 2007) ou génique chez M. edulis (Luedeking and Koehler, 

2004). De plus, selon Luedeking and Koehler (2004) il semble que l’anaérobiose et la haute 

osmolarité induisent une surexpression des transcrits de la Pgp et pas de la mrp2 dans les 

branchies de la moule bleue.  
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Tableau 7. Récapitulatif des études décrivant l’induction du phénotype MXR chez les bivalves par des contaminants chimiques ou biologiques  

Organisme  Tissu  Nature de la contamination  
Paramètres 

étudiés 
Résultats Références 

M. galloprovincialis Branchies 
Etude terrain : milieux 

contaminés au benzo[a]pyrène  

Efflux de la G3-H 

vincristine 
Plus d’activité d’efflux dans le site contaminé  Kurelec et al., 1996 

M. californianus Branchies 

Exposition au laboratoire : 

pentachlorophenol et chlorthal 

DDE, cadmium, arsénite 

Protéine (Pgp) 

Efflux de la Rho B 

Induction de l’expression de la Pgp 

Induction de l’activité d’efflux 
Eufemia and Epel, 2000 

D. polymorpha 
Organisme 

entier 

Animaux transplantés dans un 

site contaminé  
Efflux de la Rho B 

Augmentation de l’activité d’efflux après 28 jours 

d’exposition  
Pain and Parant, 2003 

C. fluminea Branchies 

Etude terrain : milieu à 

contamination métallique 

Exposition au laboratoire au 

cadmium 

Protéine (Pgp) 

Corrélation positive entre la pollution et le niveau 

d’expression de la Pgp 

Induction de la Pgp par le cadmium à 15 µg/L 

Achard et al., 2004 

D. polymorpha Branchies 
Etude terrain : milieu à forte 

contamination en HAP et PCB 
Protéine (Pgp) 

Expression de la Pgp plus élevée dans le site 

contaminé 
Minier et al., 2006 

S. forskali 

Branchies 

Manteau  

G.digestive 

Exposition au laboratoire au 

Tributyltin acetate (TBT) 

Protéines (Pgp, 

MRP1, BCRP) 

Induction de l’expression de Pgp, MRP1 et BCRP 

par le TBT à 10 et 50 µg/L  
Kingtong et al., 2007 

DDE : 1,1-dichloro-2,2-bis (p-chlorophenyl)ethylene ; HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques ; PCB : polychlorobiphényles ; Rho B: Rhodamine B, 

G. digestive : Glande digestive  
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Tableau 7 (suite) 

Organisme  Tissu  Nature de la contamination  
Paramètres 

étudiés 
Résultats Références 

M. galloprovincialis 
Branchies 

Hémocytes  

Exposition au laboratoire au 

cadmium  

Transcrits 

ABCB1 et 

ABCC 

Efflux de la 

CAM 

Surexpression de l’ABCB1 dans les branchies et 

ABCC dans les hémocytes 

Induction de l’activité d’efflux dans les hémocytes 

Della Torre et al., 2014 

C. farreri Branchies 
Exposition au laboratoire au 

tetrabromobisphenol A et endosul 

Transcrit 

ABCB1 
Surexpression de l’ABCB1 après 96h d’exposition Miao et al., 2014 

P. viridis  Branchies 
Exposition au laboratoire au 

dinoflagellé Prorocentrum lima 

Transcrit 

ABCB1 
Surexpression de l‘ABCB1 après 6h d’exposition Huang et al., 2014 

C. fluminea 
Branchies 

G. digestive  

Exposition au laboratoire aux 

eaux usées des hôpitaux  

Transcrit 

ABCB1 

Surexpression de l’ABCB1 à partir de 24h 

d’exposition  
Bonnafé et al., 2015 

M. galloprovincialis - 
Etude terrain : milieu à forte 

contamination métallique 

Transcrit 

ABCB1 
Surexpression de l‘ABCB1 Ratkaj et al., 2015 

D. polymorpha Organisme 

entier 

Exposition au laboratoire aux 

sédiments contaminés aux HAPs 

et aux métaux  

Efflux de la 

Rho B 

Induction de l’activité d’efflux après 72h 

d’exposition 

Ács et al., 2015 

S. subcrenata  

T. granosa 

Branchies 

G. digestive 

Manteau  

Exposition au laboratoire au 

dinoflagellé Prorocentrum lima 

pendant 24h 

Transcrit 

ABCB1 

Pour S. subcrenata, surexpression dans les 

branchies et la glande digestive  

Pour T. granosa, surexpression dans les branchies 

et le manteau 

Huang et al., 2015 

CAM : Calcéine AM, G. digestive : Glande digestive  
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Tableau 8. Exemples d’études décrivant l’inhibition du phénotype MXR chez les bivalves par des contaminants chimiques ou biologiques 

Organisme  Tissu  Nature de la contamination  
Paramètres 

étudiés  
Résultats Références 

M. galloprovincialis Branchies Exposition au laboratoire au diesel 
Efflux de la G3-H 

vincristine 
Inhibition de l’activité d’efflux  Kurelec, 1995 

D. polymorpha  
Branchies 

 

Etude terrain : milieu contenant des 

chimiosensibilisateurs   

Efflux de la 

Rhodamine B 
Inhibition de l’activité d’efflux Smital and Kurelec, 1998 

P. perna 
Branchies 

 

Exposition au laboratoire à la fraction 

soluble du diesel et à la tributyltine 

Efflux de la 

Rhodamine B 

Inhibition de l’activité d’efflux après 

exposition à 75 et 100% de la fraction 

soluble du diesel 

Jakobi et al., 2012 

M. galloprovincialis Hémocytes  
Exposition au laboratoire à la 

fluoxétine  
Transcrit ABCB1 

Sous expression de l’ABCB1 après 7 

jours d’exposition  
Franzellitti and Fabbri, 2013 

M. galloprovincialis 
Branchies 

G. digestive 

Etude terrain : milieu contenant des 

toxines algales  

Transcrits 

ABCB1 et mrp2 

Inhibition de l’expression de 

l’ABCCB1 et mrp2  
Buratti et al., 2013 

C. fluminea 
Branchies 

G. digestive 

Exposition au laboratoire à la 

fluoxétine 

Transcrits 

ABCB1, ABCC1 

et ABCG2 

Sous expression de tous les gènes après 

30 jours d’exposition avec un effet 

dose-dépendant  

Chen et al., 2015 
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I. Souches bactériennes  

Les bactéries Vibrio utilisées dans cette étude ont été isolées à partir d’animaux 

moribonds lors des épisodes de mortalités de Mytilus edulis déclarées par les professionnels en 

2010 et 2013 dans le cadre du réseau national français de la surveillance REPAMO (REseau 

des PAthologies des MOllusques). D’autres souches ont été obtenues à partir de la microflore 

des moules en absence de mortalités dans le contexte du projet Européen Bivalife en 2011 et 

2012. 

1. Préparation des suspensions bactériennes  

Des précultures des souches de Vibrio sont préparées par ensemencement dans 5 ml de 

milieu MB (Marine Broth) ou LBS (Luria Bertani additionné de NaCl 10g/L) et incubées à 

22°C pendant 24h sous agitation (80 rpm). Les bactéries sont ensuite lavées par de l’eau de mer 

stérile (0,22 μm) et centrifugées 10 min à 20°C à 1200 g. Puis, la charge bactérienne est ajustée 

à DO 600nm=1 pour les expositions in vivo. 

Pour les expériences in vitro, les bactéries sont diluées dans l’eau physiologique (Na Cl 9g/L) 

à DO600nm=0.3 correspondant à 108 UFC/ml. 

2. Transformation en souches GFP 

Les bactéries portant la protéine GFP (Green Fluorescent Protein) ont été obtenues par 

conjugaison triparentale. C’est une méthode de transformation qui se base sur l’utilisation de 3 

souches bactériennes : donneuse, réceptrice et helper. Le Tableau 9 récapitule des différentes 

bactéries utilisées et leurs caractéristiques. 

Tableau 9. Caractéristiques des souches utilisées pour la transformation  

Souches Espèces Description  Résistance  Conditions de culture   

10/068 1T1 V. splendidus Récepteur Non  milieu LBS à 22°C 

12/056 M24T1 V. splendidus Récepteur  Non  milieu LBS à 22°C 

pVSV 102 E. Coli DH5α Donneur GFP 
Kanamycine 40 

µg/ml 

milieu LB kanamycine 40 

µg/ml à 37°C 

pEVS104 E. Coli Helper 
Kanamycine 40 

µg/ml 

milieu LB kanamycine 40 

µg/ml à 37°C 
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Après une culture pendant 24h suivant les conditions décrites dans le Tableau 9, un 

volume de 100 µL de chaque suspension bactérienne (donneur, récepteur et helper) est prélevé 

et mélangé avec les autres. Le tout est centrifugé pendant 5 min à 3000 g à température ambiante 

puis le culot bactérien est lavé avec 500 µL de milieu LBS afin d’éliminer toute trace 

d’antibiotique. Par la suite, les bactéries resupendues dans 10 µL de LBS sont déposées sur une 

boite LBS agar sans étalement et mises en incubation à 28°C pendant 16h. La culture à cette 

température permet d’éliminer les souches E. Coli donneuse et helper. Le tapis bactérien est 

ensuite récupéré dans un volume de 800 µL d’eau de mer stérile, dilué en série de 10-1 à 10-4  et 

mis en culture à 18°C pendant la nuit sur des boites de LBSA additionné de kanamycine 100 

µg/mL. La présence de bactéries GFP est vérifiée le lendemain par microscopie à fluorescence 

et les clones positifs sont purifiés par étalement sur boite LBSA kanamycine 100 µg/mL à 22°C. 

II. Contaminants chimiques  

Le benzo[a]pyrène (BaP) est l’un des 

Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques 

(HAP) les plus connus. Il est retrouvé 

naturellement dans les éruptions volcaniques 

et les feux de forêt ou encore chez les plantes, 

les bactéries et les algues. Il peut également 

avoir une origine industrielle liée au raffinage 

du goudron, l’utilisation du charbon et du 

kérosène et la fumée de cigarette.  

Le BaP est un mutagène puissant. Facilement absorbé, il est rapidement distribué et métabolisé 

en réactifs électrophiles capables de se fixer sur l’ADN. Il est classé par l’Union Européenne 

comme substance cancérogène pour l’homme (catégorie 2) et a également des effets toxiques 

sur la reproduction (INRS, 2007).  

III. Modèles d’exposition 

1. In vitro 

L’hémolymphe est prélevée à partir du muscle adducteur postérieur par douce aspiration 

en utilisant une seringue de 1 mL munie d’une aiguille 22G. Elle est déposée dans des plaques 

de 24 puits (Greiner) ou des boites 35 mm (corner) et incubée pendant 15 min à 16°C afin de 

permettre aux hémocytes d’adhérer. La qualité des échantillons est vérifiée par microscopie 
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inversée. Les cellules sont ensuite exposées aux bactéries ou aux substances chimiques 

(inhibiteurs) par contact direct dans les puits ou dans les boites. Le tout est incubé à 16°C 

pendant des courtes durées allant de 30 min à 6 h selon les expériences (jusqu’à 24h pour le test 

de viabilité). 

2. In vivo  

Les moules sont exposées aux vibrions par injection intramusculaire ou cohabitation et au 

BaP par balnéation. 

2.1. Injection 

Après émersion pendant une nuit, les animaux sont anesthésiés pendant 2 à 3h à 20°C 

sous aération, dans une solution de chlorure de magnésium 50 g/L (1/4 : V/V eau de mer/ eau 

douce). Les suspensions bactériennes (ou de l’eau de mer stérile pour les contrôles) sont 

injectées dans le muscle adducteur postérieur à un volume de 100 µL/ animal. Après injection, 

les moules sont immédiatement transférées dans des bacs remplis de 2 L d’eau de mer filtrée, 

sous UV oxygénée et additionnée de phytoplancton (3 bacs à raison de 10 moules/bac). Elles 

sont maintenues sous des conditions statiques à 20°C avec un suivi de mortalité journalier. 

 

 

 

2.2. Cohabitation  

Des moules infectées moribondes (selon le protocole décrit ci-dessus) sont mises en 

contact avec des animaux sains dans des bacs remplis de 2 L d’eau de mer filtrée, sous UV 

oxygénée et additionnée de phytoplancton (3 bacs à raison de 3 moules infectées en contact 

avec 10 moules saines). La mortalité est suivie tous les jours et les animaux sources (infectés 

par injection) sont retirés des bacs après 72h.  
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2.3. Balnéation  

Le BaP dilué dans 500 µl de DMSO à 20°C est rajouté à 2 L d’eau de mer filtrée et sous 

UV. Après homogénéisation, les moules sont immergées dans l’eau contaminée et maintenues 

à 16°C sous aération pendant 24 h. Un bac témoin est maintenu dans les mêmes conditions. 
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Chapitre 1: étude de l’interaction des 
souches de V. Splendidus et Mytilus edulis 
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Durant les dernières décennies, les bactéries du genre Vibrio sont devenues 

particulièrement pathogènes envers les bivalves, touchant plusieurs espèces à différents stades 

de vie. Peu affectée par les maladies, la moule bleue semblait avoir une résistance 

exceptionnelle aux pathogènes. Toutefois, depuis 2010 des mortalités ont été déclarées dans les 

élevages des Pertuis Charentais et ont permis d’isoler des bactéries appartenant au groupe V. 

Splendidus.  

Ce chapitre étudie l’interaction des souches de V. Splendidus avec Mytilus edulis. 

L’article 1 fournit une première description de la virulence des isolats bactériens et de leurs 

effets sur les fonctions hémocytaires in vitro. Par la suite, l’article 2 explore les dynamiques 

d’infection de l’animal par le biais d’un modèle in vivo. La Figure 23 résume la démarche 

expérimentale suivie. 

 

 

Figure 23. Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale suivie pour l’étude de l’interaction des 

bactéries de V. Splendidus et M. edulis 
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Article 1 : Isolement d’un Vibrio pathogène pour la moule bleue et 

capable d’altérer ses fonctions immunitaires 

 

Journal: Developmental and Comparative Immunology (2016) 

 

Cet article présente pour la première fois, 1) une évaluation de la virulence et une 

caractérisation génétique de souches bactériennes isolées à partir de Mytilus edulis, 2) une 

construction et validation de deux souches stables, différentiellement virulentes exprimant la 

GFP, et 3) une description des activités fonctionnelles des hémocytes exposées aux bactéries 

virulentes et non virulentes ou à leur produits extracellulaires. 

Les infections expérimentales ont permis la sélection de deux isolats bactériens affiliés 

à V. splendidus/V. hemicentroti: une souche virulente codée 10/068 1T1 (76,6% de mortalités 

à 24h) et une souche inoffensive codée 12/056 M24T1 (pas de mortalités à 24h). Ces deux 

souches ont  été marquées à la GFP et validées en tant que modèles authentiques d’exposition 

à travers leurs caractéristiques de croissance et de virulence. Ensuite, les réponses cellulaires 

immunitaires de l’hôte face aux envahisseurs microbiens ont été étudiées in vitro. En présence 

de la souche virulente, la motilité des hémocytes a instantanément augmenté puis a sévèrement 

ralenti après 2h d’exposition. Par contre, la vitesse cellulaire a continuellement augmenté en 

présence de la souche inoffensive 12/056 M24T1. Dans le même intervalle de temps, 10/068 

1T1 a envahi les hémocytes et a été plus rapidement internalisée que la souche non virulente. 

De plus, les produits extracellulaires (ECPs) obtenus à partir de la culture de 10/068 1T1 ont 

significativement inhibé l’activité phagocytaire. La souche pathogène 10/068 1T1 et ses ECPs 

ont également inhibé la bouffée oxydative contrairement à 12/056 M24T1 ou à ses ECPs qui 

ont augmenté la production de ROS.  

Dans l’ensemble, nos résultats suggèrent que la souche 10/068 1T1, pathogène pour la 

moule bleue, peut échapper aux réponses immunitaires de l’hôte en altérant ses fonctions 

hémocytaires. 
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Article 2: Dynamiques d’infection de V. splendidus pathogène 

pour M. edulis : interactions in vivo et in vitro avec les hémocytes  

 

En préparation 

 

L’article 2 décrit 1) le suivi des dynamiques d’infection du pathogène V. splendidus 

10/068 1T1 via un modèle expérimental et 2) ses interactions in vivo et in vitro avec les 

hémocytes.  

L’étude des interactions entre V. splendidus 10/068 1T1 et les hémocytes in vitro a 

confirmé l’effet toxique du vibrion qui a causé une baisse significative de l’adhésion cellulaire 

et de la viabilité. En outre, le pathogène a inhibé la maturation du phagosome.  

La cohabitation des animaux porteurs de la bactérie virulente avec des moules saines a induit 

un taux de mortalité de 16.6% et 45% après 3 jours et 6 jours respectivement. Les bactéries 

GFP ont été détéctées dans l’eau de mer ainsi que dans les tissus et les hémocytes. Par ailleurs, 

la quantité de vibrions dans l’eau de mer a diminué suggérant leur transmission horizontale à 

l’hôte via l’eau. Les analyses immunohistochimiques ont révélé principalement la colonisation 

et l’altération des branchies. De plus, la viabilité des hémocytes circulants ainsi que leur 

concentration a été affectée.  

En conclusion, l’ensemble des résultats indique que V. splendidus 10/068 1T1 infecte 

Mytilus edulis via le dérèglement des fonctions hémocytaires et la colonisation des branchies.  
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Abstract 

The pathogenic V. splendidus 10/068 1T1 have previously been reported for its virulence to the 

blue mussel and for its capacity to alter immune responses. In this study, we expanded the 

knowledge on hemocyte pathogen interactions by using in vitro and in vivo assays. V. 

splendidus 10/068 1T1 severely inhibited cell adhesion and acidic vacuole formation unlike the 

innocuous phylogenetically related V. splendidus 12/056 M24T1 which had no effect on these 

cell functions. Furthermore, this virulent bacteria decreased hemocyte viability (59% of 

viability after 24h). We also explored infection dynamics of V. splendidus 10/068 1T1 a water 

tank cohabitation model with septic mussels. Experimental infection was successfully 

reproduced (16.6% and 45% mortalities in 3 days and 6 days). The amount of GFP Vibrio in 

seawater decreased during the experiment suggesting potential horizontal transfer from 

diseased animals to healthy ones. At the same time intervals, bacteria were also detected in 

hemocytes and pallial organs and the concentration of circulating hemocytes as well as their 

viability were affected. Taken together, our results indicate that the pathogen V.  splendidus 

10/068 1T1 colonize its host by bypassing external defense barriers and through an impairment 

of hemocyte defense activities. 

Keywords: innate immunity, molluscs, Vibrio, infection.  
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1. Introduction 

Heterotrophic bacteria from the genus Vibrio are highly abundant in aquatic environments 

mostly in seawater (Thompson et al., 2004). These ubiquitous microorganisms persist in a 

variety of geographic areas in interaction with eukaryotic marine hosts, including zooplankton, 

sponges, corals and molluscs (Thompson et al., 2004). Vibrio sp. show a remarkable 

biodiversity. Until now, more than 110 species are recognized in this genus, encompassing 

symbionts and pathogens (Hasan et al., 2015; Travers et al., 2015). 

Many species are known to be pathogenic to terrestrial or marine vertebrates and invertebrates. 

In particular, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus and Vibrio parahaemolyticus are known to 

cause severe illness in humans (Feldhusen, 2000; Powell, 1999). Furthermore, some Vibrio sp. 

bacteria have been associated with serious diseases in numerous aquatic organisms including 

fish (Colwell and Grimes, 1984), corals (Ben-Haim and Rosenberg, 2002), shrimp (Goarant et 

al., 2006) and shellfish (Paillard et al., 2004). Because of the high economic loss generated by 

infectious diseases in the aquaculture sector, many studies are dedicated to bacterial diseases 

particularly in cultured bivalves (see reviews Beaz-Hidalgo et al., 2010a; Paillard et al., 2004; 

Travers et al., 2015). Among the etiological agents, the Splendidus clade has been repeatedly 

described in relation to mortality events. This polyphyletic group includes 16 species with 

contrasted pathotypes (Ben Cheikh et al., 2016; Kwan and Bolch, 2015). Different strains were 

implicated in mortalities of various bivalves, e.g. the Pacific oyster Crassostrea gigas (Gay et 

al., 2004; Lacoste et al., 2001; Saulnier et al., 2010), the Atlantic scallop Pecten maximus 

(Lambert et al., 1999; Nicolas et al., 1996), the carpet shell clam Ruditapes philippinarum 

(Beaz-Hidalgo et al., 2010b), the greenshell mussel Perna canaliculus (Kesarcodi-Watson et 

al., 2009) and recently the blue mussel Mytilus edulis (Ben Cheikh et al., 2016). 

While infection mechanisms are well studied in human invaders, little is known regarding 

invertebrate pathogens. A few results have been gathered for particular species, especially on 

host-pathogen interactions (Araya et al., 2009; Balbi et al., 2013; Ben Cheikh et al., 2016; 

Duperthuy et al., 2011). However, invasion processes remain poorly documented. 

Understanding infection dynamics is an essential step for developing disease management 

strategies (Restif and Graham, 2015). Considering that, there is a need for robust and 

standardized experimental models of Vibrio-bivalve interactions. 
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From mortality events, we have recently isolated a Vibrio strain virulent to the blue mussel. V. 

splendidus 10/068 1T1 has been shown to alter hemocyte phagocytosis capacities, a key 

parameter of the immune defense system in mussels. Furthermore, a stable GFP-tagged Vibrio 

strain was constructed to facilitate the study of interactions between the microbe and immune 

cells (Ben Cheikh et al., 2016). Fluorescent proteins (FP)-tagged microorganisms constitute a 

useful tool to monitor colonization processes. They have been used to elucidate early invasion 

events in squids (Nyholm et al., 2000; Nyholm and McFall-Ngai, 2003) and in filter feeding 

oysters (Cabello et al., 2005). 

In this context, we investigated infection dynamics of V. splendidus 10/0681 T1 in Mytilus 

edulis. This study describes (i) the development of an experimental infection model by water 

tank cohabitation with septic mussels, (ii) the localization of GFP bacteria in tissues of diseased 

animals and (iii) in vitro/in vivo interactions between the pathogenic Vibrio strain and Mytilus 

edulis hemocytes. 

2. Material and methods 

2.1. Mussel collection 

Adult mussels, M. edulis with shell length ranging from 4 to 5 cm, were collected on the 

intertidal rocky shore of Yport (0°18'52''E:49°44'30''N, France) between December 2015 and 

March 2016, immediately transported to the laboratory and placed in a temperature-controlled 

(10°C) aerated Biotop Nano Cube 60 seawater tank (Sera, Heinsberg, Germany) , equipped 

with mechanical and activated biological filtering. The animals were fed with algae (Isochrysis 

galbana) and maintained in these conditions for at least one week before use. 

2.2. Bacterial strains and culture conditions 

Two parental and GFP-tagged V. splendidus-related strains were used in this study: a virulent 

V. splendidus 10/068 1T1 isolated from mussel mortality events reported by professional 

(French national surveillance network REPAMO) in 2010 and an innocuous V. splendidus 

12/056 M24T1 isolated from mussel microflora in absence of mortality, in the context of 

Bivalife European project in 2012 (Ben Cheikh et al., 2016). Bacteria were routinely cultivated 

overnight in LBS [Luria Bertani complemented with salt, NaCl 20 g.L-1] at 22°C. Stock cultures 

were stored at -80°C in LBS with glycerol 15% (v/v) supplemented with kanamycin 100 μg.L-

1 for GFP-tagged strains. 
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2.3. In vitro hemocyte challenge 

2.3.1. Hemolymph collection 

Hemolymph was withdrawn from the posterior adductor muscle sinus, by gentle aspiration with 

a 1 mL syringe equipped with a 22G needle. Quality of samples was systematically checked by 

microscopic observation before using in bioassays. 

2.3.2. Hemocyte adhesion 

Cells were incubated with bacteria at a ratio of 10 bacteria/hemocyte in sterile physiological 

water (NaCl 9 g.L-1), in a 24-well tissue-culture plates (Greiner). After 2, 4 and 6 hours at 15°C, 

the number of non-adherent cells in the supernatant was counted by flow cytometer. 

2.3.3. Acidic vacuole formation 

Crude hemolymph was placed into individual wells of 24-well tissue-culture plates (Greiner) 

for cytometry or in 35 mm μ-Dish (Ibidi) for microscopy. Cells were exposed to Vibrio strains 

at 10:1 ratio (bacteria: hemocytes) for 2 hours at 15°C. 

Lysotracker (LysoTracker® Green DND-26, life technologies) at 2 μM was added and cells 

were incubated for 30 minutes at 15°C in the dark. Hemocyte fluorescence was quantified by 

flow cytometry. For microscopy imaging, cells were washed by the marine physiological saline 

solution [MPSS (470 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM CaCl2, 10 mM Hepes, 48.7 mM MgSO4), 

pH 7.8, 0.2 μm filtered]. Hemocyte nuclei were counterstained with Hoechst 33342 (5 μM, 15 

min) and imaged by epifluorescence microscopy. 

2.3.4. Hemocyte viability 

Hemocytes were exposed to bacteria (10/068 1T1 and 12/056 M24T1) at 108 CFU.mL-1 for 

different time periods at 15°C. At each time point, propidium iodide was added (20 μM) and 

cell viability was measured by flow cytometry. 

2.4. In vivo challenge 

2.4.1. Infection by water tank cohabitation with septic mussels 

Bacteria were prepared at OD600nm of 1 as described in Ben Cheikh et al. (2016). Animals were 

anesthetized for 2–3 h at 16°C in a magnesium chloride solution (50 g.L-1, 1/4: v/v 

seawater/freshwater) under constant aeration. Subsequently, a volume of 100 μL of bacterial 

suspension, or filtered sterile seawater (FSSW) for the negative control, was injected into the 
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posterior adductor muscle. After injection, the animals were transferred to tanks filled with 2L 

of UV-treated and filtered seawater supplemented with 50 mL of phytoplankton (Isochrysis 

galbana). After 24 hours, moribund animals were sacrificed by severing their adductor muscle 

and used for cohabitation assay. A group of 10 healthy mussels was placed in new seawater 

tank in cohabitation with 3 injected animals (with Vibrio strain or with FSWW). After 72 hours 

of cohabitation, injected mussels were removed. During the experiment, animals were 

maintained under static conditions at 16°C with aeration. Mortality was monitored each day 

over a six days period. Animals were considered to be dead when the valves did not close 

following stimulation. Newly dead mussels were removed from the tanks. 

2.4.2. Bacteria counting in seawater 

Seawater was sampled from cohabitation tanks each day during the experiment period. 100 μL 

of samples serially diluted in sterile physiological water was plated on LBS agar supplemented 

with kanamycin 100 μg.L-1. After 48h at 22°C, colonies were counted. The presence of GFP 

colonies was verified under a fluorescence stereo microscope (Leica microsystems). 

2.4.3. Hemocyte cellular parameters analysis 

Hemolymph was sampled from exposed mussel and mixed with cold Alsever’s solution (300 

mM NaCl, 100 mM Glucose, 30 mM sodium Citrate, 26 mM citric acid, 10 mM EDTA, pH 

5.4) for cytometry analysis. 

Variation in hemocyte count and the percentage of cells containing GFP-tagged bacteria was 

determined. Cell viability was investigated by adding propidium iodide (20 μM). 

2.4.4. Histological and immunohistochemical analyses 

During cohabitation infection, mussels were sampled at different time periods and removed 

from their shell. Tissues were fixed in Davidson’s solution (20% formaldehyde 36%, 30% 

FSSW, 10% glycerol, 30% ethanol 95% and 10% acetic acid) for 48h, dehydrated in a graded 

series of ethanol, and embedded in paraffin. Consecutive 3-5 μm thick sections were adhered 

to Superfrost (HE) or Superfrost Plus (IHC) microscope slides.  

For tissue examination, sections were stained by classical Hematoxylin-Eosin protocol. 

Presence of listed pathogens (Bonamia sp., Marteilia sp., Perkinsus sp. and Mikrocytos sp.) was 

examined as well as trematods, copepods, Mytilicola, Ciliophora, ciliates and gregarines. For 

lesions, we noticed the presence of necrosis, bacterial “foyer”, hemocytes infiltration and 

granulomes into the different tissues: gills, gonads, digestive glands, mantle, muscle, kidney 
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and digestive tube. The lesions in each organ were coded as follows: 0 (absence of lesion); 1 

(low), 2 (average), 3 (high). 

For IHC, a polyclonal antibody raised in rabbit against recombinant full length GFP protein 

was used (Ab290, Abcam). The specificity of this antiserum has been previously tested and 

optimized. Immuno-labellings were performed with a Benchmark automate (Ventana-Roche) 

by Histalim (Montpellier). Sections were incubated for 32 min with primary antibody (1:5000) 

and revealed with Ultraview Red Alkaline Phosphatase kit (Roche Diagnostics). Slides were 

finally numerized with a Nanozoomer x20 (Hamamatsu). Labeling of bacterial-like cells was 

coded as follows: 0 (absence of labelling); 1 (low), 2 (average), 3 (high). 

2.5. Statistical analyses 

Statistical analysis was performed by using SigmaPlot 12 (Systat Software Inc., Chicago, IL). 

Replicates were averaged and the values were tested for normality (Shapiro-Wilk) and paired 

comparisons were performed by Student's t-tests or by Mann-Whitney rank sum tests in case of 

unequal variance. Statistical significance was accepted for *p < 0.05, **p < 0.01 or ***p < 

0.001. 

3. Results 

3.1. Hemocyte adhesion 

The effect of V. splendidus-related strains on hemocyte adhesion was evaluated for different 

time periods (Figure 1). The virulent V. splendidus 10/068 1T1 significantly affected cell 

attachment to culture dish for periods of incubation as short as 2 hours. Moreover, the number 

of detached cells increased for 6-h incubations. In contrast, when exposed to the innocuous 

Vibrio strain 12/056 M24T1, non-adherent cells increased slightly after 2-h exposures and then 

decreased. 

3.2. Acidic vacuole formation 

The capacity of M. edulis hemocyte to generate phagolysosome after exposure to virulent and 

avirulent bacteria in vitro was investigated by flow cytometry and epifluorescence microscopy 

(Figure 2). The lysotracker signal, indicative of acidic vacuole formation, was significantly 

higher in hemocytes challenged with the strain 12/056 M24T1 than in cells co-cultured with 

the strain 10/068 1T1 (p<0.001, Figure 2a). Moreover, in the case of exposure to 12/056 

M24T1, numerous phagolysosomic compartments surrounding the nucleus can be found 
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(Figure 2b). Microscopic observation also confirmed the absence of large acidic compartments 

in cells challenged with the virulent strain. 

3.3. Hemocyte viability 

The effect of V. splendidus-related strains on hemocyte viability was evaluated at different time 

intervals. Cell viability was stable for the first 6 hours for both strains with values corresponding 

92% of viable cells (Figure 3). Then, hemocyte viability slightly decreased until 24h post 

exposure to the innocuous strain 12/056 M24T1, but was never lowered under 80 %.  

In contrast, in the same time intervals, the viability of cells incubated with the strain 10/068 

1T1 was significantly affected, reaching a percentage of viable cells of only 59% for 24h 

exposures to the virulent strain. 

3.4. Vibrio infection by cohabitation challenge 

The experimental infection of mussels with the pathogenic V. splendidus 10/068 1T1 was 

assessed by water tank cohabitation assays (Figure 4). First mortalities appeared after 3 days 

(16.6%) and increased progressively to reach almost 45% at the 6th day. No mortality was 

observed in control tanks. 

3.5. Seawater bacteria count during infection 

Bacteria density in cohabitation tank seawater was monitored during infection (Figure 5). After 

48h of cohabitation, initial Vibrio density was equal to 3.106 CFU/mL, then decreased 

progressively to 2.103 CFU/mL after 5 days. 

3.6. Cellular parameters analysis: in vivo assays 

Different hemocyte parameters were investigated during cohabitation assays with septic 

mussels infected by the strain 10/068 1T1 (Figure 6). In hemolymph sampled from the adductor 

muscle, hemocyte concentration increased significantly 48 h after cohabitation initiation and 

then decreased until the end of the exposure to reach control values (Figure 6a). Interestingly, 

GFP bacteria were detected in hemocytes. The percentage of cells containing GFP-tagged 

Vibrio was also higher at the beginning of the exposure and then decreased progressively 

(Figure 6b). Furthermore, hemocyte viability slightly decreased compared to the control but 

remained almost stable during Vibrio infection (80% of viable cells at day 2 and 74% at day 5, 

Figure 6c). 
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3.7. Tissue infection by bacteria 

First of all, no listed parasites were found in the 40 mussels (19 females and 21 males). Some 

trematods metacerca (36 individuals positive /40), copepods (3/40), Ciliophora (5/40), ciliates 

(3/40) or gregarines (9/40) were noticed (supplementary figure 1, Table 1). 

However, the most noticeable microorganism present on hematoxylin-eosin strained slides 

corresponds to bacteria. Seventeen of the 40 analyzed individuals present bacterial cells into 

gills (8 low amount, 6 moderate and 3 high). Bacteria were also noticed in digestive tissues (10 

individuals – 6 low and 4 moderate) and mantle (9 individuals – 3 low and 6 moderate) 

(supplementary figure 1D, Table 1). 

GFP-Vibrio were detected mainly in gills (7 animals /28 live animals; 6 animals / 7 moribund 

animals), either in the pallial cavity in aggregates, attached to apical cilia or between ordinary 

gill filaments (Figure 7A, C). Some labeling were also noticed in esophagi or stomach (4 

animals /28 live animals) (Figure 7D). 

The main lesions observed correspond to necrosis of epithelia (gills and digestive tissues, 

respectively 30 and 10/40 animals) and hemocyte infiltrations (17/40), as well as granulomas 

in the mantle (17/40) (Figure 7B, supplementary figure 1C-E, Table 1). Moribund animals 

present general necrosis even if some organs remain in good aspect (muscle, gonad, kidney and 

mantle) and bacteria in large amounts (Figure 7B, Table 1). 

4. Discussion 

In a previous study, we have reported the virulence of V. splendidus 10/068 1T1 to the blue 

mussel and its capacity to alter some functional immune response (Ben Cheikh et al., 2016). 

Herein, we attempt to expand the knowledge on hemocyte-pathogen interactions by exploring 

infection dynamics via an experimental model of infection by water tank cohabitation with 

septic mussels. 

4.1. In vitro hemocyte pathogen interactions 

Among immune responses, cell attachment to the invader play an important role as an initiation 

step of phagocytosis. In our experiments, V. splendidus 10/068 1T1 severely altered hemocyte 

adhesion to the culture substratum. After 2 hours of incubation in presence of the virulent 

Vibrio, the number of non-adherent cells was higher than in non-treated culture or cells co-

incubated with the innocuous bacteria. This effect increased after 6h. Similar observations were 

made for other Vibrio species. For example, V. tasmaniensis LGP32 decreased hemocyte 
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adhesion capacity in Mytilus edulis (Tanguy et al., 2013), Mytilus galloprovincialis (Ciacci et 

al., 2010) and Mya arenaria (Mateo et al., 2009). The same response was reported for 

Crassostrea gigas hemocytes challenged with V. aestuarianus 01/32 (Labreuche et al., 2006a) 

and cells of Ruditapes philippinarum in contact with V. tapetis (Choquet et al., 2003). Despite 

these results, specific mechanism by which the pathogen induce cell linkage impairment remain 

poorly understood. Some studies suggested the involvement of bacteria secreted proteases 

responsible for cytoskeleton disruption and consequently pseudopodia loss. In the Pacific 

oyster, hemocyte treatment with extracellular products (ECPs) of V. aestuarianus 01/32 or V. 

tubiashii 07/118 T2 inhibited cell attachment (Labreuche et al., 2006b; Mersni-Achour et al., 

2014). Furthermore, authors demonstrated the hydrolytic action of extracellular effectors 

capable to degrade muscle collagen and also bovine actin and fibronectin proteins (Mersni-

Achour et al., 2014). In our case, we already shown the inhibitory effect of V. splendidus 10/068 

1T1 ECPs on M. edulis hemocyte phagocytosis (Ben Cheikh et al., 2016). Thus, we may think 

that bacteria impaired hemocyte adhesion also through its secreted products. 

Upon entrance to cell, the fate of bacteria depends on phagosome biogenesis and maturation. 

Intracellular trafficking and killing of engulfed microorganisms is a highly choreographed 

process driven by subsequent fusion and fission events during which the maturing phagosome 

acquires the characteristics of degradative acidic lysosomes (Russell, 2001; Weiss and Schaible, 

2015). In our study, V. splendidus 10/068 1T1 inhibited acidic vacuole formation in mussel 

hemocytes while the innocuous phylogenetically related V. splendidus 12/056 M24T1 had no 

negative effect. Such mechanism has been described for intracellular pathogens as strategy to 

survive and maintain infection in the cell. This is the case of Legionella pneumophila, the 

causative agent of Legionnaire's pneumonia, known for its ability to manipulate host cell 

vesicular trafficking pathways and to inhibit phagosome-lysosome fusion (Horwitz, 1983; 

Isberg et al., 2009). In the same way, Mycobacterium sp. reside inside vacuoles and arrest the 

fusion with late endosomal/lysosomal organelles (Armstrong and Hart, 1971; Russell et al., 

2002). For Vibrio species, few reports have shown their capacity to adopt intracellular stages 

(Rosenberg and Falkovitz, 2004; Santos and Orth, 2014; Zhang et al., 2012). To our knowledge, 

only V. tasmaniensis LGP32 has been described as a facultative intracellular pathogen of the 

Pacific oyster, able to modulate phagosome maturation as well as oxidative response 

(Duperthuy et al., 2011). More recently, Vanhove et al. (2016) showed the intracellular 

surviving of this strain driving to hemocyte cytolysis (more than 25% of cell lysis after 17h 

incubation). In accordance with these findings, it seems that V. splendidus 10/068 1T1 displays 
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a similar infection strategy to V. tasmaniensis LGP32. Besides altering phagosome maturation 

and ROS production (Ben Cheikh et al., 2016), this Mytilus edulis pathogen affected hemocyte 

viability and induced almost 39% of dead cells after 18h. The latter point proves the cytotoxicity 

of the bacteria and suggests its surviving into the cells. 

4.1. In vivo infection dynamics  

Understanding pathogenesis processes requires an animal model of infection (Le Roux et al., 

2016). In our previous study, we have demonstrated the virulence of V. splendidus 10/068 1T1 

towards the blue mussel by injection (Ben Cheikh et al., 2016). In spite its efficacy and 

reproducibility, this method don’t reflect the realistic way of host-bacteria interaction. Herein, 

we successfully reproduced experimental infection by cohabitation assays. In this conditions, 

first mortalities appeared after 3 days and increased progressively suggesting a necessity of 

time for bacteria transfer from diseased animals and their incubation in healthy mussels. At the 

same period intervals, the amount of Vibrio released in the seawater decreased (3.106 CFU/mL 

at the 2nd day to 2.103 CFU/mL at the 6th day) suggesting bacteria transmission via the water. 

Limited works experimented non-invasive methods for the study of bivalve disease. For 

example, vibriosis was induced in the Pacific oyster by cohabitation (Azéma et al., 2015; De 

Decker and Saulnier, 2011) or by balneation assays (De Decker et al., 2011). In our case, the 

bathing procedure didn’t cause any mortality (data not shown) unlike cohabitation experiments. 

This negative result indicates the complexity of the infection process and suggests that bacteria 

requires a priming infectious niche to initiate secondary virulence mechanisms. In order to 

investigate host pathogen interactions, hemocyte parameters were analyzed during cohabitation 

experiments. The number of circulating cells was affected by a transient increase within the 2 

first days post challenge and then a diminution of cells in suspension in hemolymph. Such 

fluctuations have been described in diverse bivalve species like M. edulis (Renwrantz et al., 

2013), M. galloprovincialis (Ciacci et al., 2009) and R. philippinarum (Allam et al., 2006) in 

response to physical stresses or pathogen threats. Some authors justified this variation in 

hemocyte count by cell proliferation (Renwrantz et al., 2013). Nevertheless, the most recurrent 

explanation to the cell number rise is the mobilization of hemocytes from tissues into the 

hemolymph after a pathogen invasion (Allam et al., 2006; Labreuche et al., 2006a). Thus, in 

the present work, hemocyte number variations may result from the migration of cells into 

hemolymph or inversely their infiltration in other infected sites. However, considering that first 

mortalities appeared after 3 days, the decrease of cell concentration at this period can be also 

accounted for bacteria virulence consequence. Indeed, cell viability was significantly altered 
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confirming the results of in vitro trial and the toxicity of bacteria. Furthermore, V. splendidus 

10/068 1T1 was detected in hemocytes and bacteria amount declined progressively. The latter 

result is probably due to cell lysis and bacteria release.  

GFP Vibrio was also detected in diverse organs principally in mantle, gills and digestive gland.  

Affinity of bacteria to these tissues may be explained by their richness on nutriments probably 

advantageous to Vibrio growth and infection. Moreover, infectious diseases in bivalves are 

initiated at mucosal interfaces (Allam and Pales Espinosa, 2016). Thus, upon the cross of 

mucosal epithelia barrier, bacteria is faced to pallial organs which can constitute good infection 

initiation sites. Nevertheless, to establish a chronology, the entry route of bacteria has to be 

identified. Few studies explored portal access of pathogens in bivalves. For example, the 

organic matrix of the shell has been described as a putative entryway of the pathogenic V. tapetis 

in the clam R. philippinarum, (Allam et al., 2002; Paillard and Maes, 1995). More recently, a 

study suggested the involvement of hemocytes in microbe transport since their ability to migrate 

across mucosal epithelia and to translocate within hours from pallial surfaces to underlying 

tissues and the circulatory system (Allam and Pales Espinosa, 2016). This hypothesis may be 

plausible in our study considering the cytotoxicity of V. splendidus 10/068 1T1 to hemocytes. 

Further investigations at the first hours of infection are needed to elucidate whether hemocytes 

are the first or the last target of pathogens.  

5. Conclusion 

V. splendidus 10/068 1T1 has been previously reported to be pathogenic to the blue mussel. In 

this study, we first investigated hemocyte bacteria interactions. In vitro challenge demonstrated 

the capacity of Vibrio strain to alter cell adhesion, phagolysosome maturation and viability. 

Then, we successfully established an experimental infection procedure without injury via 

cohabitation with septic mussels. Contrary to native Vibrio contaminating seawater, bacteria 

primed by a first host infection, were able to bypass defense barriers and were detected in 

diverse organs and in hemocytes. During this infectious process, the number as well as the 

viability of circulating hemocytes were altered. Taken together, our results confirm the 

virulence of V. splendidus 10/068 1T1 towards M. edulis hemocytes and suggest their use as 

pathogen vehicles to spread of infection in the whole organism and maybe to neighbor mussels 

via inter-organismal contaminated hemocyte horizontal transfers. 
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Figure legend 

Figure 1. Effect of V. splendidus-related strains on hemocyte adhesion in vitro. The number of 

non-adherent cells was evaluated after exposure to the virulent V. splendidus 10/068 1T1 and 

to the avirulent V. splendidus 12/056 M24T1 for 2, 4 and 6h. Data are expressed as means ± 

SEM (n=5), * indicates values significantly different from control and § marks results that 

significantly differ from values obtained with the avirulent bacteria 12/056 M24T1 (p<0.05, 

Student's t-test) 

Figure 2. Acidic vacuole formation in hemocytes after exposure to V. splendidus-related 

strains. (a) Flow cytometry analysis of hemocytes exposed in vitro to virulent or non-virulent 

bacteria during 2h and incubated 30 min with lysotracker at 0.4 μM Data are expressed as means 

of fluorescence ± SEM, arbitrary units (A.U.), n=5. *** indicates values significantly different 

from the control (Student’s t-test, p<0.001). (b) Fluorescence microscopy of hemocytes 

exposed in vitro to virulent or non-virulent bacteria during 2h and incubated with lysotracker 

green (0.4 μM, 30 min) and Hoechst 33342 (5 μM, 15 min). 

Figure 3. Effect of exposure to bacteria on hemocyte viability in vitro. Hemocytes were 

incubated with V. splendidus-related strains 10/068 1T1 or 12/056 M24T1 for different time 

durations. Viability was determined by flow cytometry after propidium iodide staining. Data 

are expressed as mean ± SEM (n=4). ** indicates values significantly different from the control 

(Student’s t-test, p<0.01). 

Figure 4. Cumulative mortalities recorded after experimental infections of adult mussels in vivo 

by water tank cohabitation with septic mussels. The GFP tagged V. splendidus 10/068 1T1 

strain was injected intramuscularly to mussels. Twenty four hours after injection, moribund 

animals were sacrificed and placed in water tank cohabitation with healthy mussels for 72h and 

then removed. Cohabitation assays with mussels injected with FSSW were used as control. Data 

are means ± SEM of cumulative mortalities in triplicate tanks. 

Figure 5. Bacteria count in water tank seawater during experimental infections in vivo by 

cohabitation with septic mussels. Seawater was sampled daily during cohabitation assays and 

plated on LBS kanamycin agar plates. Bacteria concentration was determined over time 

(CFU/mL, mean ± SEM, n=3). 
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Figure 6. Analysis of hemocyte parameters during experimental infections in vivo by water 

tank cohabitation with septic mussels. Moribund mussels were obtained as in figure 4. 

Hemolymph was sampled over time from cohabited mussels and (a) hemocyte concentration, 

(b) percentage of hemocyte containing GFP bacteria and (c) hemocyte viability were monitored 

by flow cytometry. Data are expressed as mean ± SEM (n=4-13). Values significantly different 

from control are indicated (* p<0.05, ** p<0.01*, ***p<0.001, Student's t-test). 

Figure 7. Histological observations of mussel tissues during experimental infections by V. 

splendidus 10/068 1T1 via water tank cohabitation with septic mussels. GFP-tagged bacteria 

were detected by immunohistochemistry (pink labeling). Tissues were counter-colored. A-C: 

Gills, D: esophagi and stomach. Scale bars of 50 or 100 µm are indicated. 

Supplementary figure 1. Histological observations of hematoxylin-eosin stained sections of 

mussel tissues during experimental infections by water tank cohabitation with septic mussels. 

A. Unidentified trematod in digestive glands (metacerca), B. Mytilicola sp. in digestive light, 

C. Unidentified copepod and hemocytes infiltration in gills, D. Bacteria, ciliates and gills 

necrosis, E. Digestive glands and esophagi necrosis, F. Inflammatory granulomas. Scale bars 

of 100 µm, 250 µm, 500 µm or 1 mm are indicated. 
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Table 1: Histological observations on hematoxylin-eosin stained sections of mussel tissues 

during experimental infections by water tank cohabitation with septic mussels. Presence of 

micro-organisms and lesions (as necrosis, infiltrations or granulomas) were noticed and 

classified in categories (0, 1, 2 or 3) as defined in material and methods section. A total of 40 

individuals were observed (21 males, 19 females; 38 live sacrificed animals, 9 moribunds). 

Number of observations is indicated, as well as the number of included moribunds in this count 

(includ. xM = including x moribunds). 

 

  Absence (0) Low (1) Moderate (2) High (3) 

Presence of noticeable protozoan 40 (includ. 9M) 
   

Trematods in digestive gland or mantle 4 (includ. 2M) 21 (includ. 5 M) 15 (includ. 2M) 
 

Copepods (Mytilicola sp.) in digestive light 37 (includ. 9M) 3 (includ. 0M) 
  

Ciliophora in digestive gland epithelium 35 (includ. 9M) 
 

5 (includ. 0M) 
 

Ciliates in pallial cavity or digestive gland 12 (includ. 1M) 21 (includ. 3M) 5 (includ. 4M) 2 (includ. 1M) 

Gregarines in mantle 33 (includ. 7 M) 7 (includ. 2M) 
  

     

Bacteria in gills and pallial cavity 23 (includ. 0M) 8 (includ. 4M) 6 (includ. 2M) 3 (includ. 3M) 

Bacteria in digestive glands and esophagi 30 (includ. 3M) 6 (includ. 3M) 4 (includ. 3M) 
 

Bacteria in mantle 31 (includ. 2M) 3 (includ. 1M) 6 (includ. 6M) 
 

Necrosis of gills 10 (includ. 0M) 20 (includ. 5M) 7 (includ. 1M) 3 (includ. 3M) 

Necrosis of digestive gland or esophagi epithelium 32 (includ. 9M) 4 (includ. 1M) 4 (includ. 0M) 
 

Hemocyte infiltrations in digestive gland, mantle or gills 16 (includ. 4M) 12 (includ. 1M) 12 (includ. 4M) 
 

Granulomas 23 (includ. 9M) 10 (includ. 0M) 5 (includ. 0M) 2 (includ. 0M) 
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Figure 1. Effect of V. splendidus-related strains on hemocyte adhesion in vitro. 
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Figure 2. Acidic vacuole formation in hemocytes after exposure to V. splendidus-related strains.
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Figure 3. Effect of exposure to bacteria on hemocyte viability in vitro. 
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Figure 4. Cumulative mortalities recorded after experimental infections of adult mussels 

in vivo by water tank cohabitation with septic mussels.   
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Figure 5. Bacteria count in water tank seawater during experimental infections in vivo 

by cohabitation with septic mussels. 
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Figure 6. Analysis of hemocyte parameters during experimental infections in vivo by 

water tank cohabitation with septic mussels 
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Figure 7. Immunohistological localization of Vibrio splendidus 10/068 1T1 in Mytilus 

edulis tissues during infection. 
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Supplementary figure 1. Histological observations of hematoxylin-eosin stained sections of 

mussel tissues during experimental infections by water tank cohabitation with septic mussels 
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Chapitre 2: étude du système MXR et de sa 
modulation par les contaminants 

chimiques chez Mytilus edulis
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Comme indiqué dans l’introduction bibliographique, peu de données sont disponibles 

sur le fonctionnement du système MXR chez les bivalves. La plupart des études se limitent à la 

détection moléculaire ou protéique du transporteur ABC le plus connu, la P-gp.  

Ce chapitre apporte des informations sur les effecteurs du système MXR chez la moule 

bleue. L’étude a été faite sur les branchies en tant que tissu majoritairement exposé aux 

contaminants présents dans l’eau et sur les hémocytes du fait de leur importance dans le système 

immunitaire. L’article 3 décrit la caractérisation moléculaire et fonctionnelle d’un nouveau 

transporteur ABCG2 dans les hémocytes et les branchies. Par la suite l’article 4 étudie la 

modulation de l’expression génique des trois pompes connues par les contaminants chimiques 

(au laboratoire et sur le terrain) et la variation saisonnière.  

La démarche expérimentale suivie est représentée dans Figure 24. 

 

 

 

Figure 24. Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale suivie pour l’étude du système MXR chez 

M. edulis et sa modulation par les contaminants chimiques  
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Article 3: MXR chez Mytilus edulis : Caractérisation moléculaire et 

fonctionnelle du transporteur ABCG2 dans les hémocytes et les 

branchies 

 

En préparation 

 

Parmi les mécanismes de protection cellulaire, les transporteurs ABC jouent un rôle 

important dans l’efflux des xénobiotiques chez les organismes marins. Deux pompes ABCB et 

ABCC ont été identifiées chez la moule bleue. Dans ce travail, un nouveau transporteur ABC 

appartenant à la famille G2 est décrit. 

L’ABCG2 était exprimé dans les hémocytes et les branchies de Mytilus edulis avec un 

niveau de transcrits plus abondant dans les branchies. La séquence protéique obtenue contient les 

motifs conservés des pompes ABC. De plus, elle présente une forte homologie avec les autres 

ABCG2 des différentes espèces de vertébrés et invertébrés. Sur le plan structural, la protéine a la 

conformation typique d’un demi transporteur, composée d’une région cytoplasmique NBD suivie 

d’un domaine transmembranaire organisé en 6 hélices. L’activité d’efflux a été également mesurée 

en combinant les sondes allocrites pheophorbide A et bodipy prazosin avec des inhibiteurs 

spécifiques. Dans les hémocytes, la distribution de la fluorescence varie en fonction des sondes 

utilisées et des populations cellulaires. Tandis que dans les branchies l’activité semble être plus 

localisée au centre et au pôle antérieur pour les deux substrats. En présence de la plupart des 

inhibiteurs, la fluorescence accumulée des sondes augmente indiquant un blocage de l’activité. De 

plus, le bloqueur MK571, connu pour son action envers la MRP, montre une polyspécificité en 

agissant sur l’activité de l’ABCG2. 

Dans l’ensemble, les résultats montrent que plusieurs transporteurs contribuent au 

phénotype MXR chez la moule bleue. En outre, la spécificité des outils utilisés pour la mesure des 

activités d’efflux et la distinction des pompes est discutée. 
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Abstract 

Among the cellular protection arsenal, ABC transporters play an important role in xenobiotic 

efflux in marine organisms. Two pumps belonging to B and C subfamily has been identified in 

Mytilus edulis. In this study, we investigated the presence of the third major subtype 

ABCG2/BCRP protein in mussel tissues. Transcript was expressed in hemocytes and with higher 

level in gills. Molecular characterization revealed that mussel ABCG2 transporter share sequence 

and organizational structure with mammalian and molluscan orthologs. Overall identity of the 

amino acid sequence with corresponding homologs from other organisms was comprised between 

49% and 98%. Furthermore, protein efflux activity was demonstrated using a combination of 

fluorescent allocrites and specific inhibitors. The accumulation of bodipy prazosin and 

pheophorbide A was heterogeneous in gills and hemocytes. Most of the used blockers enhanced 

probe accumulation at different levels, more significantly for bodipy prazosin. Moreover, Mrp 

classical blocker MK571 showed a polyspecificity. 

In conclusion, our data demonstrate that several ABC transporters contribute to MXR phenotype 

in the blue mussel including ABCG2 that form an active pump in hemocytes and gills. Efforts are 

needed to distinguish between the different members and to explore their single function and 

specificity towards allocrites and chemosensitizer. 
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1. Introduction  

The aquatic environment is polluted by a variety of chemical compounds and heavy metals 

released by urban communities and industrial plants. Many of these xenobiotics are known to be 

a threat to most marine species health due to their environmental persistence, bioaccumulation in 

various tissues and intrinsic toxicity (Anita H Poulsen, 2012; Giarratano et al., 2010). Bivalves of 

the genus Mytilus are of particular interest because of their resistance to chemical contaminants. 

These bioindicator species are therefore used as sentinel organisms. Immunological responses 

mediated by hemocytes are frequently investigated to monitor biological effects of water pollution 

(Akaishi et al., 2007; Auffret et al., 2006; Gupta and Singh, 2011).  

In order to survive, marine organisms have developed strategies to overcome adverse effects of 

pollutants. Bivalves can limit their exposure to toxic compounds using behavioural responses such 

as shell closure and restriction of filtration rate (Haberkorn et al., 2011; Hégaret et al., 2007). 

Furthermore, they possess multiple cellular detoxification mechanisms that can influence the 

uptake, distribution and elimination of xenobiotics (Farris and Hassel, 2006). Among the arsenal 

of enzymes involved in animal cell detoxification, some members of the ATP Binding Cassette 

(ABC) superfamily are found (Bard, 2000; Luckenbach et al., 2008; Rioult et al., 2014).  

ABC transporters were first described for their role in multidrug resistance (MDR) to 

chemotherapeutic drugs (Gottesman and Ling, 2006; Nielsen and Skovsgaard, 1992; Sharom, 

2008). These ATP-powered transmembrane proteins found in tumor cells of mammals are one of 

the major cause of chemotherapeutic failure in cancer therapy. They actively pump out of the 

cytosol into the external medium a multitude of distinct cytotoxic compounds (Kathawala et al., 

2015). Similarly to this efflux-based drug resistance, a xenobiotic transport mediated by ABC 

proteins was demonstrated for the first time in fresh water mussels as a strategy to defense against 

pollutants (Kurelec, 1992; Kurelec and Pivcević, 1989). Considering the variety of chemically 

unrelated compounds carried by this system, Kurelec coined the term of Multixenobiotic 

Resistance (MXR) by analogy to the MDR phenotype (Kurelec, 1992). In marine organisms, ATP-

fueled pumps act as a first line of defense, preventing toxic chemicals from entering the cell. 

Secondarily, if toxicants even enter the cytoplasm, ABC transporters can be the last protection by 

expelling the toxicants and associated metabolites (Epel et al., 2008).  

The MXR phenotype is supposedly ubiquitous in aquatic invertebrates. Functional and molecular 

assays allowed the identification and characterization of some ABC transporters members in 

several species including sponges (Kurelec et al., 1992), innkeeper worms (Toomey and Epel, 
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1993), molluscs (Faria et al., 2011; Luckenbach and Epel, 2008; McFadzen et al., 2000; Navarro 

et al., 2012; Rioult et al., 2014) and crabs (Köhler et al., 1998; Minier et al., 2008).  

The three major types of MDR proteins in humans include members of the ABCB, the ABCC and 

the ABCG2 subfamilies (Sarkadi et al., 2006). In marine invertebrates, only ABCB and ABCC 

transporters have been well described. Two complete sequences analog to ABCB/P-glycoprotein 

(P-gp) and ABCC/MDR-related protein (MRP) subfamilies were identified in the Californian 

mussel (Luckenbach and Epel, 2008). Furthermore, efflux activities have been confirmed using 

functional efflux assays with substrates and inhibitors (Luckenbach et al., 2008; Luckenbach and 

Epel, 2008). Similarly, P-gp transcript as well as pump activity were characterized in the Asian 

green mussel Perna viridis (Huang et al., 2014). In Mytilus edulis, Luedeking and co-authors 

obtained fragments of abcb and abcc sequences in various tissues and MXR transcript levels were 

measured in gills, mantle and digestive gland (Luedeking et al., 2005; Luedeking and Koehler, 

2002). Lately, ABCC/MRP transporter was detected in blue mussel hemocytes. Authors 

demonstrated that pump activity was principally supported by the hemocyte subpopulation 

eosinophilic granulocytes (Rioult et al., 2014). To our knowledge, only few studies explored the 

presence of ABCG2/BCRP transporter in bivalves. Protein and gene expression were quantified 

respectively in the Indian rock oyster Saccostrea forskali (Kingtong et al., 2007) and the Asian 

clam Corbicula fluminea (Chen et al., 2015).  

In this study, we investigate the existence of the third major type of MDR proteins ABCG2 in blue 

mussel hemocytes and gills. Complete ABCG2 amino acid sequence was identified and 

characterized. Therefore, ABCG2 gene expression was quantified and transcript levels were 

compared in mussel tissues. For determining whether ABCG2 transporter is active in M. edulis 

hemocyte subpopulations and gills, dye efflux assays were performed using fluorescent substrates 

combined with specific blockers.  

2. Material and methods  

2.1. Chemicals  

Bodipy prazosin (Invitrogen Life technologies) and pheophorbide A (Sigma Aldrich) were used 

as fluorescent dyes and substrates of BCRP. Inhibitors of ABC transporters described in Table 1 

were purchased from Sigma Aldrich and Tebu-bio for Ko134.  
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2.2. Mussel and tissue collection  

Adult mussels, M. edulis with shell length ranging from 4 to 5 cm, were collected on the intertidal 

rocky shore of Yport (0°18'52''E:49°44'30''N, France) between April 2014 and December 2015, 

immediately transported to the laboratory and placed in a temperature-controlled (10°C) aerated 

Biotop Nano Cube 60 seawater tank (Sera, Heinsberg, Germany), equipped with mechanical and 

activated biological filtering. The animals were fed with algae (Isochrysis galbana) and 

maintained in these conditions for at least one week before use.  

Hemolymph was withdrawn from the posterior adductor muscle sinus, by gentle aspiration with a 

1 mL syringe equipped with a 22G needle. For RNA extraction, pooled aliquots from 10 mussels 

were centrifuged 5 min at 1200 g. Gills were gently removed from mussel and immediately used 

in RNA extraction. For efflux activity assays, tissues were kept entire or excised using biopsy 

punches (6 mm diameter) to obtain disks.  

2.3. RNA extraction and cDNA synthesis  

Total RNA was isolated from hemocytes or from gills using RNeasy mini kit (Qiagen) according 

to the manufacture’s recommendations. RNA suspensions were treated with DNase (Turbo DNA 

free kit, Ambion) for genomic DNA removal. Total RNA concentration was analyzed by 

spectrophotometry (Nanodrop, Thermo Scientific). RNA integrity was checked by electrophoresis 

on 1 % agarose gel with SYBR staining (SYBR Safe DNA gel stain, Invitrogen). Reverse 

transcription was carried from total RNA (1 μg) using M-MLV RNAse H minus (100U, Promega) 

and oligo(dT)20 (1 μg) in the presence of Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (80U, 

Promega). Complementary first-strand DNA (cDNA, 40 μL) were diluted in 60 μL of ultra-pure 

water and stored in 5 μL aliquots at -20°C until use.  

2.4. Gene fishing and analysis of transporter sequence  

The primers used in gene fishing were directed against sequence of abcg2 ortholog from Mytilus 

galloprovincialis (Genbank accession number gi|406717747) and designed using Primer3 

software (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/, Table 2). PCR was performed on cDNA gills using 

Taq’Ozyme purple mix (Ozyme). After an initial denaturation step at 95°C for 2 min, 45 cycles 

were performed including a denaturation step at 95°C for 30 s, annealing at 62°C for 30 s and 

extension at 72°C for 1 min. The final extension step was continued for 5 min. The amplified PCR 

products were purified from 1.2% agarose gel using QIAquick gel extraction kit (Qiagen). Partial 

cDNA sequences were obtained after sequencing and blasted with abcg2 cDNA from other 

organisms to verify the homology (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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The 5’ cDNA of Mytilus edulis abcg2 was obtained by 5’RACE PCR using SMART RACE cDNA 

amplification kit (Clontech) according to the user’s manual. The 5’RACE product was amplified 

by PCR using gene specific primer (Table 2) and universal primer mix supplied with the RACE 

PCR kit. PCR was performed in a touchdown mode: 5 cycles at 94°C (30 s)/72°C (3 min), 5 cycles 

94°C (30 s)/70°C (30 s)/72°C (3 min) and 25 cycles 94°C (30 s)/68°C (30 s)/72°C (3 min). 

Amplified products were gel purified, cloned and sequenced. The resulting PCR and RACE PCR 

sequences were assembled using Geneious R7.1.9 software. In order to get the whole open reading 

frame and to confirm assembled sequences, a PCR reaction was performed using primers directed 

against Mytilus edulis abcg2 (Table 2) following the same cycling conditions cited previously.  

Final sequence was analyzed using tools at expasy (http://web.expasy.org/), NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and cbs server (http://www.cbs.dtu.dk/services/). Multiple 

sequence alignment and determinations of identity rates between amino acid sequences of ABC 

transporters from different organisms were performed using Clustal W2. Phylogenetic tree was 

built according to Neighbor-Joining method using Geneious R7.1.9 software.  

2.5. Quantitative real-time polymerase chain reaction  

QPCR analysis was conducted on the Rotor-Gene Q 2- plex HRM (QIAGEN, Courtaboeuf, 

France) using the QuantiTect® SYBR® Green Master Mix (2X, QIAGEN). Each reaction was run 

in duplicate with a final volume of 20 μL containing 5 μL cDNA and 0.5 μM of each primer. 

Specific qPCR primers for abcg2-like and the housekeeping (hk) Elongation factor ef1α were 

designed using ProbeFinder software (https://lifescience.roche.com/, Table 2). The ef1α was 

chosen as hk gene because of its stability from different experimental conditions (Lacroix et al., 

2014)  

Reactions were initiated with an initial denaturation for 15 min at 95 °C followed by 45 cycles at 

94 °C for 15 s, 59 °C for 30 s and 72 °C for 6 s. The melting curve was finally determined during 

a slow temperature elevation from 60 to 95 °C (1°C.s-1). The run included blank controls (water). 

For the qPCR efficiencies of each primer pair used, standard curves were generated using eight 

serial dilutions of cDNA (from 109 to 101 copies) (Xuereb et al., 2012). The level of expression of 

the target genes, normalized to the ef1α housekeeping gene, was then calculated using the 

(1+efficiency)−ΔCt formula.  

http://web.expasy.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.dtu.dk/services/
https://lifescience.roche.com/
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2.6. Analysis of MXR activity  

MXR activity was assessed in hemocytes by flow cytometry and in gills by microplate reader 

assays using dye efflux assays in absence or presence of inhibitors.  

2.6.1. MXR activity in hemocytes  

Crude hemolymph was placed into individual wells of 24-well tissue-culture plates (Greiner) and 

cells allowed to adhere for 15 minutes at 15 °C. The hemolymph was removed and replaced with 

400 μL of marine physiological saline solution (MPSS, pH 7.8, 0.2 μm filtered) alone for the 

control or containing ABC transporter inhibitors at 30 μM final concentration. After 30 min of 

incubation at 15°C, fluorescent dyes were added: pheophorbide A at 5 μM or bodipy prazosin at 

0.5 μM and incubated 15 min at 15 °C. Supernatants were gently aspirated and attached cells were 

removed by adding cold Alsever’s solution (300 mM NaCl, 100 mM Glucose, 30 mM sodium 

Citrate, 26 mM citric acid, 10 mM EDTA, pH 5.4) and immediately analyzed by Cell Lab Quanta 

SC MPL flow cytometer (Beckman Coulter).  

2.6.2. MXR activity in gills  

Entire gills or tissue disks obtained by biopsy punches, were placed into individuals wells of 12-

well plates (Greiner) or black 96-well plates (nunc) filled with MPSS. ABC transporter inhibitors 

were added at 30 μM and incubated for 30 min at 15 °C. Thereafter,pheophorbide A (5 μM) or 

bodipy prazosin (0.5 μM) were added for 15 min at 15 °C. Cell disks were transferred in new wells 

containing MPSS to remove the probe excess. The fluorescence accumulated was measured with 

a microplate reader (Tecan, excitation/ emission wavelength in nm: 490/530 for bodipy prazosin 

and 395/670 for pheophorbide A).  

Mean values of fluorescence were plotted and compared. A MXR activity factor (MAF) was 

calculated using the following formula: 100 * (
MFL inhibitor - MFL ctrl

MFL inhibitor
) wherein MFL inhibitor and 

MFL ctrl are the mean fluorescence intensity values measured in the presence and absence of 

inhibitor (Lebedeva et al., 2011).  

2.7. Statistical analyses  

Statistical analysis was performed by using SigmaPlot 12 (Systat Software Inc., Chicago, IL). 

Replicates were averaged and the values were tested for normality (Shapiro-Wilk) and paired 

comparisons were performed by Student's t-tests. Statistical significance was accepted for *p < 

0.05, **p < 0.01 or ***p < 0.001.  
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3. Results  

3.1. Identification and phylogenetic analysis of ABCG2 transporter  

The expression of ABCG2 gene in Mytilus edulis gills was investigated by RT PCR. The amplified 

product had the expected size and generated a partial cDNA sequence of 542 pb. Blast analysis 

confirmed that the fragment was a part of an abcg2-like gene sequence.  

The 2198 pb full length cDNA sequence was secondarily obtained by assembling of various 

sequences from RACE and PCR reactions performed on different cDNAs (Genbank accession 

number KX551963). It contained a 1926 pb ORF encoding a 641 amino acid polypeptide. In 

addition, 265 pb and 6 pb of 5’-and 3’-UTR were identified. The deduced amino acid sequence 

has a calculated molecular mass of 71.5 kDa and a theoretical isoelectric point of 7.57.  

Analyses of amino acid sequence revealed the structural organization of ABCG2 transporter in a 

single subunit with a nucleotide binding domain (NBD) and a membrane spanning domain (MSD). 

The NBD contained highly conserved motifs of ABC transporters: the walker A/P-loop, walker B, 

ABC signature (C motif) as well as the Q-loop/lid upstream of the walker A and the D-loop and 

H-loop/switch regions downstream of the walker B (Figure 1-2). Furthermore, the MSD was 

organized in six putative transmembrane helices and the NH2 terminal was located in the cytosol. 

Two possible N-glycosylation sites (Asn-Val-Ser) were identified respectively in the 2nd-3rd 

(amino acid 454-456) and the 5th-6th (amino acid 552-554) transmembrane helice. No signal 

peptide was detected (Figure 1-2).  

The phylogenetic analysis revealed the similarity of M. edulis ABCG2 with other representative 

ABCG2 protein from different species (Figure 3). M. edulis amino acid sequence matched the 

most with Mytilus galloprovincialis (98%), Crassostrea gigas (65%) and Lottia gigantea ABCG2 

(64%) while identities with other vertebrates and invertebrates orthologs were comprised between 

49% and 61% (49% with human protein).  

3.2. ABCG2 transcript levels in hemocytes and gills  

The expression of abcg2-like mRNAs was investigated in Mytilus edulis hemocytes and gills 

(Figure 4). Transcript levels were normalized to ef1α. This housekeeping gene was stable amongst 

tissues (data not shown). Both tissues showed the presence of abcg2-like gene product. 

Furthermore, transcripts were significantly more abundant in gills (2.5 times) than in hemocytes.  
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3.3. ABCG2 transporter activity  

BCRP efflux activity was investigated in hemocyte suspensions and gill tissues using bodipy 

prazosin (Cooray et al., 2004) and pheophorbide A (Robey et al., 2004) as ABCG2 pump allocrites. 

Cells were treated with pharmacological blockers characterized by their specificity for human 

ABC transporters (Table 1).  

3.3.1. In hemocytes  

BCRP efflux activity was explored in hemocyte subpopulations by flow cytometry. Cell 

fluorescence was analysed according criteria of cell size (EV expressed in μm) and inner 

complexity (side-scatter signal). Two non-overlapping regions were defined on EV/SS dot plots. 

The region R1 corresponds to small semi-granular basophils and the region R2 to large granular 

and semi-granular cells called eosinophils (Figure 5a). The normalized intracellular fluorescence 

concentration (FL-FC, arbitrary units) was calculated from the ratio of FL to EV (Figure 5b).  

The cell fluorescence varied according to the probe used. Bodipy prazosin was more accumulated 

in eosinophils. In contrary, pheophorbide A was slightly more concentrated in basophils. In the 

presence of ABC transporter inhibitors sildenafil, MK571, Ko 134 and elacridar, bodipy prazosin 

accumulation increased significantly in hemocytes particularly in eosinophils, while pranlukast 

had no effect on dye efflux (Figure 5c). By contrast, pheophorbide A efflux was only non 

significantly inhibited by all blockers, at different levels.  

To compare blockers effects on pump activity, the multidrug resistance activity factor was 

determined (Table 3). Cells charged with bodipy prazosin showed an increased MAF for most 

inhibitors (sildenafil, MK571, Ko 134, elacridar) compared to hemocytes incubated with 

pheophorbide A. Furthermore, with bodipy prazosin no differences were noted between hemocyte 

subpopulations. By contrast, MAF values were less important in basophils loaded with 

pheophorbide A than in eosinophils.  

3.3.2. In gills  

ABCG2 pump activity was explored in gills with a microplate reader assay. Only MK571 and Ko 

134 significantly increased bodipy prazosin accumulation, indicating an inhibition of the dye 

efflux (Figure 6a). The other blockers induced a slight but non-significant increase in cell 

fluorescence. With the probe pheophorbide A, slight fluorescence increases were obtained mainly 

in gills pre-incubated with sildenafil or Ko 134, but no inhibitor produced result significantly 

different from control measurements. Furthermore, in control conditions, both BCRP allocrites 

were more effluxed from the anterior-labial part of gills (Figure 6b). In the presence of pump 
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blockers (MK571 and Ko 134), fluorescence increased and was more concentrated in the center 

and anterior side of the tissues.  

Gills charged with bodipy prazosin showed higher MAF values compared to pheophorbide A. in 

the presence of Ko 134, efflux activity was more important for both fluorescent probes (Table 4). 

However, MK571 showed a high MAF value only for bodipy prazosin.  

4. Discussion  

ABC transporters play an important role in cell detoxification. Until now, only B and C subfamilies 

were identified in the blue mussel. In this study, we expand the knowledge on ABC pump subtypes 

and investigate the presence of ABCG2 in Mytilus edulis tissues. To this purpose, we combined 

molecular and functional approaches to explore gene expression and pump activity in the gills and 

hemocytes.  

4.1. ABCG2 molecular characterization  

ABCG2 amino acid sequence was identified from the gills of Mytilus edulis and characterized. It 

contained typical conserved structural domains of ABC transporter. Characteristic motifs 

including the Walker A and B motifs are common to many ATP binding proteins while aromatic 

D, H and Q loops as well as ABC signature are unique to the family (Dean et al., 2001; Linton, 

2007). They play an important role in the functioning of the transporter (Linton, 2007). According 

to the predicted structure, Mytilus edulis ABCG2 is a half transporter, with one NBD followed by 

one MSD and a molecular weight equal to 71.5 KDa which is closely similar to human ABCG2 

(Kathawala et al., 2015).  

Phylogenetic analysis grouped the identified protein with other ABCG2 members from several 

species. Mytilus edulis ABCG2 was closely related to invertebrate transporters especially Mytilus 

galloprovincialis and Crassostrea gigas efflux pumps. This classification is not surprising 

considering that ABC transporters are well conserved across species. Most of the studies reported 

a strong homology between bivalve ABC pumps. For example, Huang et al. (2015) identified P-

gp in the bivalve species R. philippinarum, S. subcrenata and T. granosa exhibiting high homology 

with other bivalve mollusks such as C. ariakensis, C. gigas, M. californianus and M. 

galloprovincialis.  

Since ABCG2 transcript has also been found in hemocytes, we quantified the abundance mRNAs 

in both tissues. ABCG2 copy number were 2 fold higher in gills than hemocytes. This apparent 

disparity in gene expression over tissues has been demonstrated for other members of ABC 

transporters. P-gp transcripts were more abundant in gills than hemocytes in the scallop C. farreri 
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(Miao et al., 2014) and the mussel M. galloprovincialis (Della Torre et al., 2014; Franzellitti et al., 

2016). Many authors suggested that the tissue-specific expression of ABC genes is a consequence 

of tissue involvement in adsorption, metabolism and elimination of toxic compounds (Della Torre 

et al., 2014; Huang et al., 2015). The latter hypothesis may be plausible nevertheless further 

investigations are needed to confirm it.  

4.2. ABCG2 pump efflux activity  

If ABCG2 expression has been poorly described in bivalves, data on pump activity are inexistent. 

Herein, we explored for the first time BCRP pump activity using fluorescent probes, allocrite to 

human BCRP, in combination with a battery of inhibitors. In hemocytes, analysis was performed 

considering two major subpopulations. The first is represented by small semi granular basophils 

while the second includes complex granulocytes and agranular hyalinocytes (Le Foll et al., 2010). 

Results showed that the rate of accumulated fluorescence varied according to both cell subtypes 

and allocrite probes. Either in basal condition or in the presence of blockers, bodipy prazosin was 

more concentrated in eosinophils and inversely pheophorbide A was more stored in basophils. In 

appearance, these probe heterogeneous distributions may be a consequence of pronounced activity 

localized in particular cell subpopulation as reported by other studies. In this respect, Rioult et al. 

(2014) demonstrated that ABCC activity was supported by Mytilus edulis granulocytes. However, 

herein even though probes are supposed to be both allocrite to ABCG2 (Robey et al., 2004; Shi et 

al., 2011), their distribution profiles in hemocytes were contradictory. These discrepancies can be 

accounted for by to a dual effect of transporter location and differential affinity of substrates to 

cell compartments. According to few studies, ABC pumps can be located in mammalian lysosomal 

membrane in addition of plasmalemma (Rajagopal and Simon, 2003; Wioland et al., 2000). 

Furthermore, in mussel blood cells, it has been shown a retention of the fluorescent P-gp substrate 

rhodamine B in lysosomes, reversible by verapamil as blocker (Svensson et al., 2003). Another 

explanation to the higher accumulation of bodipy prazosin in eosinophils would be the presence 

of an additional pump contributing to the observed activity. Actually, if pheophorbide A has been 

proved to be a single substrate to mammalian ABCG2 (Robey et al., 2004), the specificity of 

bodipy prazosin was more discussed. Several studies reported the efflux of bodipy prazosin by 

Human P-gp (Chufan et al., 2013; Kimchi-Sarfaty et al., 2002). In mussel hemocytes, the existence 

of an active P-gp is controversial. Classical ABCB blockers were ineffective on calcein-AM or 

rhodamine 123 efflux in hemocytes of M. edulis (Rioult et al., 2014) and M. galloprovincialis 

(Della Torre et al., 2014; Franzellitti et al., 2016). In contrast, rhodamine B efflux was inhibited 

by the same blockers in blood cells of the blue mussel (Svensson et al., 2003) and the freshwater 
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painter's mussel (Zaja et al., 2006). According to these contradictory findings, the possibility of an 

ABCB pump interference in MXR activity cannot be excluded. It is probable that the mussel P-gp 

has an affinity profiles toward allocrites that differs from that of mammalian transporter and that 

the mussel efflux pump is capable to interact with other substrates like bodipy prazosin. 

Considering this latter point, a combination of allocrites and inhibitors is required to properly 

characterize the pump of interest.  

In hemocytes, the specific blockers of mammalian BCRP, elacridar and Ko 134, enhanced 

fluorescence level of both probes indicating an active role of ABCG2 in cell subpopulations. By 

contrast, sildenafil acted only on bodipy prazosin efflux and had no effect on pheophorbide A. 

This blocker has been described for reversing the resistance of ABCG2 and ABCB1 in Human 

cells (Shi et al., 2011). Surprisingly, classical inhibitors of C class transporter increased also the 

accumulation of fluorescent dyes. MK571 blocked the efflux of both probes while pranlukast had 

an effect only on pheophorbide A. Several studies used MK571 for his specific action against 

ABCC pump in bivalves like the blue mussel (Rioult et al., 2014), the Mediterranean mussel (Della 

Torre et al., 2014; Franzellitti et al., 2016), the Californian mussel (Luckenbach et al., 2008; 

Luckenbach and Epel, 2008) and the zebra mussel (Faria et al., 2016, 2011). However, in our 

study, it seems that this blocker is also able to interact with ABCG2 in mussels. Furthermore, 

Fischer et al. (2013) reported its action on zebrafish ABCB4. Thus, regarding this polyspecificity, 

results should be interpreted more carefully particularly when the tissue expresses multiple 

transporters.  

In gills, dye accumulation was enhanced at different levels after treatment with blockers indicating 

a BCRP activity. Ko 134 inhibited efficiently the efflux of bodipy prazosin (MAF=29±6.4) and 

pheophorbide A (MAF=28±7.1), whereas, MK571 blocked more bodipy prazosin (MAF=38±8.1). 

The difference of substrate inhibition profiles compared to hemocytes may be due to the 

heterogeneous distribution of the transporter in gills. Indeed, BCRP efflux activity seems to be 

concentrated in the anterior side of gills suggesting a localized expression of ABCG2. ABC 

transporter localization has been explored in few studies. BCRP was found in apical border of 

mammalian tissues, (Leslie et al., 2005) and Saccostrea forskali gills (Kingtong et al., 2007). 

Similarly, P-gp was detected in apical membranes of Mytilus galloprovincialis gills at the tissue 

environment interface and authors suggested his role as a barrier against entrance of xenobiotics 

(Luckenbach and Epel, 2008).  
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5. Conclusion  

In this study, we identified and characterized a new ABC transporter belonging to G2 subtype in 

Mytilus edulis. Phylogenetic analysis revealed a sequence homology and a similar organizational 

structure than other ABCG2 family members. Furthermore, transcripts were expressed in 

hemocytes and with higher level in gills. Efflux activity assays show that Mytilus edulis has an 

active BCRP protein with an heterogeneous distribution in hemocyte subpopulations and gill 

tissues. Based on these results, it is clear that several ABC transporters contribute to MXR defense 

system in Mytilus edulis. Efforts have to be made to clarify the distinction between the different 

members and to explore their single function and specificity towards allocrites and 

chemosensitizers.  
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Figure legend  

Figure 1. Topology of the Mytilus edulis ABCG2 protein with membrane spanning domains 

(MSD) as predicted by TMHMM v2.0 and nucleotide binding domain (NBD) indicated by the 

Walkers A and B, the C motif, the Q-, D- and H-loops. GS marks the N-glycosylation sites.  

Figure 2. ClustalW alignments of Mytilus edulis ABCG2 with Human ABCG2 transporter 

(GenBank accession no. Q9UNQ0). Conserved Walker A and B motifs, the ABC signature C 

motif, Q-, D- and H-loops are indicated with coloured boxes. Underlined sections represent 

transmembrane helices according to the TMHMM program. GS marks the N-glycosylation sites. 

* indicate similar amino acid  

Figure 3. Phylogenetic tree based on multiple alignment (ClustalX) of various ABCG2 transporter 

subtype sequences from diverse vertebrates and invertebrates. Tree was generated using the 

neighbour-joining method, distances are shown at the nodes.  

Figure 4. Relative expression of abcg2-like in Mytilus edulis hemocytes and gills. Transcript 

levels are normalized to ef1α (hk gene). Letters indicate significant differences (mean ± SEM, n=5, 

p<0.01, Student's t-test).  

Figure 5. Flow cytometry analysis of BCRP efflux activity in hemocyte subpopulations. Cells 

were preincubated for 30 min with various blockers at 30 μM and then a fluorescent dye, bodipy 

prazosin (0.5 μM) or pheophorbide A (5 μM), was loaded for 15 min. a, dot plot of cell Coulter-

type electronic volume (EV), graphed versus cell complexity side-scatter (SS). Two 

subpopulations of interest have been delimited by off-line analysis and considered to correspond 

to basophils and eosinophils. b, normalized fluorescence (FL1-FC, for FL1-fluorescence 

concentration) distributions of the sample presented in a, expressed as the ratio of FL1 to cell size. 

c, mean fluorescence of hemocytes in absence or presence of blockers, for respective fluorescent 

dyes (bars are SEM, n=3-5). * indicates significant differences from the control (Student’s t-test, 

*p<0.05) and § marks differences between hemocyte subpopulations (Student’s t-test, §§p<0.01)  

Figure 6. BCRP efflux activity in gills measured by dye accumulation in presence of ABC 

transporter inhibitors. Cells were preincubated for 30 min with various blockers at 30 μM and then 

a fluorescent dye, bodipy prazosin (0.5 μM) or pheophorbide A (5 μM), was loaded for 15 min. a, 

mean of fluorescence of gills in absence or presence of blockers and, for respective fluorescent 

dyes (bars are SEM, n=4, *p<0.05 Student’s t-test). b, colour-coded cartography of probes 

accumulation in gills in control and blocked samples (P: posterior, A:anterior, DS: Dorsal side, 

VS: Ventral side)  
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Figure 1. Topology of the Mytilus edulis ABCG2 protein 
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Figure 2. ClustalW alignments of Mytilus edulis ABCG2 with human ABCG2 transporter 
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Figure 3. Phylogenetic tree based on multiple alignment (ClustalX) of various ABCG2 

transporter subtype sequences from diverse vertebrates and invertebrates 
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Figure 4. Relative expression of abcg2-like in Mytilus edulis hemocytes and gills 
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Figure 5. Flow cytometry analysis of BCRP efflux activity in hemocyte subpopulations
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Figure 6. BCRP efflux activity in gills measured by dye accumulation in presence of ABC transporter inhibitors
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Tables:  

Table 1. Specificity of ABC blockers used in this study 

Chemicals   Blocker specificity Reference  

Sildenafil ABCB/ABCG2 Shi et al., 2011  

MK571 ABCC Olson et al., 2001  

Pranlukast (ONO-1078) ABCC Nagayama et al., 1998  

Ko134 ABCG2 Lepist et al., 2012  

Elacridar  ABCG2 Sato et al., 2015  

Table 2. Primers used in this study 

Gene 
Accession 

number  
Fw 5’-3’ Rev 5’-3’ 

Tm 

(°C) 

Amplicon 

size (pb) 
Reaction 

abcg2 

gi|406717747 CCCTGCTGGTTTAAGTGGAC ATCAACACCAACCACTGCAT 59 879 PCR 

KX551963 GCGAGATGGACAAACGAACC ATGGATTTGGTCCTTGCACT 60 2248 PCR 

KX551963 TGGTGGGCTATGTTGTTCAGGATGA CTTTCTCCACCAGATACACCACGGA 64 214 
RACE 

PCR 

KX551963 TGTGCTATTTTTAGATGAACCAACA TCCTTCCTTTTAATGCTAATCTTCTC 59 95 qPCR 

ef1α AF063420.1 TGTGCTATTTTTAGATGAACCAACA TCCTTCCTTTTAATGCTAATCTTCTC 59 61 qPCR 

 

Table 3.Comparison of BCRP activity detection in hemocyte subpopulations using BCRP probes and 

inhibitors of different specificity 

BCRP Probe 
Hemocyte 

subpopulation 
Sildenafil MK571 Ko134 Elacridar Pranlukast 

Bodipy prazosin 

Basophils 55 ± 6.9 38 ± 11.7 25 ± 9.9 44 ± 5.3 0 

Eosinophils 53 ± 2.5 39 ± 5.6 32 ± 1.3 46 ± 2.5 0 

Pheophorbide A 

Basophils 9 ± 8.6 35 ± 11.9 35 ± 15.8 21 ± 13.6 36 ± 12.1 

Eosinophils 18 ± 12.3 50 ± 8.3 41 ± 14.7 25 ± 12.5 41 ± 12.6 

Average MAF values ± SEM for three (for pheophorbide A) and five (for bodipy prazosin) representative experiments are provided. 

Negative MAF values have been replaced with 0. 

Table 4. Comparison of BCRP activity detection gills using BCRP probes and inhibitors of different 

specificity 

BCRP Probe Sildenafil MK571 Ko134 Elacridar Pranlukast 

Bodipy prazosin 12 ± 8.3 38 ± 8.1 29 ± 6.4 18 ± 7.2 17 ± 10.5 

Pheophorbide A 22 ± 4.2 13 ± 8 28 ± 7.1 17 ± 4.9 6 ± 15.2 

Average MAF values ± SEM for four representative experiments are provided. Negative MAF values have been replaced with 0. 
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Article 4: Régulation des gènes du système MXR dans les 

branchies et les hémocytes de Mytilus edulis: effets des 

contaminants et de la saison 

 

En préparation 

 

Le phénotype MXR (MultiXenobiotic Resistance) est reconnu comme étant un 

biomarqueur d’exposition chez les organismes aquatiques. Des précédentes études ont montré 

l’induction de la P-glycoprotéine par les xénobiotiques organiques et leur surexpression dans 

les moules provenant de régions dégradées. Toutefois, la variation saisonnière des niveaux de 

transcrits dans les sites contaminés n’a jamais été décrite.   

Dans cet article, l’expression des gènes de trois transporteurs ABC a été co-analysée 

dans les hémocytes et les branchies de Mytilus edulis. D’abord, des expériences au laboratoire 

ont été réalisées sous des conditions contrôlées. Une courte exposition aigue au  benzo[a]pyrène 

a montré la modulation de l'expression des gènes abcb-, abcc- and abcg2-like avec une 

régulation positive dans les branchies et une sous régulation dans les hémocytes. L’étude terrain 

a confirmé la tendance observée au laboratoire. Les transcrits abcb- and abcg2-like sont moins 

abondants dans les hémocytes provenant du site contaminé. Dans les branchies, abcb-like est 

plus exprimée dans le groupe des moules contaminées. Toutefois, l’expression des gènes abc 

est instable au long des saisons d’échantillonnage. De plus, les effets saisonniers interagissent 

avec les effets sites résultant en une inversion ou une convergence des niveaux de transcrits. 

Seul abcb-like a montré un taux d’ARNm plus élevé dans les branchies des animaux collectés 

à partir du site plus impacté tout au long de l’étude diachronique. Ces résultats confirment 

l’adéquation de l’expression du gène abcb-like dans les branchies de Mytilus edulis en tant que 

biomarqueur d’exposition aux xénobiotiques sur le terrain
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Abstract 

The MXR (MultiXenobiotic Resistance) phenotype in aquatic organisms is recognized as a 

biomarker of exposure to contaminants. Previous studies have provided evidence that P-

glycoprotein is inducible by organic xenobiotics and overexpressed in mussels from degraded 

areas. However, seasonal changes in transcript levels at contaminated sites has not been 

described previously. In this study, tissue-specific gene expression of three ABC transporters 

was co-analyzed in hemocytes and gills of Mytilus edulis. First, laboratory experiments were 

conducted under controlled static conditions. An acute short exposure to benzo[a]pyrene 

showed a modulation of abcb-, abcc- and abcg2-like gene expression with an upregulation in 

gills and a downregulation in hemocytes. The field study confirmed the trend observed in the 

laboratory. Abcb- and abcg2-like mRNAs were less abundant in hemocytes originating from 

the more impacted site by comparison to the reference area. In gills, abcb-like was more 

expressed in the contaminated mussel group. However, abc gene expression was unstable over 

sampling seasons. Furthermore, seasonal effects interact with site effects leading even to 

inversion or to convergence of transcript levels. Only the abcb-like gene displayed more 

abundant mRNAs levels in gills dissected from animals collected in the more polluted area all 

over the diachronic study. 

Taken together, our results confirms the adequacy of abcb-like gene expression in mussel gills 

as a biomarker of xenobiotic exposure in the field.   

Keywords: Multixenobiotic resistance, aquatic invertebrates, seasonal variation, contaminants, 

biomarkers  
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1. Introduction  

Contaminants are defined as “substances or groups of substances that are toxic, persistent and 

liable to bio-accumulate” according to European Water Framework Directive 2000/60/EC. 

Contamination by complex toxicant mixtures are constantly reported from marine waters 

surveys and studies dedicated to chemical impregnation of coastal biota [1, 2]. The European 

marine and coastal policy aims to achieve good environmental status, especially by maintaining 

contaminants at concentrations not giving rise to pollution effects (Marine Strategy Framework 

Directive 2008/56/EC, descriptor 8). To meet this objective, plans of environmental 

management may monitor early warning indicators specific to pretoxic manifestations of 

xenobiotics in sentinel species [3]. These preliminary adaptive responses involve first various 

gene regulations to preclude further disruptive action of toxicants and therefore can be detected 

at the molecular level.  

Among the biomarkers of exposure, recognized as promising methods for monitoring water 

pollution, is the mussel MultiXenobiotic Resistance (MXR) phenotype [4]. The MXR system, 

also called phase 0/III, is a primary cell detoxification mechanism mediated by membrane ATP 

Binding Cassette (ABC) efflux proteins [5]. These active transporters defense organisms 

against a variety of chemically unrelated toxicants and metabolites by preventing their 

accumulation in cells. Members of the ABC transporter family are widespread within living 

organisms, from bacteria to humans [6]. The MXR system can be considered as relatively well 

documented in aquatic species [5, 7], especially in freshwater and marine bivalves where it was 

first described [8–10]. In mussels, transcripts and efflux activities of different ABC transporters 

have been identified from various tissues, including ABCB/P-glycoprotein, ABCC/Multidrug 

Resistance Protein [11–16] and recently ABCG2/Breast Cancer Resistance Protein (Ben 

Cheikh Y., 2016 University of le Havre, le Havre, France, personal communication) subtypes.  

In addition to providing a broad spectrum cell chemical protection, the MXR phenotype is also 

known to be induced by a large set of xenobiotics including biocides [8,17,18], polycyclic 

aromatic hydrocarbon [19] and metals [11], leading de facto to an increase of cross resistance 

toward toxicants. In bivalves, abcb- as well as abcc-like mRNA levels, protein expressions or 

transport activities have been explored in studies based on natural field populations [20], 

transplantation experiments [21] and laboratory exposures [11,22]. If limited data are yet 

available for ABCG2-like transporter subtype, induction of protein expression by biocides have 

been reported [8, 18].  
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Regarding all of these particular characteristics, the MXR system can be proposed as a 

biomarker of choice for an integrated biomonitoring of organisms exposure to environmental 

contamination. However, expression of ABC transporters in adult mussels has been reported to 

be additionally modulated by several confounding biological and physico-chemical parameters, 

independently of the pollution status of the environment. At various levels of the MXR system, 

i.e. mRNA, proteins or activity, variations are described according to tissues, temperature, 

salinity, dissolved oxygen, season and possibly to nutritional state or reproductive cycle [11,23–

26]. Thus, interference of abiotic and biotic factors with biological responses may form a limit 

restricting the production of conclusive data and the standardization of analytical procedures.  

In the present work, we have investigated by qPCR the potential use of genes encoding MXR 

related proteins as biomarker of environmental exposure to pollutants. The transcription level 

is fundamental to understand regulation of the MXR system because mRNAs corresponds to 

the first stage of protein regulation. Furthermore, molecular tools deliver additional information 

for the target phenotype, herein the relative variations of abundance of three abc-like mRNAs 

in tissues. QPCR is actually the unique way to obtain this information for MXR efflux actors 

in Mytilus edulis, since the lack of specific antibody and pharmacology restrains the distinction 

between ABC transporter subfamilies on the basis of protein expression or efflux activities.  

In this study, for the first time in Mytilus edulis, variations of abcb-, abcc- and abcg2-like 

expression were co-analyzed in hemocytes and gills. In order to get data onto the response of 

M. edulis MXR system in front of a single environmental pollutant, we performed firstly a short 

time acute exposure to benzo[a]pyrene under static controlled conditions in vivo. Then, on the 

basis of the laboratory experiments, a diachronic field monitoring was carried out from two 

differentially polluted sites in Normandy (France) at different seasons.  

2. Material and methods  

2.1. Animals and sampling sites  

The coastal marine environment of Villerville is located on borders of the Seine Estuary, a 

highly contaminated area. The Seine river has heavily contaminated water and sediment bodies 

originating from agricultural runoff, major cities waste water sewage (Paris, Rouen, Le Havre) 

and inputs from several industrial and petrochemical plants as well. The French marine 

environment monitoring network (Réseau d’Observation de la Contamination Chimique du 

littoral, ROCCH) managed by the Ministry of Environment, quantifies chemical contaminants 

in mussel tissues. Data presented in Figure 1B are available online at 
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http://www.ifremer.fr/envlit/, a website dedicated to coastal environment operated by 

IFREMER (Institut Français de Recherche pour l’Exploitation de la MER), and indicate mussel 

tissues contamination levels with various polychlorobiphenyl and polycyclic aromatic 

hydrocarbons, over periods covering 2012 to 2014, from sampling stations corresponding the 

rocky shore of Yport and Villerville. In our study, the intertidal rocky shore of Yport was chosen 

as the reference site because the poor chemical contamination.  

Adult mussels, M. edulis with shell length ranging from 4 to 6 cm, were collected from the 

intertidal rocky shore of Yport or from the mouth of the Seine river at Villerville (Figure 1A) 

during February, April, September and December 2014. Animals were directly transported to 

the laboratory for immediate tissues sampling.  

2.2. Mussel exposure to benzo[a]pyrene  

After a seven days depuration period in UV-treated and filtered seawater, mussels sampled from 

the reference site Yport during February 2016, were exposed to benzo[a]pyrene (BaP) 5 mg/L 

(dissolved in Dimethyl sulfoxide) for 24 hours or to seawater as a control group. During the 

experiment, animals were maintained in tanks filled with 2 L with filtered sterile seawater 

(FSSW) under static conditions at 16 °C with aeration. No mortalities were observed.  

2.3. Tissue collection  

Hemolymph was withdrawn from the posterior adductor muscle sinus, by gentle aspiration with 

a 1 mL syringe equipped with a 22 G needle. Hemocyte samples consisted in five replicates per 

condition (field collected, control or laboratory exposed). For each replicate, hemolymph 

withdrawn from 10 mussels was pooled and centrifuged 5 min at 1200 g and supernatant was 

aspirated. For gills, 10 animals were dissected and tissues were gently removed individually. 

Samples were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until use.  

2.4. RNA extraction and cDNA synthesis  

Total RNA was isolated from hemocytes or from gills using RNeasy mini kit (Qiagen) 

according to the manufacture’s recommendations. RNA suspensions were treated with DNase 

(Turbo DNA free kit, Ambion) for genomic DNA removal. Total RNA concentration was 

analyzed by spectrophotometry (Nanodrop, Thermo Scientific). RNA integrity was checked by 

electrophoresis on 1 % agarose gel with SYBR staining (SYBR Safe DNA gel stain, 

Invitrogen). Reverse transcription was carried out from total RNA (1 μg) using M-MLV RNAse 

H minus (100 U, Promega) and oligo (dT)20 (1 μg) in the presence of Recombinant RNasin® 

http://www.ifremer.fr/envlit/
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Ribonuclease Inhibitor (80 U, Promega). Complementary first-strand DNA (cDNA, 40 μL) 

were diluted in 60 μL of ultra-pure water and stored in 5 μL aliquots at -20°C until use.  

2.5. qRT-PCR analysis  

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) analysis was conducted on the Rotor-

Gene Q 2- plex HRM (Qiagen) using the QuantiTect® SYBR® Green Master Mix (2X, 

Qiagen). Each reaction was run in duplicate with a final volume of 20 μL containing 5 μL cDNA 

and 0.5 μM of each primer. Specific qPCR primers for abcb-like, abcc-like, abcg2-like and the 

Elongation factor ef1α were designed using ProbeFinder software 

(https://lifescience.roche.com/, Table 1). Ef1α was chosen as housekeeping gene because of its 

stability from different experimental conditions [27].  

Reactions were initiated with a denaturation step for 15 min at 95 °C followed by 45 cycles at 

94 °C for 15 s, 59 °C for 30 s and 72 °C for 6s. The melting curve was finally determined during 

a slow temperature elevation from 60 to 95 °C (1 °C/s). Each run included blank controls 

(water).  

To obtain qPCR efficiencies of each primer pair used, standard curves were generated using 

eight serial dilutions of cDNA (from 109 to 101 copies) [28]. The expression levels of the target 

genes, normalized to the ef1α housekeeping gene, was then calculated using the 

(1+efficiency)−ΔCt formula. The modulation of mRNA transcription upon 24 h exposure to 

BaP was measured using the ΔΔCt method according to Pfaffl [29]. Data are presented as fold 

increase in expression of the target genes (abcb-, abcc- and abcg2-like) with respect to controls.  

2.6. Statistical analysis  

The normalized expressions of target genes (abcb-, abcc- and abcg2-like) were all treated the 

same way. Data were first transformed through a logit function. Transformed observations were 

then analyzed using a fixed effect linear model accounting for the date (February, April, 

September or December), the location (Villerville or Yport), the “tissue” (gills or hemocytes) 

and their interactions up to the second order as follow,  

𝑙𝑜𝑔𝑖𝑡(𝛥𝑐𝑡𝑖𝑗𝑘)=𝜇+𝑆𝑖𝑡𝑒𝑖+𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑗+𝑀𝑜𝑛𝑡ℎ𝑘+𝑆𝑖𝑡𝑒𝑖×𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑗+𝑆𝑖𝑡𝑒𝑖×𝑀𝑜𝑛𝑡ℎ𝑘+𝑂𝑟𝑔𝑎𝑛𝑗×𝑀𝑜𝑛𝑡ℎ

𝑘+𝜀𝑖𝑗𝑘, with the residuals defined as 𝜀𝑖𝑗𝑘∼𝑁(0,𝜎𝑖𝑗𝑘) and μ the general mean (i.e. the intercept). 

These computations were conducted using R 3.3.1 (R core Team, 2016). Results were finally 

compared using adjusted means (i.e. least squares means) computed with the “lsmeans” R 

package. We applied corrections for multiple testing in order to adjust the level of significance. 

https://lifescience.roche.com/
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The subsequent linear predictions (with 95% confidence intervals) were then graphically 

presented in interaction plots using the “ggplot2” R package.  

3. Results  

3.1. Effect of BaP exposure on abc gene expression  

The expression of ABC transporters genes was investigated in Mytilus edulis hemocytes and 

gills after 24h exposure to BaP 5 mg/L. Firstly, the variation of normalized transcript levels in 

control and exposed groups was plotted according to the box and whiskers representation. Then, 

the relative expression of each gene after exposure to contaminant was determined.  

In hemocytes, the abundance variability was disparate amongst the abc genes considered 

(Figure 2). Abcb- and in some respect abcg2-like genes exhibited a narrow range of expression 

levels in both control and exposed mussels (Figure 2A, C). In contrast, abcc-like transcript 

levels appeared more dispersed especially in non-exposed animals (Figure 2B). Exposure to 

BaP caused a marked downregulation of all abc gene expressions relatively to controls (Figure 

2D).  

In gills, abcb-like transcripts displayed the largest dispersion of expression levels in control 

mussels (Figure 3A) while values for abcc- and abcg2-like genes were more homogenous 

(Figure 3B, C). However, when exposed to the contaminant, abcc- and abcg2-like transcript 

levels were more scattered specially abcc gene. Animal exposure to BaP induced an 

upregulation of the three abc gene expression at different degrees (Figure 3D). Changes were 

relatively moderate for the abcb- (1.2 folds) and abcg2- (1.95 folds) transcripts and obviously 

more pronounced for abcc-like gene (15.4 folds).  

3.2. Seasonal abc gene expression in the field population  

ABC transporter gene expression was evaluated in field populations of mussels sampled from 

two sites differentially impacted by chemical pollutants at different periods of the year (Figure 

4, Figure 5). In hemocytes, transcripts levels of abcb-, abcc- and abcg2-like MXR transporters 

fluctuated significantly during the sampling periods (Figure 4). Altogether, the highest gene 

expression level was observed in February for the three transporters, excepting for abcg2- 

specifically in samples from Yport (highest level in April). Then, the transcript levels decreased 

in April and September and increased in December. Only abcc-like transcripts analyzed from 

Villerville mussels decreased continuously until the last month. Moreover, abcb- and abcg2-

like transcripts initially similar in both sites in February were then more abundant in Yport the 

rest of the year (significant data for abcg2-like). In contrast, the abcc- gene was more expressed 
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in Villerville hemocytes during April and September (no significant data) and similar at the 

other seasons.  

Similarly to what obtained in hemocytes, abc gene expression in gills was higher at the 

beginning of the year and then continuously decreased (Figure 5). In contrast, the peak of 

abcg2-like expression in samples from Yport was observed in April. Interestingly, the abcb-

like gene was significantly more expressed in mussel gills originating from the polluted site 

over all seasons. In this respect, no differences were noted for the abcc-like transporter. The 

abcg2-like gene expression level was less stable, being initially higher in Villerville and lower 

the rest of the year.  

When averaging over all seasons, abcg2-like expression in hemocytes was significantly higher 

in Yport than in Villerville. Similarly, after averaging over the four sampling dates for gills, 

only abcb-like expression was significantly higher in Villerville. No other significant season-

averaged difference was detected for other combination of genes by tissue.  

4. Discussion  

This work reports the evaluation of one component of the MXR phenotype in Mytilus edulis, 

the abundance of gene transcripts in tissues, as a biomarker of exposure to water pollution. 

Using specific qPCR primers, we have co-analyzed for the first time the expression level of 

genes corresponding to ABCB/P-glycoprotein-, ABCC/Multidrug Resistance associated 

Protein- and ABCG2/Breast Cancer Resistance Protein-like products in hemocytes and gills of 

mussels obtained from collection sites with contrasted contamination status and at different 

seasons of the year 2014. Qualitatively, all three of these transcripts encoding MXR efflux 

proteins were found in both tissues of animals from less (Yport) and more polluted (Villerville) 

areas. Quantitatively, the abundance of transcripts appeared sometimes variable from sample 

to sample and according to the origin of the tissues.  

4.1. Laboratory experiments  

To investigate the modulation of ABC transporter gene expression by xenobiotics, animals were 

exposed to BaP at 5 mg/L in the laboratory under static controlled conditions. Among 

contaminants, this polycyclic aromatic hydrocarbon was chosen because it has been detected at 

high concentration in mussel tissues in Normandy [30]. Even if the used concentration in our 

study is not environmental realistic, the short time acute exposure allowed to have a rapid 

response without altering animal viability. Indeed, 24 h BaP exposure provoked an upregulation 

of abcb-, abcc- and abcg2-like in mussel gills and a downregulation in hemocytes.  
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Some studies described the ability of this contaminant to regulate abc gene expression in aquatic 

organisms. Ferreira et al. reported that abcc1 and abcc2 transcript increase dose dependently 

upon 24 h exposure to BaP levels in European seabass hepatocytes [31]. Similarly, in the 

presence of BaP, abcc2 and abcg2 mRNAs have been shown to be upregulated in Nile tilapia 

gills and in the liver and proximal intestine, respectively [32]. Similar responses were observed 

with bivalve ABC transporters. For example, P-gp gene expression was induced in gills of 

Dreissena polymorpha [33] and Mytilus edulis [19]. In our experiments and in accordance with 

these findings, the induction observed in the gills confirms the adequacy of ABC transporter 

gene expression measurement as a tool to evaluate PAH exposure. Among the monitored 

transcripts however, quantification of abcc-like mRNAs seems less indicated because of the 

large dispersion of expression levels obtained after exposure to BaP.  

Opposite responses were observed in hemocytes, where all three transporters were 

downregulated after BaP exposure. Available data concerning abc gene regulation by chemicals 

in bivalve hemocytes are rather limited. Nevertheless and in a good agreement with our 

observations, downregulations of abcb-like expression in Mytilus hemocytes exposed to toxic 

compounds have been reported for cadmium [11] and for fluoxetine [34]. Hence, pollutant-

induced variations of abc mRNA levels appear to differ amongst tissues. Such discrepancies 

may be accounted for by distinctive physiological roles of those transporters and consequently 

a possible involvement of particular signaling pathways. Many studies discussed the capacity 

of BaP to alter functions of blood cells in invertebrates [35–37]. Interestingly, Franzellitti and 

Fabbri established a correlation between the downregulation of P-gp gene, c-AMP levels and 

the protein kinase (PKA) activity in hemocytes of Mytilus galloprovincialis exposed to 

fluoxetine [34]. Therefore, it can be hypothesized that the control of abcb-, abcc- and abcg2-

like expression in hemocytes and gills relies on distinct regulatory mechanisms. However, the 

present knowledge of involved mechanisms remains scarce and need further studies.  

4.2. Field experiments  

In our field study, abc transcripts showed fluctuations over time amongst sampling sites in both 

tissues. In hemocytes originating from the polluted site, abcb- and abcg2-like mRNAs were less 

abundant by comparison to the reference area. In gills, abcb-like was more expressed in the 

contaminated mussel group. Taken together, these trends correspond to the pattern obtained 

from laboratory exposure to BaP. However, abc gene expression was unstable over sampling 

seasons. Obviously, seasonal effects interact with site effects leading even to inversion or to 

convergence of expression levels. To explain these fluctuations, an influence of water 
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temperature on the MXR phenotype in mussels can be evoked as suggested by previous works. 

For example, in the field, a positive correlation between environmental water warming and 

protein expression in Mytilus galloprovincialis [26], Dreisseina polymorpha [20] and 

Crassostrea virginica [24, 38] was pointed out. By contrast, in laboratory conditions, 

Tutundjian and Minier rejected the interference of temperature with MXR expression in zebra 

mussels [39]. It should be additionally noted that according to regional meteo-climatic 

conditions, the presence and distribution of xenobiotics within environmental compartments 

can considerably vary. Intense precipitations resulted for instance in particle resuspension, 

increasing the bioavailability of contaminants for filter feeders. Consequently, the highest level 

of transcript observed in February could be related to a higher amount of contaminants. In 

warmer periods appearance of large amount of algal toxins may also regulate ABC transporter 

expression. In this respect, Buratti et al. have reported a downregulation of P-gp and mrp2 genes 

in mussels exposed to the paralytic shellfish toxin (PST) [23]. Detailed lifehistory traits of 

individual mussels are necessary to decipher the causality of ABC transporter gene expression. 

Noticeably however, the abcb-like gene was measured as overexpressed in gills originating 

from Villerville all over the four sampling periods.  

5. Conclusion  

This study evaluates the use of ABC transporters gene expression measurements in the blue 

mussel as a potential biomarker of exposure to water contaminants. Laboratory experiments 

indicate that a short term BaP exposure modulates abc gene transcript levels with an 

upregulation in gills and a downregulation in hemocytes. Our field study confirms the trend 

observed in the laboratory. Furthermore, it reveals strong interactions between abc transcript 

levels, seasonal variability and site pollution. Only the abcb-like gene displayed more abundant 

mRNAs levels in gills dissected from animals collected in the more polluted area all over the 

study. Therefore, abcb-like gene expression could be considered as site-specific, less subjected 

to non-pollutant influence and more indicated for biomonitoring applications. The present work 

also confirms the importance of considering the role of confounding factors in biomarker 

studies. Further investigations are needed to understand how abiotic factors can interfere with 

abc gene expression in the mussel.  

 

 

 



  Résultats   

163 

 

Acknowledgements  

This work received fundings from the State/Region Plan Contract (CPER) allocated through 

the Research Federation FR CNRS 3730 SCALE (Sciences Appliquées à L'Environnement), 

from the project IPOC supported by the Agence Nationale de la Recherche “Interactions 

between POllution and Climate changes: development of improved monitoring strategy” 

project (ANR-12-ISV7-0004) and from the GIP Seine-Aval project Ecotones. Yosra Ben 

Cheikh was a recipient for a Ph.D. grant from the Conseil Regional de Haute-Normandie.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Résultats   

164 

 

References  

[1] Kasiotis, K.M., Emmanouil, C., Anastasiadou, P., Papadi-Psyllou, A., Papadopoulos, A., 

Okay, O., Machera, K., 2015. Organic pollution and its effects in the marine mussel Mytilus 

galloprovincialis in Eastern Mediterranean coasts. Chemosphere 119 Suppl, S145-152.  

[2] Tappin, A.D., Millward, G.E., 2015. The English Channel: Contamination status of its 

transitional and coastal waters. Mar. Pollut. Bull. 95, 529–550.  

[3] Forbes, V.E., Palmqvist, A., Bach, L., 2006. The use and misuse of biomarkers in 

ecotoxicology. Environ. Toxicol. Chem. SETAC 25, 272–280.  

[4] Report of the ICES/OSPAR Workshop on Assessment Criteria for Biological Effects 

Measurements (WKIMC) - wkimc_2009.pdf  

[5] Ferreira, M., Costa, J., Reis-Henriques, M.A., 2014. ABC transporters in fish species: a 

review. Front. Physiol. 5.  

[6] Higgins, C.F., 1992. ABC transporters: from microorganisms to man. Annu. Rev. Cell Biol. 

8, 67–113  

[7] Bard, S.M., 2000. Multixenobiotic resistance as a cellular defense mechanism in aquatic 

organisms. Aquat. Toxicol. 48, 357–389.  

[8] Kingtong, S., Chitramvong, Y., Janvilisri, T., 2007. ATP-binding cassette multidrug 

transporters in Indian-rock oyster Saccostrea forskali and their role in the export of an 

environmental organic pollutant tributyltin. Aquat. Toxicol. 85, 124–132.  

[9] Kurelec, B., Pivcević, B., 1989. Distinct glutathione-dependent enzyme activities and a 

verapamil-sensitive binding of xenobiotics in a fresh-water mussel Anodonta cygnea. Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 164, 934–940.  

[10] Smital, T., Sauerborn, R., Pivcević, B., Krca, S., Kurelec, B., 2000. Interspecies differences 

in P-glycoprotein mediated activity of multixenobiotic resistance mechanism in several marine 

and freshwater invertebrates. Comp. Biochem. Physiol. Toxicol. Pharmacol. CBP 126, 175–

186.  

[11] Della Torre, C., Bocci, E., Focardi, S.E., Corsi, I., 2014. Differential ABCB and ABCC 

gene expression and efflux activities in gills and hemocytes of Mytilus galloprovincialis and 

their involvement in cadmium response. Mar. Environ. Res. 93, 56–63.  

[12] Faria, M., Navarro, A., Luckenbach, T., Piña, B., Barata, C., 2011. Characterization of the 

multixenobiotic resistance (MXR) mechanism in embryos and larvae of the zebra mussel 

(Dreissena polymorpha) and studies on its role in tolerance to single and mixture combinations 

of toxicants. Aquat. Toxicol. Amst. Neth. 101, 78–87.  

[13] Luckenbach, T., Epel, D., 2008. ABCB- and ABCC-type transporters confer 

multixenobiotic resistance and form an environment-tissue barrier in bivalve gills. Am. J. 

Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 294, R1919-1929.  



  Résultats   

165 

 

[14] Luedeking, A., Van Noorden Cornelis J. F., Koehler A., 2005. Identification and 

characterisation of a multidrug resistance-related protein mRNA in the blue mussel Mytilus 

edulis. Mar. Ecol. 286,167-175.  

[15] Marin, M., Legros, H., Poret, A., Leboulenger, F., Le Foll, F., 2004. Cell responses to 

xenobiotics: comparison of MCF7 multi-drug- and mussel blood cell multi-xenobiotic-defense 

mechanisms. Mar. Environ. Res. 58, 209–213.  

[16] Rioult, D., Pasquier, J., Boulangé-Lecomte, C., Poret, A., Abbas, I., Marin, M., Minier, C., 

Le Foll, F., 2014. The multi-xenobiotic resistance (MXR) efflux activity in hemocytes of 

Mytilus edulis is mediated by an ATP binding cassette transporter of class C (ABCC) 

principally inducible in eosinophilic granulocytes. Aquat. Toxicol. Amst. Neth. 153, 98–109.  

[17] Eufemia, N., Epel, D., 2000. Induction of the multixenobiotic defense mechanism (MXR), 

P-glycoprotein, in the mussel Mytilus californianus as a general cellular response to 

environmental stresses. Aquat. Toxicol. Amst. Neth. 49, 89–100.  

[18] Oliveira, I.B., Groh, K.J., Stadnicka-Michalak, J., Schönenberger, R., Beiras, R., Barroso, 

C.M., Langford, K.H., Thomas, K.V., Suter, M.J.-F., 2016. Tralopyril bioconcentration and 

effects on the gill proteome of the Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis. Aquat. 

Toxicol. 177, 198–210.  

[19] Prevodnik, A., Lilja, K., Bollner, T., 2007. Benzo[a]pyrene up-regulates the expression of 

the proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and multixenobiotic resistance polyglycoprotein 

(P-gp) in Baltic Sea blue mussels (Mytilus edulis L.). Comp. Biochem. Physiol. Part C 145, 

265–274.  

[20] Minier, C., Abarnou, A., Jaouen-Madoulet, A., Le Guellec, A.-M., Tutundjian, R., 

Bocquené, G., Leboulenger, F., 2006. A pollution-monitoring pilot study involving 

contaminant and biomarker measurements in the Seine Estuary, France, using zebra mussels 

(Dreissena polymorpha). Environ. Toxicol. Chem. SETAC 25, 112–119.  

[21] Achard, M., Baudrimont, M., Boudou, A., Bourdineaud, J.P., 2004. Induction of a 

multixenobiotic resistance protein (MXR) in the Asiatic clam Corbicula fluminea after heavy 

metals exposure. Aquat. Toxicol. 67, 347–357.  

[22] Smital, T., Sauerborn, R., Hackenberger, B.K., 2003. Inducibility of the P-glycoprotein 

transport activity in the marine mussel Mytilus galloprovincialis and the freshwater mussel 

Dreissena polymorpha. Aquat. Toxicol. Amst. Neth. 65, 443–465.  

[23] Buratti, S., Franzellitti, S., Poletti, R., Ceredi, A., Montanari, G., Capuzzo, A., Fabbri, E., 

2013. Bioaccumulation of algal toxins and changes in physiological parameters in 

Mediterranean mussels from the North Adriatic Sea (Italy). Environ. Toxicol. 28, 451–470.  

[24] Keppler, C., Ringwood, A.H., 2001a. Expression of P-glycoprotein in the gills of oysters, 

Crassostrea virginica: seasonal and pollutant related effects. Aquat. Toxicol. 54, 195–204.  

[25] Luckenbach, T., Corsi, I., Epel, D., 2004. Fatal attraction: synthetic musk fragrances 

compromise multixenobiotic defense systems in mussels. Mar. Environ. Res. 58, 215–219.  



  Résultats   

166 

 

[26] Minier, C., Borghi, V., Moore, M.N., Porte, C., 2000. Seasonal variation of MXR and 

stress proteins in the common mussel, Mytilus galloprovincialis. Aquat. Toxicol. 50, 167–176.  

[27] Lacroix, C., Coquillé, V., Guyomarch, J., Auffret, M., Moraga, D., 2014. A selection of 

reference genes and early-warning mRNA biomarkers for environmental monitoring using 

Mytilus spp. as sentinel species. Mar. Pollut. Bull. 86, 304–313.  

[28] Xuereb, B., Forget-Leray, J., Souissi, S., Glippa, O., Devreker, D., Lesueur, T., Marie, S., 

Danger, J.-M., Boulangé-Lecomte, C., 2012. Molecular characterization and mRNA expression 

of grp78 and hsp90A in the estuarine copepod Eurytemora affinis. Cell Stress Chaperones.  

[29] Pfaffl, M.W., 2001. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-

PCR. Nucleic Acids Res. 29, e45.  

[30] Abarnou, A., Duchemin, J., 2005. Distribution et devenir de contaminants persistants dans 

les écosystèmes littoraux.Comparaison Manche ouest-Manche est  

[31] Ferreira, M., Santos, P., Rey-Salgueiro, L., Zaja, R., Reis-Henriques, M.A., Smital, T., 

2014b. The first demonstration of CYP1A and the ABC protein(s) gene expression and activity 

in European seabass (Dicentrarchus labrax) primary hepatocytes. Chemosphere 100, 152–159.  

[32] Costa, J., Reis-Henriques, M.A., Castro, L.F.C., Ferreira, M., 2012. Gene expression 

analysis of ABC efflux transporters, CYP1A and GSTα in Nile tilapia after exposure to 

benzo(a)pyrene. Comp. Biochem. Physiol. Toxicol. Pharmacol. CBP 155, 469–482.  

[33] Châtel, A., Faucet-Marquis, V., Perret, M., Gourlay-Francé, C., Uher, E., Pfohl-

Leszkowicz, A., Vincent-Hubert, F., 2012. Genotoxicity assessment and detoxification 

induction in Dreissena polymorpha exposed to benzo[a]pyrene. Mutagenesis 27, 703–711.  

[34] Franzellitti, S., Fabbri, E., 2013. Cyclic-AMP mediated regulation of ABCB mRNA 

expression in mussel haemocytes. PLoS ONE 8, e61634.  

[35] Gómez-Mendikute, A., Cajaraville, M.P., 2003. Comparative effects of cadmium, copper, 

paraquat and benzo[a]pyrene on the actin cytoskeleton and production of reactive oxygen 

species (ROS) in mussel haemocytes. Toxicol. Vitro Int. J. Publ. Assoc. BIBRA 17, 539–546.  

[36] Gopalakrishnan, S., Huang, W.-B., Wang, Q.-W., Wu, M.-L., Liu, J., Wang, K.-J., 2011. 

Effects of tributyltin and benzo[a]pyrene on the immune-associated activities of hemocytes and 

recovery responses in the gastropod abalone, Haliotis diversicolor. Comp. Biochem. Physiol. 

Toxicol. Pharmacol. CBP 154, 120–128.  

[37] Matozzo, V., Monari, M., Foschi, J., Cattani, O., Serrazanetti, G.P., Marin, M.G., 2009. 

First evidence of altered immune responses and resistance to air exposure in the clam Chamelea 

gallina exposed to benzo(a)pyrene. Arch. Environ. Contam. Toxicol. 56, 479–488.  

[38] Keppler, C., Ringwood, A.H., 2001b. Expression of P-glycoprotein in southeastern 

oysters, Crassostrea virginica. Mar. Environ. Res. 52, 81–96.  

[39] Tutundjian, R., Minier, C., 2007. Effect of temperature on the expression of P-glycoprotein 

in the zebra mussel, Dreissena polymorpha. J. Therm. Biol., Role of Thermal Environment in 

Stress Adaptation and Tolerance: Ingegration of Multiple Stressors 32, 171–177. 



  Résultats   

167 

 

Figure legends 

Figure 1. Map of La Pointe de Caux (Normandy), the northern part of the Bay of Seine. (A) 

Two mussel sampling sites were selected as differentially impacted by contaminants, the mouth 

of the Seine at Villerville    where the animals are highly exposed to xenobiotics and in the 

rocky shore of Yport    , a less contaminated area. Inset: a larger view of the sampling fields. 

(B) Table presenting concentration of PAHs and PCBs (μg/kg-1 dry weight) in mussel tissues 

in the period 2012-2014 as determined by the French marine environment monitoring network 

(ROCCH) and available at http://www.ifremer.fr/envlit/, a website dedicated to coastal 

environment operated by IFREMER. 

Figure 2. Effect of BaP exposure on the expression of abcb-, abcc-and abcg2-like genes in 

mussel hemocytes. A-C, distribution of normalized abc transcript levels in control and exposed 

groups (BaP 5mg/L, 24h) represented by box-and-whisker plots (n=5). The boxes indicate 

median, 25th and 75th percentile (box) and the whiskers represent the 1.5 interquartile range. 

D, abc gene expression changes relatively to control after exposure to BaP, individual samples 

are represented by open circles and means by bars (n=5). 

Figure 3. Effect of BaP exposure on the expression of abcb-, abcc- and abcg2-like genes in 

mussel gills. A-C, distribution of normalized abc transcript levels in control and exposed groups 

(BaP 5mg/L, 24h) represented by box-and-whisker plots (n=10). The boxes indicate median, 

25th and 75th percentile (box) and the whiskers represent the 1.5 interquartile range. D, abc 

gene expression changes relatively to control after exposure to BaP, individual samples are 

represented by open circles and means by bars (n=10). 

Figure 4. Model predictions for the expression of abc-like genes in mussel hemocytes collected 

from the field in 2014. The normalized abc transcript levels were determined in hemocytes 

withdrawn from animals obtained in mussels beds of Yport and Villerville areas in 2014. Bars 

represent confidence intervals at 95% (n=5). 

Figure 5.  Model predictions for the expression of abc-like genes in mussel gills collected from 

the field in 2014. The normalized abc transcript levels were determined in gills dissected from 

animals obtained in mussels beds of Yport and Villerville areas in 2014. Bars represent 

confidence intervals at 95% (n=10).  
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Site Yport Villerville 

Year 2012 2013 2014 2012 2013 2014 

PAHs (µg/kg-1 dry weight) 84.93 98.07 - 187.74 280.53 204.18 

PCBs (µg/kg-1 dry weight) 174.26 113.06 - 244.82 513.21 524.81 

(-) not available 

 

 

 

Figure 1. Map of La Pointe de Caux (Normandy), the northern part of the Bay of Seine. 
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Figure 2. Effect of BaP exposure on the expression of abcb-, abcc-and abcg2-like genes 

in mussel hemocytes.
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Figure 3. Effect of BaP exposure on the expression of abcb-, abcc- and abcg2-like genes 

in mussel gills.
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Figure 4. Model predictions for the expression of abc-like genes in mussel hemocytes 

collected from the field in 2014.
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Tables 

Table 1. Primers used in qPCR expression analysis 

E: efficiency

Gene 
Accession 

number 
Fw 5’-3’ Rev 5’-3’ 

Annealing 

(Tm °C) 
E 

Amplicon 

size 

ef1α AF063420.1 CCGTAGAAATGCACCACGA TTGAAACCAACATTGTCTCCTG 60 2 61 pb 

abcb AF159717.1 TGATCAGAGACCCAAGAATCC TGCCTTTTCTAGAGCTTCCTGT 59 2.05 95 pb 

abcc AF397143.1 CCACCGCTGCTGTAGATTTAG GCGCTATAGTTAGAACAGTGCAGTC 59 1.94 90 pb 

abcg

2 
 KX551963 TGTGCTATTTTTAGATGAACCAACA TCCTTCCTTTTAATGCTAATCTTCTC 59 1.84 95 pb 
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La moule bleue a longtemps été reconnue pour sa résistance aux contaminants 

chimiques et biologiques. Toutefois, cette espèce sentinelle est confrontée depuis quelques 

années à des mortalités pouvant atteindre 100% des individus dans les élevages des Pertuis 

Charentais (Bechemin et al., 2014). Les premières investigations ont suggéré l’implication de 

bactéries du genre Vibrio sans exclure un rôle potentiel de conditions hydro-climatiques 

particulières (Travers et al., 2016). Dans ce contexte, ces travaux de thèse visent à étudier les 

mécanismes de défense de Mytilus edulis contre les bactéries pathogènes et les xénobiotiques. 

Le premier volet est dédié aux interactions d'isolats bactériens avec l’organisme hôte, à des 

échelles physiologique et cellulaire. Le deuxième volet explore le fonctionnement du système 

de résistance aux xénobiotiques (MXR) dans les hémocytes et les branchies de la moule bleue 

par des approches moléculaires et biochimiques.   

I. Étude des interactions entre M. edulis et V. Splendidus sp.  

1. Isolement et caractérisation de V. splendidus 10/068 1T1, pathogène de 

M. edulis 

Contrairement aux autres bivalves, aucun vibrion n’est reconnu comme étant un agent 

pathogène des bivalves du genre Mytilus (Travers et al., 2016). Certains auteurs ont évoqué un 

phénomène de résistance des moules aux maladies infectieuses trouvant son origine dans un 

système immunitaire puissant (Balbi et al., 2013; Tanguy et al., 2013b). Cette hypothèse émane 

de plusieurs études fonctionnelles des hémocytes en réponse à des bactéries connues pour leur 

pathogénicité envers d’autres organismes (Costa et al., 2009; Parisi et al., 2008). Toutefois, la 

virulence d’un microbe est une propriété strictement dépendante de l’hôte (Casadevall and 

Pirofski, 2009) et dans le cadre des études précitées, la pathogénicité des microorganismes 

envers Mytilus n'a pas été vérifiée. Toutes ces observations nous amènent à une question 

majeure : la moule est-elle réellement exceptionnellement résistante aux bactéries ou bien les 

agents infectieux virulents n'ont-ils pas encore été isolés ?  

Pour répondre à cette question, nous avons testé pour la première fois la virulence de 

différentes souches bactériennes qui ont été isolées de Mytilus edulis sur des animaux 

moribonds dans le contexte de mortalité mytilicole sur la période 2010-2013 ou bien à partir du 

microbiote d'organismes apparemment sains. Les infections expérimentales par injection ont 

permis de mettre principalement en évidence une bactérie pathogène, codée 10/068 1T1, 

appartenant au groupe V. Splendidus et affiliée à l’espèce V. splendidus/hemicentroti (76.6% 
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de mortalités 24h post-injection, article 1). D’autres isolats obtenus pareillement présentaient 

une virulence de degré moindre et de cinétique différente.  

La caractérisation phylogénétique basée sur le gène de ménage gyrB a permis 

l’affiliation des isolats au groupe V. Splendidus et aux espèces V. splendidus/V. hemicentroti et 

V. lentus/V. atlanticus. Toutefois, le pathotype virulent ne peut pas être distingué en se fondant 

sur la classification génétique puisque les souches virulentes sont phylogénétiquement proches 

des souches inoffensives. En accord avec ces résultats, une prédominance des bactéries du 

groupe V. Splendidus a été démontrée dans la microflore de la moule australienne M. 

galloprovincialis (Kwan and Bolch, 2015). Similairement, une étude plus récente sur des 

souches isolées de moules bleues saines ou moribondes a confirmé leur affiliation au groupe 

Splendidus et l’absence de corrélation entre l’espèce et le phénotype de virulence (Oden et al., 

2016). De plus, les auteurs ont identifié un isolat V. splendidus M3H obtenu à partir d’animaux 

moribonds lors des mortalités massives en Charentes maritime en 2014 et capable d’induire 

80% de mortalité après 7 jours. Dans cette même étude, la classification des isolats a été faite 

suivant une analyse des séquences multilocus (MLSA) en excluant V. hemicentroti ce qui rend 

la comparaison avec nos résultats difficile. Néanmoins, considérant la proximité 

phylogénétique de V. splendidus et de V. hemicentroti, il est possible que les deux souches 

appartiennent à la même espèce.  

Ainsi, avec ces résultats, l’implication de souches apparentées à V. splendidus dans les 

mortalités de la moule bleue est confirmée. Dans ce contexte, il serait intéressant d’élargir les 

travaux à tous les isolats collectés durant ces dernières années sur plusieurs sites de façon à 

préciser le ou les pathotypes virulents. 

2. V. splendidus 10/068 1T1 altère les fonctions hémocytaires 

Les hémocytes jouent un rôle important dans la défense immunitaire et dans la résistance 

contre les envahisseurs. Parmi les processus mis en place par les agents pathogènes durant 

l’infection, on trouve l’altération des fonctions hémocytaires.  

Les bactéries du genre Vibrio sont connues pour être des pathogènes extracellulaires. 

Elles évitent la phagocytose notamment à travers la sécrétion d’exotoxines dans leurs produits 

extracellulaires. Par exemple, V. tubiashii 07/118 T2 sécrète des protéases toxiques capables de 

réduire l’adhésion cellulaire et la phagocytose des hémocytes de C. gigas (Mersni-Achour et 

al., 2014). De même, les ECPs de V. aestuarianus 01/32 inhibent l’attachement cellulaire ainsi 

que l’internalisation des billes de latex utilisées pour quantifier l’activité phagocytaire et 
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stimulent la production de ROS tandis que la bactérie n’a aucun effet sur ces fonctions 

(Labreuche et al., 2006). Dans notre étude, les produits sécrétés de V. splendidus 10/068 1T1 

contribuent aux processus infectieux puisqu’ils réduisent l’activité phagocytaire et diminuent 

la production de ROS. Toutefois, il semble que ces effets ne soient pas les seuls mécanismes 

d’action de la bactérie. En effet, ce vibrion affecte les différents stades de la phagocytose allant 

de l’attachement au substrat à la destruction des corps ingérés par les hémocytes. En contact 

direct avec les hémocytes, Vibrio 10/068 1T1 réduit la motilité et l’adhésion cellulaire, envahit 

les cellules, inhibe la libération des radicaux libres et la maturation du phagolysosome. A 

l’inverse, la souche inoffensive V. splendidus 12/056 M24T1 induit une activation des 

hémocytes traduite par une hausse de la motilité, un stress oxydatif, la formation de vacuoles 

acides. De plus, elle n’a aucun effet sur l’adhésion cellulaire et la viabilité (article 1 et 2). 

L’inhibition de la fusion lysosome-phagosome est une stratégie d’évasion adoptée par 

certains agents infectieux intracellulaires pour échapper à leur destruction ; c’est par exemple 

le cas des bactéries Mycobacterium et Legionella (Armstrong and Hart, 1971; Horwitz, 1983). 

Depuis peu, de plus en plus d’espèces de Vibrio pathogènes sont décrites pour avoir des stades 

de vie intracellulaire. En effet, V. shiloi pénètre dans les cellules épithéliales du corail Oculina 

patagonica, se différentie en forme viable non cultivable et produit une toxine qui inhibe la 

photosynthèse des zooxanthelles (Rosenberg and Falkovitz, 2004). De même, V. 

parahaemolyticus envahit les cellules hôtes et échappe de la vacuole avant sa fusion avec les 

lysosomes pour se multiplier dans le cytosol (Santos and Orth, 2014). Seul V. tasmaniensis 

LGP32 est décrit pour envahir uniquement des phagocytes professionnels. Il survit dans les 

hémocytes de C. gigas en inhibant la production de ROS et la maturation du phagolysosome 

(Duperthuy et al., 2011). De plus, il a été récemment démontré que cette bactérie est capable de 

résister à la phagocytose des protistes environnementaux (Poirier, 2016) tout comme V. 

cholerae qui se réplique dans l’amibe Acanthamoeba castellanii (Van der Henst et al., 2016). 

Au vu de ces données, il parait que V. splendidus 10/068 1T1 développe des mécanismes 

infectieux similaires à ceux de V. tasmaniensis LGP32. Outre l’inhibition des ROS et de la 

maturation du phagolysosome, la bactérie a un effet cytotoxique sur les hémocytes (39% de 

cellules mortes après 18h de contact). L’ensemble de ces résultats suggère la survie 

intrahémocytaire de la bactérie. Toutefois, il reste à vérifier si l’effet cytotoxique est une 

conséquence de la lyse cellulaire et la libération des bactéries comme le cas de V. tasmaniensis 

LGP32 (Vanhove et al., 2016). Par ailleurs, il serait intéressant d’explorer les mécanismes 
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impliqués dans le dysfonctionnement des réponses immunitaires et de comparer avec ceux des 

autres membres virulents du groupe V. Splendidus. 

3. V. splendidus 10/068 1T1 infecte Mytilus edulis en endommageant les 

branchies 

Les études sur les interactions hôte-pathogène reposent le plus souvent sur la 

caractérisation des réponses immunitaires. Il est vrai que l’interférence avec les mécanismes de 

défense fait partie intégrante du processus infectieux. Néanmoins, pour comprendre le mode 

d’action du pathogène, il est important de définir toute cible potentielle qui lui permet de 

coloniser les tissus de son hôte et de se multiplier. 

Dans ce travail, nous avons suivi les dynamiques d’infection de V. splendidus 10/068 

1T1 via un modèle de cohabitation. Le choix d’une technique d’expérimentation non invasive 

permet de se rapprocher au mieux des voies naturelles d’infection utilisées par la bactérie. 

D’une manière intéressante, la balnéation n’a pas induit de mortalité chez la moule bleue 

contrairement à la cohabitation (article 2). Ce résultat indique l’importance pour la bactérie 

d’avoir un support pour initialiser sa virulence. En effet, les Vibrio régulent l’expression de 

leurs facteurs de virulence en fonction de leur environnement. Par exemple, l’expression de la 

toxine cholérique est réprimée par la sécrétion de la bile dans l’intestin jusqu’à ce que V. 

cholerae atteigne le mucus où la concentration de bile est faible ce qui déclenche l’induction 

de la synthèse du TCP (Toxine Coregulated Pilus) suivie de l’expression de la toxine cholérique 

CT (Krukonis and DiRita, 2003). Pour V. splendidus, il serait intéressant d’identifier les facteurs 

de virulence induits lors du séjour dans l’hôte et de rechercher leur rôle dans la contamination 

des autres individus.  

Le suivi de la bactérie GFP dans l’eau de mer, les tissus et l’hémolymphe permet de 

reconstituer une chronologie de contamination. Le pathogène semble nécessiter une phase 

d’incubation (2 jours) pour pénétrer l’hôte, le coloniser et se multiplier. Pendant cette période, 

aucune mortalité n’est observée et le taux de bactéries dans l’eau diminue suggérant leur 

transfert aux animaux sains et l’absence de relargage dans le milieu. En même temps, V. 

splendidus envahit essentiellement les filaments branchiaux et est aussi détecté dans les 

hémocytes circulants. De plus, les coupes histologiques des animaux moribonds montrent des 

lésions au niveau de la branchie confirmant son ciblage par le pathogène. 
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Toutefois, le rôle des hémocytes pendant le processus infectieux reste à éclaircir. 

L’augmentation de la concentration des cellules circulantes et la détection des bactéries 

internalisés nous amènent à penser qu’elles véhiculent le pathogène. En effet, les hémocytes 

peuvent jouer un rôle dans la propagation de l’infection dans le système circulatoire mais aussi 

faciliter son entrée dans l’hôte. A ce sujet, des études ont discuté l’implication des hémocytes 

dans la transmission de la leucémie chez la palourde (Metzger et al., 2015). D’autres ont montré 

la capacité des hémocytes de traverser l’épithélium muqueux et donc de transporter des 

bactéries (Allam and Pales Espinosa, 2016).  En se basant sur nos résultats et cette dernière 

hypothèse, une illustration du processus infectieux de V. splendidus 10/068 1T1 est proposée 

(Figure 25).  

 

 

Figure 25. Représentation du processus infectieux de V. splendidus 10/068 1T1 d’après l’ensemble des 

résultats obtenus  

 

Pour compléter ce schéma, il serait important d’identifier la voie d’entrée du pathogène, 

qu’elle soit reliée ou non aux hémocytes. Une caractérisation des effecteurs de virulence 

notamment parmi les produits extracellulaires, est également nécessaire pour mieux 

comprendre le mode d’action de la bactérie.  
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II. Le système MXR chez Mytilus edulis 

1. Le transporteur ABCG2 contribue au phénotype MXR chez M. edulis  

L’ABCG2/BCRP/MXR, pour Breast Cancer Resistance Protein/Mitoxantrone 

Resistance Protein (ne pas confondre avec MXR pour MultiXenobiotic Resistance), est un 

membre la 3ème sous famille la plus connue de transporteurs ABC chez les mammifères. Ce 

transporteur a été caractérisé chez certaines espèces de vertébrés marins comme les poissons 

(Ferreira et al., 2014), tandis que peu de données sont disponibles pour les invertébrés 

aquatiques. En effet, les études du système MXR chez les invertébrés en général, et les bivalves 

en particulier, ont été focalisées pour la plupart sur les types ABCB/Pgp et, depuis peu, sur la 

ABCC/MRP (cf. introduction : chapitre 2 : paragraphe III.3). A notre connaissance pour abcg2, 

seuls le transcrit homologue et la protéine ont été mis en évidence, respectivement chez la 

palourde asiatique C. fluminea (Chen et al., 2015) et l’huitre S. forskali (Kingtong et al., 2007). 

Aucune caractérisation moléculaire ou fonctionnelle n'ont été proposées auparavant.   

Dans notre étude, la famille l’ABCG2 a été identifiée chez Mytilus edulis (article 3). 

Similairement à la Pgp, le niveau de transcrits abcg2 est moins important dans les hémocytes 

que dans les branchies (article 3 et 4). Cette différence d’expression, décrite également cher 

M. galloprovincialis et C. farreri (Della Torre et al., 2014; Miao et al., 2014), peut correspondre 

à des fonctions distinctes pour ces transporteurs selon les tissus ou même cellules et à leur 

implication ou non dans la détoxication des xénobiotiques. Du fait de leur position anatomique 

chez les filtreurs, les branchies sont plus exposées aux contaminants aquatiques. Néanmoins, 

pour étayer cette hypothèse, il est indispensable de vérifier cette surexpression au niveau 

protéique et surtout au niveau fonctionnel.  

Nous avons établi la séquence d’acides aminés à partir de la branchie. La protéine a la 

structure typique du demi-transporteur comportant les motifs conservés des pompes ABC. Par 

ailleurs, l’alignement des séquences en acides aminés montre une homologie avec les autres 

protéines ABCG2 de différentes espèces de vertébrés et invertébrés allant de 49% pour la 

protéine humaine à 98% pour celle identifiée chez M. galloprovincialis. Ce dernier résultat 

confirme la conservation du transporteur à travers les espèces, particulièrement au sein du 

même genre taxonomique. En effet, une forte similarité est également observée pour d’autres 

pompes ABC dans le genre Mytilus. Selon la base de données NCBI, M. galloprovincialis a 

respectivement 95% et 89% d’identité avec la Pgp et la Mrp de M. californianus. Il serait 

intéressant de comparer les similarités fonctionnelles des protéines.  
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2. ABCG2 est un transporteur actif dans les hémocytes et les branchies 

La détection d’un transcrit dans un tissu n’indique pas systématiquement la présence de 

la protéine fonctionnelle. Dans notre étude, nous avons utilisé des allocrites fluorescents du 

transporteur humain BCRP, le bodipy prazosin et le pheophorbide A, pour explorer l’activité 

de l’ABCG2 chez Mytilus edulis. L’activité d’efflux dans les hémocytes et les branchies est 

confirmée après l’ajout des inhibiteurs spécifiques (article 3). De plus, il semble que l’activité 

d’efflux soit plus particulièrement localisée dans certaines régions tissulaires ou sous-

populations cellulaires. Dans les branchies, les deux sondes sont plus effluées au pôle antérieur 

tandis que pour les hémocytes, le bodipy est plus accumulé dans les éosinophiles et, à l’inverse, 

le pheophorbide A est plus concentré dans les basophiles (en condition basale ou en présence 

des bloqueurs). L’hétérogénéité observée dans les populations hémocytaires dépendante de la 

sonde utilisée peut être expliquée par la présence d’une autre pompe transportant le même 

allocrite et donc contribuant au phénotype d’efflux. En effet, le bodipy prazosin est connue pour 

être pris en charge par la Pgp en plus de la BCRP (Chufan et al., 2013; Kimchi-Sarfaty et al., 

2002) contrairement au pheophorbide A qui est spécifique à la BCRP (Robey et al., 2004). La 

présence de la Pgp dans les hémocytes de Mytilus sp. reste cependant très discutée. Des résultats 

contradictoires ont été obtenus en combinant une sonde fluorescente avec des inhibiteurs 

connus pour leur action sur la Pgp humaine (Rioult et al., 2014; Zaja et al., 2006). Malgré la 

remarquable conservation des transporteurs ABC entre les espèces, les différences au niveau 

des séquences protéiques peuvent se traduire par des disparités fonctionnelles et 

pharmacologiques des protéines. Dans ce cas, dans la mesure où la spécificité des bloqueurs est 

fondée sur la pharmacologie humaine, leur faible efficacité chez les bivalves n’indique pas 

forcement l’absence du transporteur. De plus, certaines substances peuvent manquer de 

sélectivité. En effet, dans notre étude nous démontrons l’action de l’inhibiteur classique de la 

MRP MK571 sur l’accumulation des substrats de l’ABCG2. Par conséquent, il est 

indispensable de caractériser une batterie de sondes allocrites et de modulateurs propres aux 

espèces d’intérêt. D’après nos résultats, nous pouvons construire un diagramme de Venn qui 

réunit les sondes allocrites et les bloqueurs pharmacologiques pour le phénotype MXR de M. 

edulis (Figure 26).  
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Figure 26. Diagrammes de Venn représentant les sondes fluorescentes allocrites (A) et les inhibiteurs (B) 

des transporteurs ABC chez Mytilus edulis 

 

L’étude du système MXR est plus complexe dans les hémocytes que les autres tissus. 

Au-delà de l’hétérogénéité des populations cellulaires, la présence de plusieurs types de 

transporteurs potentiellement dans différents systèmes membranaires ou endomembranaires 

(membrane plasmique ou membrane des organites subcellulaires) et à substrats similaires 

complique l’interprétation des données. L’existence de transporteurs ABC au niveau 

subcellulaire a été discutée chez Mytilus edulis mais pas démontrée (Svensson et al., 2003). 

Dans notre étude, l’observation microscopique des hémocytes marquées avec la calcéine AM 

démontre une accumulation majeure de la sonde dans le cytosol puis une concentration dans les 

lysosomes en présence de MK571 (Figure 27). Ce dernier résultat indique clairement la 

présence d’un transporteur ABCC intracellulaire qui efflue la calcéine au niveau de membrane 

lysosomale.  

Au vu de ces données, il serait intéressant d’identifier les protéines situées dans les 

compartiments intracellulaires et d’étudier la différence avec celle localisées dans la membrane 

plasmique ainsi que leurs rôles. Pour cela, le développement de nouvelles approches pour la 

distinction des différents effecteurs permettant leur caractérisation individuelle s’impose. 

Récemment, Jordão et al. (2016) ont sélectionné des clones de daphnies résistants aux substrats 

chimiques de la Pgp pour étudier l’activité d’efflux de la protéine sans l’interférence de la Mrp 

exprimé également dans l’organisme. Tandis que Fischer et al. (2013) ont synthétisé une 
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protéine recombinante ABCB4 du poisson zèbre pour explorer son rôle dans la défense contre 

les produits toxiques.  

 

 

Figure 27. Observation microscopique des hémocytes incubés avec la calcéine AM (CAM) à 0.25 µM 

pendant 15 min en absence ou en présence du bloqueur MK571 (30 µM, 30 min)  

 

3. Modulation de l’expression des gènes par les contaminants 

La modulation du système MXR, particulièrement de la Pgp, par les xénobiotiques a été 

auparavant décrite au niveau génique et protéique (cf. introduction : chapitre 2 : paragraphe 

III.4). Considérant la multitude des transporteurs identifiés chez Mytilus edulis et le manque 

d’outils pour la distinction entre les différentes activités, nous avons exploré l’effet des 

contaminants sur les niveaux de transcrits des trois pompes ABC (article 4). 

L’exposition des moules au BaP engendre une surexpression des 3 gènes abcb, abcc et 

abcg2 dans les branchies et une sous-expression dans les hémocytes. L’induction de 

l’expression de l’abcb est souvent décrite dans les branchies de plusieurs espèces de bivalves 

en réponse à des contaminants (Bonnafé et al., 2015; Della Torre et al., 2014; Miao et al., 2014; 

Ratkaj et al., 2015). Par contre le peu de données concernant les hémocytes rapporte une 

régulation négative des transcrits ABCB (Della Torre et al., 2014; Franzellitti and Fabbri, 2013) 

et ABCC (Franzellitti et al., 2016) après contact avec les xénobiotiques. D’une part, ce résultat 

peut suggérer un rôle différent de celui de pompe à xénobiotique pour les transporteurs ABC 

dans les hémocytes. Dans ses travaux de thèse, Damien Rioult a décrit l’inhibition de la motilité 

des hémocytes en présence du MK571 et a suggéré l’implication de la MRP dans la migration 

cellulaire par l'intermédiaire du transport de chimiokines comme les leucotriènes ou les CCL19 
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et CCL21, sans toutefois le démontrer (Rioult, 2013). Par ailleurs, une corrélation directe entre 

la sous-expression de l’ARNm de l’ABCB et l’inhibition de l’activité PKA/AMPc a été mise 

en évidence (Franzellitti and Fabbri, 2013). Par conséquent, on pourrait penser que les 

transporteurs ABC jouent un rôle dans la migration des hémocytes de la moule bleue via la voie 

PKA/AMPc connue pour son implication dans la régulation cytosquelettique et la migration 

cellulaire (Howe, 2004). Une étude plus approfondie des mécanismes de régulation du système 

MXR aiderait dans la définition des fonctions des pompes ABC autres que la détoxication.  

D’autre part, la régulation génique ne reflète pas l’effet sur l’activité d’efflux de la 

protéine. Une relation a été établie entre la surexpression de l’abcb et l’activité d’efflux induite 

dans les branchies de M. galloprovincialis après exposition au cadmium in vitro tandis qu’aucun 

effet n’a été observé in vivo. Des résultats similaires ont été obtenus pour les hémocytes après 

des expériences in vivo et in vitro. Toutefois ces auteurs affirment l’absence de la Pgp dans ces 

cellules (Della Torre et al., 2014). Ces résultats nous amènent à penser que l’induction 

fonctionnelle des transporteurs ABC peut nécessiter plus de temps. En accord avec cette 

hypothèse, l’exposition des moules au BaP pendant 24h n’a pas d’effet sur l’activité des trois 

pompes ABC dans les branchies et les hémocytes (observations personnelles). De ce fait,  une 

étude cinétique sur des temps d’exposition plus longs est nécessaire.  

Les profils d’expression des gènes abc chez les moules prélevées à partir des deux sites 

différentiellement pollués sont plus complexes (article 4). Néanmoins, deux points majeurs 

sont notables. Un effet site similaire à celui de l’exposition au laboratoire est distingué. En effet, 

les transcrits abcb et abcg2 sont plus abondants dans les branchies des individus contaminés 

tandis qu’une régulation négative est observée pour les hémocytes des animaux prélevés du site 

pollué. Par conséquent, il semblerait que les gènes abc aient la même réponse face à une 

contamination unique ou multiple. Ce résultat renforce les hypothèses émises sur le 

fonctionnement des transporteurs ABC chez Mytilus edulis.  

Le deuxième point remarquable de l’étude terrain est la variabilité saisonnière des 

niveaux de transcrits au cours de l’année et son interférence avec l’effet site. La multitude des 

paramètres environnementaux et physiologiques pouvant moduler l’expression des gènes ne 

permet pas de conclure sur le facteur responsable du phénotype observé d’autant plus que la 

régulation n’est pas la même pour tous les transporteurs. En effet, au cours de certaines 

périodes, le niveau d’ARNm des ABC dans les deux sites varient dans le même sens ou à 

l’inverse. Seul le transcrit abcb est exprimé plus abondamment dans les branchies des moules 

du site pollué tout au long de l’année. L’ensemble de ces résultats affirme l’importance de la 
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considération de la variation saisonnière dans les études reliées au développement de 

biomarqueurs. Même si l’expression de l’abcb dans les branchies semble être un indicateur de 

l’état de pollution de l’environnement, étendre l’étude sur d’autres sites avec une contamination 

semblable s’avère indispensable pour valider les résultats observés.   

III. Conclusion générale et perspectives 

Ces travaux de thèse montrent clairement la vulnérabilité de Mytilus edulis face à un 

agent pathogène de type Vibrio. Les réponses différentielles de l’animal, sur le plan 

physiologique et immunitaire, aux deux souches bactériennes testées ont permis de distinguer 

le haut degré de virulence de V. splendidus 10/068 1T1. Une caractérisation des facteurs de 

virulence du pathogène pourrait aider à mieux comprendre le déroulement du processus 

infectieux. Par ailleurs, les causes de l’émergence des agents infectieux étant encore inconnues, 

il serait intéressant d’étudier le rôle des facteurs environnementaux dans la contribution à la 

mise en place de la maladie. A cet égard, une première expérience a été effectuée afin d’évaluer 

l’effet d’un stress chimique sur la réponse de la moule à une souche bactérienne non virulente. 

La co-exposition des animaux au BaP et aux bactéries non virulentes V. splendidus 12/056 

M24T1 a induit 83% de mortalité après 4 jours (Figure 28). Tandis qu’en présence soit du BaP 

soit des bactéries, le taux de mortalité est faible (respectivement 23% et 13% après 4 jours). 

 

Figure 28. Mortalités accumulées des moules après exposition aux bactéries non virulentes 12/056 M24T1 

(injection intramusculaire de 100 µL de suspension bactérienne à DO600=1) ou/et au BaP (5mg/L), n=3, 

SEM 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 1 2 3 4

C
u

m
u

la
ti

ve
 m

o
rt

al
it

ie
s 

(%
)

Days

12/056 M24T1 BAP 5mg/L 12056 M24T1 + BAP 5mg/L



  Discussion générale et perspectives   

187 

 

Ce dernier résultat suggère un affaiblissement des défenses immunitaires de l’animal 

après contamination chimique ce qui engendre un taux de mortalité élevé. Par conséquent, il est 

indispensable d’explorer l’effet des contaminants sur la réponse des hémocytes aux bactéries. 

L’implication du système MXR dans la motilité cellulaire est également à étudier étant donné 

l’interférence des contaminants avec les mécanismes de détoxication. 
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Annexe 1 : Motilité des hémocytes adhérentes en tant que 

potentiel marqueur d’immunocompétence et des effets 

immunotoxiques des bivalves 
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Hemocyte defense mechanisms in Mytilus edulis:  

interactions with Vibrio Splendidus sp. and MXR phenotype 

modulation by environmental contaminants  

 

 
ABSTRACT 

 

Mytilus edulis is a bivalve mollusc representing an economic and ecotoxicological interest. 

This sentinel species is known for its resistance to chemical and biological contaminants. 

However, for few years, abnormal mortality events have been reported for farmed blue 

mussels in France where different Vibrio strains were isolated. 

The first section of this thesis describes cellular and physiological interactions of V. 

Splendidus isolates with the blue mussel. Experimental infections allowed the selection of two 

isolates affiliated to V. splendidus/V. hemicentroti type strains: a virulent 10/068 1T1 and an 

innocuous 12/056 M24T1. These two strains were GFP-tagged and validated for their growth 

characteristics and virulence as genuine models for exposure. V. splendidus 10/068 1T1 is 

capable to alter different functions of hemocytes including motility, adhesion, internalization, 

ROS production, phagosome maturation and viability, unlike the avirulent strain. 

Furthermore, bacterial extracellular products appeared toxic and inhibit cellular responses 

(internalization and ROS production). Finally, we successfully reproduced experimental 

infection by water tank cohabitation assays with septic animals. Infection monitoring shows 

the targeting of gills by bacteria.   

The second section explores the MXR (MultiXenobiotic Resistance) system functioning in 

the blue mussel. For the first time, a complete ABCG2 amino acid sequence was established. 

Molecular characterization shows the presence of the abcg2 transcript in hemocytes and gills 

and its homology with other proteins from various species. The combination of the fluorescent 

probes bodipy prazosin and pheophorbide A with specific blockers demonstrate the 

transporter efflux activity and its heterogeneity in tissues and cells. Moreover, the expression 

of three ABC transporters (abcb, abcc, abcg2) identified in the blue mussel has been shown 

to be modulated by chemical contaminants. Mussels exposed to BaP in the laboratory or 

collected from contaminated mussel beds in the field show upregulated abc transcripts in gills 

whereas these mRNA undergone a downregulation in hemocytes. Season had also an effect 

on mRNA levels and interacted with site effects. Only the abcb gene displayed a more 

abundant mRNA level in gills dissected from animals collected in the more polluted area all 

over the diachronic study. 

In conclusion, our results demonstrate the vulnerability of the blue mussel towards a pathogen. 

The immunotoxic impact of environmental xenobiotics and the precise role of ABC efflux 

pumps in the immune system of the mussel has yet to be explored.  

 

Key words: Vibrio, ECPs, hemocyte, immunity, MXR, ABC transporters, contaminants, gills 



Mécanismes de défense hémocytaires chez Mytilus edulis :  

Interactions avec Vibrio Splendidus sp. et modulation du 

phénotype MXR par les contaminants environnementaux 

 

RESUME 

Mytilus edulis est un mollusque bivalve de grand intérêt économique et écotoxicologique. 

Cette espèce sentinelle est connue pour sa résistance aux contaminants chimiques et 

biologiques. Néanmoins, depuis quelques années la moule bleue est touchée par des mortalités 

dans les élevages des Pertuis Charentais ayant pour dénominateur commun la présence de 

bactéries virulentes de type Vibrio. 

Le premier axe de cette thèse décrit les interactions des isolats de V. Splendidus avec la moule 

bleue au niveau cellulaire et physiologique. Les infections expérimentales ont permis la 

sélection de deux isolats bactériens affiliés à V. splendidus/V. hemicentroti : une souche 

virulente codée 10/068 1T1 et une souche inoffensive codée 12/056 M24T1. Ces deux 

bactéries ont été marquées à la GFP et validées en tant que modèles authentiques d’exposition 

à travers leurs caractéristiques de croissance et de virulence. Par ailleurs, V. hemicentroti 

10/068 1T1 est capable d’altérer différentes fonctions hémocytaires incluant la motilité, 

l’adhésion, l’internalisation, la production de ROS, la maturation du phagosome et la viabilité 

contrairement à la bactérie non virulente. Les produits extracellulaires bactériens semblent 

être toxiques et inhibent certaines réponses cellulaires (internalisation et production de ROS). 

Enfin, nous avons reproduis avec succès l’infection des animaux par le pathogène via un 

modèle expérimental de cohabitation. Le suivi de l’infection montre que V. splendidus 10/068 

1T1 a pour cible principale les branchies.  

Le deuxième axe explore le fonctionnement du système MXR (MultiXenobiotic Resistance) 

chez la moule bleue. La séquence codante complète d’un nouveau transporteur ABCG2 a été 

établie et la protéine résultante a été identifiée. La caractérisation moléculaire montre la 

présence du transcrit dans les hémocytes ainsi que dans les branchies et son homologie avec 

les autres protéines appartenant à diverses espèces. L’utilisation des sondes fluorescentes 

bodipy prazosin et pheophorbide A, combinées avec des bloqueurs spécifiques, démontre 

l’activité d’efflux de ce transporteur et son hétérogénéité dans les tissus et cellules. Par 

ailleurs, il est également démontré que l’expression des trois transporteurs ABC (abcb, abcc, 

abcg2) identifiés chez la moule bleue est modulée par les contaminants chimiques. Les 

animaux exposés au BaP au laboratoire ou prélevés sur un terrain contaminé montrent une 

surexpression des transcrits abc dans les branchies et une sous expression dans les hémocytes. 

La saisonnalité, sur le terrain, a également un effet sur les niveaux des transcrits et interfère 

avec les réponses liées aux contaminants. Seul le transporteur abcb exprimé dans les branchies 

n’est pas affecté par des variations saisonnières et montre une surexpression dans le site 

contaminé tout au long de l’année.   

En conclusion, nos résultats démontrent la vulnérabilité de la moule bleue face un pathogène. 

L'impact immunotoxique des xénobiotiques et le rôle que peuvent jouer les transporteurs ABC 

dans le fonctionnement du système immunitaire des moules reste à explorer.  

 

Mots clés : Vibrio, ECPs, hemocyte, immunité, MXR, transporteurs ABC, contaminants, 

branchies 

 


